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Bisfenol A (BPA) i dibutittalat (DBP) su prisuin X PQRJLP SURL]JYRGLPD N
svakodnevno koristiNegativan uticaj ovih hemikalija na endokrini i reproduktivni sistem je dobro
ispitan, ali su pdaci onjihovom uticaju na kardiovaskulainsistemoskudni Cilj ove doktorske
disertacijeje da se LVSLWDMX IXQNFLMVNH L PROHNXOVNH SURPHQF
EA.hy926 koje se javljaju kao odgovor na dugotrgjh14 nedelja)L]O D JD Q M# 16H ©0L M D
’ F BPA i DBPi kratkotrajno (15 min+48 h) izlaganjel0’, 10°i 10° M BPA i 10°%, 10°i 10* M
DBP u uslovimain vitro.

Dugotraino L NUDWNRWUDMQR L]ODJD Q dibvbdi (8o Kiuinkcijskiti © L M D
PROHNXOVNLK SURPHQD NRMH SRYVSHaxwt: dn@aneroIverivaiew HQ
PRQRFLWD ]D HQGRWH O Q& relativod. bkspreSijgiehb 2 adHe g kdleRul
VCAM - SRYHDBEBI LMD GHOLMD ]D 4aHODWLQ L VPDQMHQD P
MHGQRVORMD HQGRW tl éspiekijuktidnaMan 1X ka® iRsmahjeBho ROS,uz
LVWRYUHPHQR SRYHUDQR VWYDUDQMH 12 SUHNR (5 L *3(5 |
PI3K/Akt i eNOS.

Dugotraino L NUDWNRWUDMQR L]ODJD Q dbvbdi( 8o Kiuinkcijskiti © L M D
PROHNXOVNLK SURPHQD NRMH QDU XaDiryuid X SRMWHK DWQLRN ¥ M/] LHY
PRQRFLWD |D HQGRWHOQH UHOLMH SURPHQH X PLJUDFLML |
MHGQRVORMD HQGRWHOQLK U HekdpmMdiiokljdiRad 281y DNVIDRV K USRS U R B
stvaranje NOpreko ER i GPER nizvodre aktivacije signahih puteva PI3KAkt, MAPK/ERK i
eNOS. B WYUYHQR MH GD RYL PHKDQL]JPL LPDMX XORJX X DQJL
SRND]DQR GD VH GH&aDYD X] SRYHRIUDQX DNWLYQRVW HQ]JLPD O

.OMXpQHQBRWHOQH iiHO L MithlatEendotelr@ Risurikcij& LE X WL O
1DXpQD RBBBJly W
8aD QD Xp Q MdreEUxDd/Mlogija eukariota



| mpact ofin vitro Exposure to Endocrine Dsrupting Chemicals Bisphenol
A and Dibutyl Phthalate on the Function of Human Endothelial Glls

Abstract

Bisphenol A (BPA) and dibutyl phthalate (DBP) are present in many progaofde use
daily. The negative impact @PA and DBPon the endocrine angeproductive systems isell
documentedhowever the dataregarding their impaain the cardiovascular system acarce The
goal of thisDoctoral Dissertatiorwas to investigate whethein vitro longterm (1214 weeks)
exposure td0° 108 and 10’ F BPA and DBP and sheterm (15 min +48 h) exposure ta0”,

10, and10° M BPA and 1@, 10° and10* M DBP affectsthe functional and molecul@roperties
of EA.hy926 cells.

Longterm and shorterm exposure of EA.hy926 cells to BPA induces functional and
molecular changes thgbromote endothelial integrity: decreased adhesion of monocytes to
endothelial cells via decreakeelative expression 0fCAM-1, increased cell adhesion to gelatin
and decreased migration, diminisheshdothelial permeability accompanied withincreasd
expressiorof occludin and Z@L, lower ROSevels andincreasd NO synthesis via ER and GPER
and downstream activation of tRé3K/Akt pathway and eNOS.

Longterm and shosterm exposure of EA.hy926 cells to DBP induces functional and
molecular changethatdisrupt endothelial integrityncreasecdhesion of monocytes to endothelial
cells, alterations in cell migration and angiogenesis, changes in the permeability of the endothelial
monolayer with relevant changes in the expressiaocoludin and Z@L1, as well as an increase in
NO synthesis via ER and GPER and downstream activatiBiB&#/Akt and ERK1/2 pathways and
eNOS. Itwas concluded that these mechanisms have a role in the regulation of angiogenesis and
cell migration, whichwasconfirmed to occur with an increase in MA2Pactivity.

Keywords: endothelial cells, bisphenol A, dibutyl phthalate, endothelial dysfunction
Scientific field: Biology
Scientific subfield: MolecularBiology of Eukaryotes
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AC +adenilil ciklaza

AhR taril-hidrokarbonski receptor

Al tadherentne veze

Akt tprotein kinaza B, PKB

AMPK tprotein kinazaN RM D V H D N Wadéhbzikbosoosfaral X
BBP tbenzilbutittalat

BCA tbicinhoninska kiselina

bFGF tbazni faktor rasta fibroblasta

BHa4 ttetrahidrobiopterin

BPA tbisfenol A

BSA +tDOEXPLQ L] JRYHYHJ VHUXPD
CAM tUHOLMVNL DGKH]JLYQL PROHNXOL
CaM tkalmodulin

CaMKIl tprotein kinaza Il zavisna ddalmodulina

cAMP +tFLNOLpQL DGHQR]JLQ PRQRIRVIDW
CBB +Coomassie Brilliant Blue

cGMP +FLNOLPQ LmbAd&®R L Q

CHB +3-hloro-4-hidroksibenzenska kiselina

CPF thlorpirifos

DBP tdibutil-ftalat

DCF + « -dihlorofluorescein

DCFH + « -dihlorodihidrofluorescein

DEHP tdietilheksiltalat

DEPC tdietilpirokarbonat

DMEM +Dulbecco’s Modified Eagle's Medium

DMSO +dimetil-sulfoksid

E2 + -estradiol

ECHA +Evropska agencija za hemikalije

ECM *tYDQUHOLMVNL PDWULNYV

EDC +tHQGRNULQL RPHWDDHL

EDTA +tHWLOHQGLDPLQWHWUDVLUUHWQD NLVHOLQD

EFSA tEvropska agencija za bezbednost hrane



EGF
eNOS
ER
ERK1/2
FBS
FITC
FSH
G-CSF
GAPDH
GDP
GJ
GMP
GPCR
GPER
GTP
H2DCFDA
HBSS
HEPES
HIF- .
HUVEC
ICAM-1
ICAM-2
IGF-1
IL

iINOS
JAM
JINK
KVB
LDL
LPS
L-NAME
MAPK
MAPKK

tepidermni faktor rasta

tendotelna azemonoksid sintaza

testrogenski receptor

+tNLQD]D UHJXOLVDQD YDQUHOLMVNLP VLJQDOLPD L
*tIHWDOQL JRYHYL VHUXP
tfluoresceinizotiocijanat
tIROLNXORWNWWmdAXOLAXUL

tfaktor stimulacije kolonije granulocita

tgliceraldehid3-fosfat dehidrogenaza

+guanozin difosfat

tkomunikacijskepukotinastereze

+guanozinmonofosfat

treceptorspregnut s@roteinom G

testrogenski recept spregnut sa proteinom G

+guanozin trifosfat

+ « -dihlorodihidrofluoresceirdiacetat

tUDVWYRU +DQNVY %DODQFHG 6DOW
+N-2-hidroksietilpiperazinN-2-etansulfonska kiselina

tfaktor indukovan hipoksijom .

+tKXPDQH HQGRWHOQH UHOLMH YHQH SXSpDQH YUSFH
+tPHYyXUHOLMVNL DAEGKH]LYQL PROHNXO
+tPHYyXUHOLMVNL D&@KH]JLYQL PROHNXO
tIDNWRU UDVWBELVOLPDQ LQVXOLQX
tinterleukin

tinducibilna azotmonoksid sintaza

+spojni adhezivni molekuli

+c-Jun Nterminalna kinaza

tkardiovaskularne bolesti

tlipoproteini male gustine

tlipopolisaharidi

* 1 &nitro-L-arginin-metil-estar

protein kinaza aktivirana mitogenima

tkinaza MAPK(MEK1/2)



MAPKKK tkinazakinaze MAPK(Raf)

MBP tmonobutitftalat

MCP-1 themoatraktant za monocife

MEF2 tIDNWRU SRMDpLYDp PLRFLWD
MMP +matriksna metaloproteinaza
mTOR +meta rapamicina kod sisara
NADPH tnikotinamidadenindinukleotifosfat
NED +N-(1-naftil)etilendiamin

NF- % tnukleusni fakor- B

NMDR nemaotono doznezavisan odgovor
nNOS tneuronskazotmonoksid sintaza
NO +azotmonoksid

NOS tazotmonoksid sintaza

02 q +superoksid anjon radikal

'OH +hidroksil radikal

ONOOq tperoksinitritni anjon
P90RSK tribozomalna S6 kinaza od 90 kDa

PAF tfaktor aktivacije trombocita

PBDE tpolibromovan difenil-etn

PBS tILILROR&ANL UDVWYRU SXIHULVDQ IRVIDWQLP SXIHUR
PDGF tfaktor rasta poreklom iz trombocita

PDK-1 tkinaza zavisna od fosfoinozitida

PECAM-1  +*PROHNXO HQ GlrjiWerGeprarkbacid-O L M D

PI3K tfosfatidilinozitol 3kinaza

PIP, tfosfatidilinozitol (3,4}bifosfat

PIP; tfosfatidilinozitol (3,4,5)trifosfat

PKA tprotein kinaza A

PKC tprotein kinaza C

Ras thidrolaza GTP

ROS treaktivne vrste kiseonika

RTK tUHFHSWRU VD DNWLYQRAaUX WLUR]JLQ NLQD]H

RT-gPCR tNYDQWLWDWLYQD ODQpDQD UHDNFLMD SROLPHUDI]H
S1P tsfingozin kfosfat



SA tsulfanilna kiselina
SDS +hatrijumdodecHsulfat

SDSPAGE +SDSpoliakrilamid gel elektroforeza

SRB tsulforodamin B

TCA tWULKORUVLUUHWQD NLVHOLQD
TJ +pYUVWH YH]H

TNF- . tfaktor nekroze tumora

VCAM-1 tPROHNXO DGKH]LMHIYDVNXODUQLK UGHOLMD
VEGF tvaskularni endotelni faktor rasta

VEGFR-1 treceptor za VEGH

VEGFR-2 treceptor za VEGR

VE-kadherin zvaskularni endotelni kadherin

VWF +von Willebrandov faktor

Z0 +zonnula occludens
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1. Uvod
1.1. Endotel krvnih sudova: struktura i funkcija

8NXSQD GXAaLQD YDVNXODUQH PUHAH NRG REBUBW®RMH B
QDMYHULP VLVWHPRP RUJDQD X OMXGVNRP WHOX 9DVNXODU
JLGD NUYQRJ VXGD L2 WHIMGURA HOLGIHK RIBHOLMD (QGHPDQQ L 6F
2020; Camaséo i Mantovan2021). Ovaj sloj se nazivanica intimai predstavlja gusti jednosloj
endotelnih UH Qkol¢ QDO VWH ED]DOQX PHPEUDQX VDPLQMHQX RG NI
laminina i heparin sulfatnilSURWHRJOLND QD p(LGRBHRUNSWHIOkEh dudayd, MIHU
]IDYLVQRVWL RG WLSD VXGD SRVHGXMX GQXKJIDHOMM HV W DNV
venamasu YLAMH]H L]PHYA&M) BIR K H yéhinsiuxkagirima NRMH VX QLaH D S»
LIPHYX QMNBNR.EH VH RPRJIJXULOD QHVPHWDQD UDGEHQD PHW
sar., 2019)Sloj tunica intima REODaX SUHRVWDOD GY DO ¥OWMEEORed2Q RJ V)
VDpLQMHQ RG VSLUDOQR UDVSRUHVYVHQLK VORMHY Bunidg®® D W N L
adventta NRMD SUHGVWDYOMD VSROMD&EQML VORM JUDYHQ RG
masnog tkiva i kapilara (Newby, 2000) (slika 1.1).

Slikal.l. AHPDWVNL SULND] SRSUHpPQRJ SUHVHND NUYQR
Preuzeto uz modifikacije iz Zhao i saradnici (2015).

'XJR VH VPDWUDOR GD HQGRWHO SUHGVWDYOMD LQHUW:
WNLYD PHyX&in® daGezbtd aktv P HW D B Re@dofr tkivo koje LPD NOMXpQ.
ulogu u regulaciji vaskularne homeostaze (Kré@enge i sar., 2019). Endotelni jednosloj
IXQNFLRQL&H NDR VWURJR UHJXOLVDQD SROXSURSXVWOMLY
]D QRUPDOQX UD]JPHQX PHWDEROLWD NLVHRQLND UDVWYRU
okolnh WNLYD 1D W DaMlokidmpdve ndphddvie materije iz krvi za optimalno
IXQNFLRQLYV D@nEpdtrébrid @aséve Qredabolite (Lee i sar202@urevich i sar., 2021).

(QGRWHO XWLpH QD ILJLRORJLMX RNROQRJ WNLYD NDN
krvnogsuda WDNR L QD ILILRORJLMX FLUNXOLAXULK UHOLMD SRS
UHOLMH LPDMX ALURN GLMDSHYRQHP BMWDHEHROLH NKL K IGKKQINJAL G/
medijatora, enzimskim putem smanjuju aktivnost reaktivnih vrsta kiseonika r@axive oxygen
species 526 R E U D kiMeVl Xaktére Wdsta i supstanc& OLpQH KRUPRQLPD
SURVWDJODQGLQH WUDQVSRUWXMX L PHWDEROLAX OLSRSUF
matriksa (engextracellular matrix ECM) i dr.(Gimbraone i GarciaCardefia, 2016). Stoga, endotel
SUHGVWDYOMD YLVRNR GLQDPLPpQR WNLYR NRMH GHWHNWXN
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Kako predstavlja aktivmmendokriro, autokriro i parakriro tkivo, u odgovou QD UD]JOLpLWH VW
VHNUHWXMH EURMQH L UD]J]QRURGQH ELRORA&ANL DNWLYQH
KRPHRVWD]X SURWRN NUYL YD]JRPRWRUVNH IXQNFLMH L LQI
DNWLYDFLMX WURPERFLWD L SUROLIHUDFLMX JODWH&diK PL&L:
sar., 2005)_ee i sar., 2020; ®evich i sar., 2021). Dakle, L]LRORANLP XVORYLPD HQC
antiinflamacijski, antitrombogeni i antiproliferacijski fenotip (Krigéenge i sar., 2019).

.DGD MH HQGRWHO IL]JLPNL SRYUHYHQ LOL IXQNFLMVNL
DNXWQH LQlIQ KOURRDLHPIMH L Veadufe@d iavedarie pigrede odgovorimaskoj
u potpunosti suprotni go@ DYHGHQLP 3URWURPERJHQR L SURLQIODPD!
NDUDNWHUL&H YDIRNRQVWULNFLMD NUYQRJ VXGD L DNWLYD
HQGRWHO SRGVWLpH SRYHUDQRP VLQWH]RP L HNVSUHVLM
Willebrandovog faktora (VWF), faktora aktivacije trombocita (ergateletactivating factor
PAF), interleukina8 (IL-8), P-selektina i faktora nekroze tumora HQW XPRU QHFURVLV II
TNF- . awR GDOMH VWLPXOL&H VYH IDJH KHPRVWD]H %HFNHL
leukocita kroz endotel u cilju saniranja povrede (Cerutti i Ridley, 2017).

1.1.1. Ulogaazot PRQRNVLGD X UHJXODFLML ILJLROR&GNLK IXQNFLMD

SRVHEQR VH LVWLPpH VSRVREQRFNFRQRRGRWHIPXD @R O/MHIDPX\
otr LH ELOR RG L]X]JHWQH YDAQRVWL ]D UD]XPHYDQMH YDVNX
AWR MH RNDUDNWHULVDQ QRVLR QD]LY AReédaihaliDnMdérived! DNW
relaxing factor ('5) 12 X HQGRWHOQLP UHOLMDPD -@dgnmnhevddNtH S UL
FLWUXOLQD X] XpH&UH HQ]L P Derd@HelRIWitdcOogide siy2hasefO8)D |H HQJ

=ERJ VYRMLK DQWLRNVLGDWLYQLK L DQWLLQIODPDFLM
RGUADYDQMX YDV N X@nbtbeHG& RFTHr&eiaVID]16t Cyr i sar., 2020). Bazalna
SURGXNFLMD 12 X ILILROR&NRP VWDQMX MH QHRSKRGQD UL
krvnog suda. Naime, sinteza NO je stimulisana fluktuacijama u krvnom pritisku i hormonskim
VWLPXOXVLPD L] NUYL 2YL ViWdze XNOQ, Xauranskiipbljd) geinx k@i kediFad V
H126 MH WDNRYyH UHJXOLVDQD LVWLP WLP RImbooeL@aNdiaP VLOD
&DUGHXxD 6LQWHWLVDQL 12 GLIXQGXMH NUR] PHPEUD
PHGLMDWRU XWLpH QD JODWNH P L &inib@oHei GlAréiaQdrdena) POXAL R F L W
12 SRGVWLpPpH YD]RGYRG W ML MXCakilex RjfRhu sk guanil ciklaze
koja prevodi guanozinmonofosfat(GMP) u F L NIGGAMPFcGMP) X JODWNLP PL&ALUQLP
J)IJUVWHUPDQQ L 6HVVD BRUHG WRJD 12 RWSXawHQ X |
L QMLKRYX DGKH]JLMX ]D HQGRW H®@stepaRrH SésbaV2DBirmponéD W U R |
GarciaCardefia, 2016 1D WDM QD p Lp@ptoK Krvild HamestaddGimbronei Garcia
&DUGHXxD 12 RVLP aWR VSUHpDYD DGKH]JLMX WURPERF
JODWNLK PLALUQLK GHOLMD NDR L DSRSWR]X HQGRWHOQLK
PLJUDFLMX X VXEHQGRWHOQL SURVWRU WDNRelyWko VPDQ
hemoatraktant za monocife (eng. monocyte chemoattractant protein MCP-1) u endotelnim
UHOLMDPD )JUVWHUPDQQ L 6HVVD &\U L VDU SRUL
S URFHVL P DsuNdgiacgaWsiRtemske distribucije kiseonika, egzocitoza, aktivnost jonskih
NDQDOD DSRSWR]D L SUROLIHUDFLMD UHOLMD Rémlteh@anRiY DV N>
Sessa, 201&5imbronei GarciaCardefa, 2016(slika 1.2). Zbog svega navedenog, NO se smatra
protektivnim molekulom vaskulature (Férstermann i Minzel, 2006).

SBULOLNRP SRYUHGH WNLYD SR YbrékiorDz evidtotef Time sBNW LY
SRMDpDYD HIHNDW 12 NRML NDR L X JGUDYRP VWDQMX NUYC
UHOLMD L LQKLEL&H DGKH]JLMX OHXNRFLWD |]D HQGRWHOQH
RAWHUHQMH NUYQRJ VXGD 1HZE\ JIJUVWHUPDQQ L 6HVVL
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HQGRWHOQLP UHOLMDPD GRGDWQH NROLpLQHJITRDWH XPXR/ICER
LQIODPDFLMVNLP UHOLMDPD 7LPH VH SUX4D GRGDWQD ]DaW
VX SRND]DOH GD X VOXpDMX QHGRYROMQH SURGXNFLMH IL]L
GRODJ]L GR IRUPLUDQMD NOLQLpPNL ]QErhiddied GKrcid@udridddi® V N O H

'DNOH VHNUHFLMD 12 SUHGVWDYOMD YHRPD YD&DQ PHK
D X VWDQMX LQIODPDFLMH SUHGVWDYOMD YD&DQ PHKDQL]DF
VSUHpPH GDOML UD]YRM XSDOQLK SURFHVD L DWHURVNOHUR]>

Slika 1.2.Ulogaazotmonoksidau vaskulaturieNOS tendotelna azemonoksida sintazaNO *azot
monoksid.Preuzeto iZGimbronei GarciaCardefia (2016).

11.2. 80O0RJD pYUVWLK PHYyXUHOLMVNLK YH]D X ILILROR&ANRM UH

(QGRWHOQH UHOLMH X NUYQRP VXGX IRUPLUDMX SROX:
RGYRML NUY RG SHULIHUQLK RUJDQD L WNRWGL aD/HDOIVMPL K RA\PL
vaskulariog sistema (Arroyo i lruetérispe, 2010; Franco i sar., 2013  QWHUDNFLMH L
VXVHGQLK HQGRWHOQLK U0HOLMD VH RVWYDUXMXdh&éhsiNR W
junctions AJ), komunikacijskeukotinasteveze (enggap junctions *- L pYUVWHigMH]H H
junctions 7 - 8 PHYyXUHOLMVNRP SURVWRUX VX WDNRYyH HNVSL
HQ GRWH O Q vézivarje@anbaritdD (eng. platelet endothelial cell adhesion molecule 1
PECAM-1) (pregledni rad Sluiter i sar., 2021). L @adsmembranskpolukanal koneksonikoji
RPRJIJXUDYDMX GLUHNWQX NRPXQLN koalLdd Xbavij@ tzmenbhQjenR W H O C
PDOLK VLJQDOQLK PROHNXOD SUHJOHGQL UDG 60OXLWHU L
NDGKHULQD L GDMX PHKDQLpPNX pYUVWLQX PHYyXUHOLMVNLP
TJ grae transmembranski proteini okludin, klaudin, spektrin, cingulin i spojni adhezivni molekuli
(eng.junctional adhesion molecule3AM) (Alexander i Elrod, 2002pregledni rad Sluiter sar.,

2021 7- VH QDOD]H SUL YUKX UHOLMH L NRPSOH$pgaRa MH R
PHPEUDQD VXVHGQLK UHOLMD yYUVWH YH]H RPRJXUDYDMX }
LIPHYyX FLUNXODFLMH L RNROQRJ WNLYD NRMD VWURJR UHJ,
pregledniUDG 6O0XLWHU L VDU 1DLPH 7- NRQWUROL&X SDU
QDpLQ aWR XpHVWYXMX X UHJXODFLML GLIX]JLMH WHpPpQRVWI
SURODVND LPXQVNLK UHOLMD SRSXW OHXNRFLWD QHXWURIL
X NUYQRP VXGX 3RUHG WRJD 7- XpHVWYXMX L X SRODUQRV
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difuziju apikalnih i bazolateralnin membranskih proteina i lipida (Cong i Kong, 2020). TJ su
SRPRUX SURWH LQdifold prét€énd MR donrRla\oxcludens = 2 L bYUV\
YH]IDQL PHYXOREQ® SURWHLQH FLWRVNHOHWD $OH[DQGHU L
tim u vezi, pokazano je daroteinZO-1 interaguje sa domeninma C krajuokludina i klaudina i sa
globularnim regionomma N krajucingulina (slika 1.3). Pored toga, domen okludkogi vezuje

proteine ZOMH WDNRYH SRWUHEDQ ]D SUDYLOQX ORND Q@rbteiiFL M X F
=2 VOXaH NIB@DA |D RUJDQL]DFLMX 7- RGQRVQR SUHGVWDYC
Pored togaproteini ZO imaju glavnu ulogu u povezivanju TJ sa ci@stom, pre svega sa-F
aktinom (Solar i sar., 2020).

Slika 1.3. &aH P D W V Niol8Kulske BtiulW X UH pYUVWLK L DGKHUHAY Walhekenihel y X G H C
veze;JAM zspojni adhezivni molekulPECAM-1 tPROHNXO HQGRWHOQLK UHOQOIMD NRM
+pY UV WHO ¥rbhhula occluden®reuzeto uz modifikacije iz Cerutti i Ridley (2017).

SRYUHGD HQGRWHOD RGQRVQR SUHNLG X MHGQRVORM
SRUHPHUDMD X IXQNFLRQLVDQMX L LQWHJULWHWX RYH EDULI
LPDMX VQDAaDQ SRWHQFLMDO ]D PLJUDFLMX )UDQFR L VDU
YHRPD GLQDPLPQR WNLYR VD NRQVWDQWQLP UHOLMVNLP SF
5DJORJ |D WR MH NRQVWDQWQD SRWUHED ]D SULODJRYDYD
endotelni jednosloj (Arroyo i lruel& ULV SH 7TDNR X VOXpDMX SRYUF
reaguju na prekide u jednosloju i migrirRuU@HSRSXQMHQH SURVWRUH (QGRWH
komponentama( &0 L QD WDM QDpLQ VWURJR NRQWUROLAX SURFHYV
UHOLMH VLQWHWLA&X HQ]JLPH NRML U Hehr@dpotsNDXH(&®0 B R MW R}
RPRJXUDYD PLJUDFLMX HQGRWHOQLK {HQArispd, 010 DQLUDQMH



1.1.3. 80RJD UHOLMVNLK DGKH]JLYQLK PROHNXOD X ILILRORA&ANRTF
inflamaciju

-Ra MHGQD RG PQRJLK IXQNFLMD HQGRWHOD MH QMHJI
VOXpPDMHYLPD R&W H U HeRdeD(T e isrRa@afROL GV b kttli Ridleyl, 201Y. Takve
SURPHQH X WNLYX SRNUHUX QL] ILJILRORANLK SURPHQD X
vezivanje, a potom i transendotelnu migraciju makrofaganocita u subendotelni prostor (Cerultti
L 5LGOH\ 1DLPH HQGRWHOQH UHOLMH UHDJXMX QD S
Postoje dva tipa aktivacije endotela. Tip 1 je brza aktivacija endogldL NRMRM HQGRWH
UHDJXMX QD LQIODPDFLMMVMNMY\RWIRAVK GRWYH A DahRE Griteisahs VS U L
adhezivne molekule, te je ovaj proces nezavisan od sinteze proteina (Nourshargh i Alon,-2014). P
selekin i EVHOHNWLQ PHyXiUHO LMYV (dng. ibt&dellipr ddhésidh RnolétMeX O
ICAM- L PROHNXO DG KH]L MHengastukCcBlIhghedfonirmb@cul WCAM -

VX SURWHLQL L] JUXSH UHOL M tNilaKadh&SkiHhbl¥aQIESEAND RGP HN X O C
VH HNVSULPLUDMX QD SRYUALQL HQGRWHOQLK UHOLMD L ]D
2021). Promene u rigidnosti tkiva protdku krvi, prisustvo proinflamacijskih hemokina i citokina i
PQRJL GUXJL VWLPXOXVL L] NUYL WDNRYH PRJX GD L]D]RY X
(Cerutti i Ridley, 2017). Proinflamacijski faktori poput citokina, posebno-TNFL KHPRNLQD WD
LQGXNXMX L WLS DNWLYDFLMH HQGRWHOD NRML SUHGVWD\)
2 predstavlja aktivaciju plejotropnih transkripcionih faktorale novotranskripciju gena Kkoji
kodiraju molekule odgovorne za vezivanje i migraciju leukocita (Nourshargh i Alon, 2014).

Prvi korak u vezivanju leukocita predstavljaju slabe i prolazne adhezivne interakcije sa
HQGRWHORP X EOL]JLQL WNLYD SRG LQIODPDFLMRP 1DNRQ
NUYQRJ VXGD MDpDQMH DGKH]L Mijiho@x]gta@iNbH L PRHIGNKR A QVB B W IE
UHOLMD X VXEHQGRWHOQL SURVWRU W]Y HNVWUDYD]DFLMD
L VYDNL MH SUHGXVORY ]D QDUHGQL 6YL VX XVORYOMHQL S
VHOHNWLQD QD SRYU&ALQL HQGRWHOD 1RXUVKDUJK L %
PRQRFLWD OHXNRFLWD MH YHRPD YDabDQ PHKDQL]DP RGEUDQ
SURFHV MH VWURJR NRQWUROLVDQ L NUDMQMH QHRSKRGDQ
1.4).

Slika 1.4. aH P D W V NKaskadd \wihjanja leukocita za zid krvnog suZia99 +glikoprotein sa jednim

lancem, tip 1;CXCL1, 2 ili 3 xpripadnici CXCL familije hemokiry, ESAM +molekul adhezije koji
VHOHNWXMH HQG RWHRHYE WHH@LLN/NAN L, S8R KIBAM 2 GIP IR RAIHHNDA ™ VNL D GK
molekul2; IL- +L QW H U O BAWN+3Qojni adhezivni molekuliLPS zlipopolisaharidi; oksiLDL +
oksidovanilipoproteini male gustine?ECAM-1 +tPROHNXO HQGRWHOQLK UHOIN NRML
. *IDNWRU QHNURCAMW Xm&ldk®O. DGKH]LMH Y DN MEKadbé&hiQtvidskilldra L M D
endotelni kadherirPreuzeto uz modifikacije iRatten i Shetty (2018
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1.14. $QJLRIJHQH]D X ILJILROR&NLP XVORYLPD

lIHRYDVNXODUL]|DFLMD MH SRMDYD VWYDUDQMD QRYRJ
ILILRORANLP SURFHVLPD NDR aWR VX HPEULRJHQH]D L SURP
FLNOXVD DOL L X SDWRIL]JLROR&AGNLP XVORYLPD SRSXW LVKF
tkiva, rasta tumora, ateroskleroze i dr. (Felmeden i sar., 2003; Simons, 2005). Postoje tri tipa
neovaskularizacije: angiogeneza, vaskulogeneza i arteriogeneza (Sipd@%, Angiogeneza
podrazumevarocesformirant QRYLK NUY QLK VX G RAYIX 8 G MeaRwsksiEUMribii L K
XYHUDQMH SpPR R NADerdvgeNdza predstaviiie@ novoformiranje ili remodelovanje
SRVWRMHULK DUWHULMD VOLND 7TRNRP RYROLSMIR EH WD
SRVWRMigeUDIKO QIRKO NUYQLK VXGRYD .DR UH]JXOWDW DBOWHULR
puta. Vaskulogeneza podrazumael@anovol RUPLUDQMH LOL UHPRGHORYDQMH
RG VWUDQH FLUNXOLaAXULK YDVNXODUQLK SURJHSRLW@E@D VDMK
ovog tipa neovaskuteacije je nepoznat.

$QIJLRIJHQH]D MH MHGDQ RG NOMXpQLK PBRWRLLDPDOR aH
procesima (Felmeden i sar., 20@mons, 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 kaskiise (Carmeliet i sar., 200Stegen i sar., 2015).
8 ILILRORANLP XVORYLPD DQJLRJHQH]D MH L] EdpoarigiQueniiiD QD L
antiangiogeih faktora (Hu i sar., 2015). U proangiogene faktore se svrstavaju vaskularni endotelni
faktor rasta (engvascular endothelial growth factoWEGF), TNF. DQJLRJHQLQ HSLGHU
rasta (engepidermal growth factorEGF), estrogeni, prostaglandirigktor stimulacije kolonije
granulocita €ng. granulocytecolony stimulating factor G-CSH i drugi, dok se u inhibitore
angiogeneze ubrajaju angiostatin, endostatin, kalretikulin, trombospbndikivni inhibitori
metaloproteinaza, interleukini, interferoni i prostaglandini (Tonini i sar., 2003). Procesom
DQJLRIJHQH]H VH VWYDUDMX NDSLODUL GRMWHIMHIMNUPKVN
sudova (Felmeeh i sar., 208; Simons, 2005).

Slika 1.5. AHPDWVNL SULND] DQJLRJHQHARYX & pd@idadiR@sN krihoy SuoR(X)L. P D
RPRJXUDYD HNVWUDYD]DFLMX S Ui WHIMQIDO RSSOUDR WHH L Q@D ] H 0 DWAL P ENRL
makazama) degradirajgomponenteY D Q U HgOnakikeEN @8WR GRYRGL GR RVOREDYDQMD
(QGRWHOQH UHOLMH PLJULUDMX L SUROLIHUL&X D IDWLP SRG
lumenom (E). Preuzetaz modifikacije iz Montemagno i Pagés (2020).



5DVW QRYLK NUYQLK VXGRYD PRA&H ELWojaKBdNsikBEI® XW X
SUHGVWDYOMD MHGDQ RG QDM]QDpDM QD08;pregledhi rdCamaéd/ D 1D
i sar., 2017). U uslovima hipoksije aktivira se faktor indukovan hipoksijom H Chypoxia
inducible factor ., HIF- . NRML G D Grdhskripchdieé faKtbrd 2a gekeji kodiraju VEGF i
njegovereceptoretipa-l (VEGFR1, kodiran genonFLT1) i tipa2 (VEGFR2, kodiran genom
KDR). Ovi receptori, HNVSULPLUDQL QD SRYU&GLQL HQGRWHOQLK UH
PLWRJHQH]X GLIHUHQFLMDFLMX HQGRWHOQLK UHOLMD YDVI
AWR LQGXNXMH Dredéh Rdad Q288 XSimprsO2005). Pored toga, VEGF indukuje
VLQWH]X 12 X HQGRWHOQLP UHOLMDPD WRNRP DQJLRJHQH]H
suda (Feheden i sar., 2003

$GKH]LMD L PLJUDFLMD UGHOLMD NUR] (&0 VX QHL]JRVWD
DQJLRIJHQH]H L RpXYDQMD LQWHJULWHWD RNROQRJ WNLYD
UHOLMIYHZAM VB (&0 Lle X pHVAOLYWKXWN RM VL J Kidg) RQEB) MMekulikeéjiL Q KD U
SULSDGDMX JUXSL UHFHSWRUD RGJRYRUQLK ]D DGKH]JLMX UH
JOLNRSURWHLQL KHWHURGLPHUQH VWUXNWXUH NRML VH IF
VXEMHGLQLFH %DUF]\N L VDU .RG YLALK VLVDUD MH R:
X YLAH RG UD]OLPpLWLK KHWHURGLPBQ DH QOfupvillB & Kpbli s& X SR
vezuju, pa se tako dele na receptore LBRBEURQHNWLQ . . NRODJHQ .
L . RVWHSRQWLQ . L YLWURQHNWLQ .Y L .Y
uHOLMD L DQJLRIJHQH]JH VXYNOMXpQL LQWHILULQLNRML RPRJX
UHOLMVNX DGKH]LMX ]D ED]DOQX PHPEUDQX 3RND]JDQR MH
procesa angiogeneze (Silva i sar., 2008).

1.2. Endotelna disfunkcija i ateroskleroza

.DR @&8WR MH SUHWKRGQR RSLYVD Q&redtqQiGRaviiddife @kitvirtajd O L M H
NRPSOHNVQH PHKDQL]PH RGEUDQH L RSRUDYND WNLYD .DG
tHOLMH VH DNWLYLUDMX X UHJHQHUDFLML RAWHUHQRJ WNLY
VX PQRJREURMQL DOL MH |JDSDaAaHQR GD LQWHQ]JLWHW RGJRY
WHALQH SRYUHGH L RG WRJD GD OL VH SRYUHGD SRQDYOMI
RGQRVQR VWLPXODFLMD HQGRWHOD MH EU]D RJUDQLPHQRJ
i PRUIROR &N HGBnUbrBre H&akdiaCardena, 2016). Ipak, okaa endotelna aktivacija u
okolnostmaNDR &aWRVW)XDWLYQL VWUHYV LQIODPDFLMD DNXWQD L
RNLGDp ]D HQGRWH O Q XNnaGdistuhKcijeN prédetadlja (v RoveiH u  nastanku
DWHURVNOHUR]H NRML VH RGOLNXMH JXELWNRP IXQNFLMD
SRYHUDQX VLQWH]X L VHNUHFLMX FLWRNLQD KHPRNLQD F
SRYHUDQX SURSXVWOMLYRVW HQGRWHOD NDR L YDJRNRQV\
Poredos i sar.2021; Ivnitsky i sar., 2023 8 VOXpDMHYLPD NDGD GROD]L GR
LOQWHJULWHWD L IXQNFLMH HQGRWHOD RYH SURPHQH L]D]JLY
(Gimbronei Garcia& DUGHxD 3 RV O H G LnegpRatRifpékheri@ RI (ibdndSIRna
QRUPDODQ IXQNFLMVNL IHQRWLS HQGRWHOQLK UHOLMD &aw
vaskularnog tonusa i redoks balansa, na vaskularno remodelovanje, vazokonstrikciju i trombozu
(Hadi i sar., 2005Gimbronei GarciaCardefia, 2016).

2VQRYQL NRUDFL X QDVWDQNX HQGRWHOQH GLVIXQNFLN
SRYUELQL HQGRWHOQLK UHOLMD NDR RGJRYRU QD DNWLYDFL
]D SRVOHGLFX GDOMH LPD SRYHiUDQ DILQLWHW OHXNRFLWD ]
L SRYHUDQ SUROD] OHXNRFLWD X VXEHQGRWHOQL SURVWRU
VPDQMHQH SURGXNFLMH YD]JRGLODWDFLMVNLK PROHNXOL
YDJRNRQVWULNFLMVNLK VXSVW D GRaran t®RbaHEDeftiBarV2803. PR J X |
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6WH\HUV L OLOOHU 2YL SURFHVL VH VPDWUDMX NOMX
(Ross, 1999; Davignon i Ganz, 2004).

Ateroskleroza je sistemsko zapaljenje velikifnvnih sudova iu osnovije YHULQH
NDUGLRYDVNXODUQLK EROHVWL .9% JERJ pHJD MH JRGLQTEL
LVKRGD X LQGXVWULMVNL Wb ¥GavtduidenaG20E35t¥im PKaufmand E U
2015). Aterosklerotsko formiranje plaka, odnosno zadebljanje zida krvnog suda usled povrede i
LQIODPDFLMH JRGLAQMH RGQHVH QDMYL&H ALYRWD QD JOR
PRaH GD VH SRMDYL X UDQRP ALYRWQRP GREX L GD VH UD]
ispoljavanja simptomaGetz i Reardon, 2012%5teinl i Kaufmann, 2015 Upravo disfunkcionalni
endotel inicira razvoj aterosklerotskih promena u krvnom skuje na kraju dovode do formiranja
ILEURPXVNXODUQRJ SODND L SRVOHGLpPQR GR VXaDYDQMD O
krvi i simptome ishemije tkiva (Gimbrone i Gare&D U G Hx D 8 VOXpDMX QHV'
QMHIJRYR SXFDQMH DNWLYLUD SURFHVH DJUHJDFLMH WURP
WURPED NRML PRAH GD GRYHGH GR NRQDpPQLK LVKRGD SRS
RAWHUIHQMD L EROHVWL SHULIHUQLK NUYQLK VXGRYD 3RVWR

AteroskilHUR]X RGOLNXMH NBPNNO GRMIRPIDWMHMDVWLPpX HQGR
oksidacija holesterola vezanog lggoproteine male gustingeng.low density lipoproteinLDL),
inflamacija i proliferacijaJ ODW N LK P L 88l H&ti Ksail. HPO22MDDYHGHQL GRJDyDML
VWYDUDQMH DWHURVNOHURWVYNLK SODNRYD X NUYQLP VXGR
RIJELOMQLMLP NDUGLRYDVNXODUQLP VPHWQMDPD D YUHPHQ
.DXIPDQQ OQRJH UHOLMH VX XNOMMPKERHN XORIHR BEH ©Q LM
makrofgL GHQGULWVNH UHOLMH L JODWNH PLALUQH UHOLMH NU
uzroka povrede krvnogV XGD MH SRYHUDQDL N RKQiF Hhtvd 8kerhVatija u
neointimi, u novoformiranom sloju krvnog suda ispod endotelnog jednosloja (slika 1.6). Naime,
RAWHUIHQMH HQGRWOVORPN WNYEXDH®RWHPHUDML X PHWDER!
KLSHUOLSLGHPLMD SRVOHGLpPQR GRYRGH GR DNXPXODFLWV
LQIODPDFLMVNLK SURPHQD QD QLYRX HQGRWHOD =RX L VDU
aWR YRGL ND DNWLYDFLML HQGRWHOD $NXPXOLUDQL /'/ R
YH]XMH L DNXPXOLUD PDNURIDJH 'DOMD RNVLGDFLMD /'l VFE
SRUHNORP L] JODWNLK PLALUQLK HQGRWHOQLK LLDQnh@DPDFL
DNWLYDFLMX HQGRWHOD XWLpPpX L VYL IDNWRUL NRML SRYH
SRYLAHQRJ NUYQRJ SULWLVND G NJaigeisadl H gdd., 28D&¢thQM D F L.
Kaufmann, 2015 2NVLGDWLYQL VWUHV X HQGRWHOQLP UHOLMDPD
poput VCAM1, ICAM-1, MCR1, Eselektina, Pselektina i drugih inflamacijskih aktora
(Jaipersad i sar., 201&teinl i Kaufmann, 2015 NRML SULYODpH PRQRFLWH L OLF
inflamacijski proces (slika 1.6). Naime, posredstvom navedenih CAM se monociti vezuju za
HQGRWHOQH UHOLMH 1DNRQ WRJIJIDRWEHGL WRGR QWM PDXR
na kraju njihova ekstravazacija, odnosnjihov prolazak kroz monosloj endotela (Woollard i
*HLVVPDQQ .DGD SURYyX NUR] HQGRWHOQX EDULMHUX L
u novonastali sloj neointime, monociti se diferenciraju u makrofage. Makrdéim putem svojih
receptora vezuju preostale oksi/ aWR GRYRGL GR WUDQVIRUPDFLMH PRQ]I
SURFHV GRGDWQR SRMDpDYD DNWLY D RHNN R BIG/RIW-S RNER (DO L 1
makrofagi sekretuju (Steinl i Kaufmann, 2015; Zhu i sar., 2D1Balje dolazi do rasta i razvoja
DWHURVNOHURWVNRJ SODND SUHNR DNWLYDFLMH QRYLK PF
SRSXW JODWNLK PLALUQLK UHOLMD NUYQRJ VXGD 3RYHUDQ!
ORNDOQX KLSRNVLMX ]JERJ pHJD VH SRNUH)I& dBigeRstrahe, Q H R
inflamacija endotela, osim monocitadiugih OHXNRFLWD WDNRYH VWLPXOL&H L

WURPERFLWD 6WHLQO L .DXIPDQQ 1IDLPH SUL R&WHU
LJOR&HQL Y:) SRUHNORP L] RAWH i HQ Li{ihovey GCeRWAIHRGID ISIR Y1 bl DL
SODND 3RVWRQ 7URPERFLWL ]DNDpHQL ]D PHVWR SRY

poreklom iz trombocita (englateletderived growth factqrPDGF) koji predstavlja i mitogen i
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KHPRDWUDNWDQW |]D JODWNH PLa&LUQH UHOLMH 3RUHG WRJD
tHOLMD QD PHVWR SRYUHGH 3'*) GRGDWQR LQGXNXMH VHDM
1HZE\ 2YLP SURFHVLPD VH IDYRUL]J]XMH SDWRORA&ANR
nagomilavanje ECM i formiranje aterosklerotskog plaka (Chistiakov i sar., 2015).

SHQDVWH 0UHOLMH GRGDWQR SRJRUADYDMX VWDQMH DWEH
FLWRNLQH IDNWRUH UDVWD 526 003 L GU 7LPH VH XEU]DYI
YRGL ND GHVWDELOL]DFLML L SXFDQMX SODND 'H /HRQ L VD
XOD]J]H X SURFHV DSRSWR]JH X XQXWUDaAQMRVWL SODND VH C
QHNURWVND OLSLGQD VU& VOLND 3UL SXFDQmb¥kdiODND
ECM katalizuju proces tromboze (Steinl i Kaufmann, 2015). Krajnja posledica ateroskleroze je
IRUPLUDQMH WURPED L ]D@imBransliH3amkiaCaideiy, Q&LE). \PAr&dbks u
procesu formiranja tromba predstavlja dvojaka uloga MMP u poodmaklim stadijumima
DWHURVNOHUR]H 1DLPH 003 YU &HKonmpahenw (RF0O HVQ IGFRNVXH GH J Pl
VWLPXOLAX UDVW L PLJUDFLMX JODWNLK PLALUQLK UHOLMD
VWUDQH XSUDYR GHJUDGDFLMD (&0 RPRJXUDYD GRGDWQX L
plaka, a samim tim i njegovu destabilizaciju i pucanje (Johnson, 2017).

Slika 1.6. Proces nastanka i razvoja aterosklerd@AM-1 + PHYyXUHOLMVNL DGKH]EYQL PF
interleukin; LDL < lipoproteini male gustine; MGR = protein hemoatraktant za monoeite MMP +

matriksra metaloproteina@ ROS + reaktivhe vrste kiseonika; TGE + WUDQVIRUPLAX{E IDNW
VCAM-1 tPROHNXO DGKH]LM H1. PR2yzdiXiDWilok)d LudwigH2014M D

1.2.1. Uloga azotmonoksida u endotelnoj disfunkciji i aterosklerozi

Smatra se da je u osnovi endotelne disfunkcije gubitak vazoprotektivhog efekta NO usled
SRMDYH RNVLGDWLYQRJ VWUHVD X HQGRWHOQLgvaieH@LMDP D
ELRUDVSRORALYRVWL 12 VH GRYRGH X YH]X VD YDVNXODL
ateroskleroze (Zhao i sar., 2018)zroci deficitaNO magu hti njegovatransformacig u druge
oblike i prestanals LQWH]H 12 X HQGRWHOX *)ebplisutanNi ikflBrvasiiRgddrséL Y R J
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12 WURAL WDNR awR UHDJXMH VD 526 NRMH QDV
nikotinamidadenindinukleotifiosfat (NADPH) oksidaza u stanju oksidativhog stresa. Posebno je
YDAQR UHDJRYDQMH 12 VD VXSHd RNV GasEQpeRKSiNirInGanjNm O R P
(ONOO' NRML XJURNXMX QLW U D F L MpitroARa¥iM ImBIEKWaDXR), DipiReAIW H U H Q
proteina (Forstermann i Sessa, 2012; Cyr i sar., 2@6red toga, efekddNOO' se ogleda i u
WRPH @aWR SUHGVWDYOMD PHGLMDWRU X RNVLGDFLML /'/ pL
Pored togaONOO' XpHVWYXMH L X RNVLGDFLML NRMW UDHK LYDARBL RIR
VLQWH]L 12 pLPH GROD]L GR SURPHQH X DNWLYQRVWL H12
HQGRWHOQLP H O LavrBze\@janjansSriRovidnige(erfygQURcoupling (Endemann i
Schiffrin, 2004). Ukoliko se dimer eNOS razdvoji na dva monomera, nastali enzimski monomer
dobija funkciju slabe NADPH oksidaze, te umesto NO produkujeqO 7LPH VH RVLP A&V
VPDQMXMH VLQWH]D 12 L QMHIJRYR SURWHNWLYQR GHORYD¢
ROS. Sintetisani §qiH GDOMH UD]GYDMDWL GLPHUH H126 HQ]JLPD
LQIODPDFLMD L GHJUDGDFLMD HQGRWHOD &\U L VDU X
ND REWHIHQMX HQGRWHOQLK UHOLMD L SRMDYL HQGRWHOQ
1.7).

Slika 1.7. AaHPDWVNL S Ushdbizlhe Xa@elRdndksid sintazeazotmonoksidai reaktivnih vrsta
kiseonikaX RpXYDQMX QR UP DO QKkdoil xa@thhk éndoteth® @sRuiktiedIOS tendotelna
azotmonoksid sintazaNADPH =+ nikotinamidadenindinukleotifosfat; NO +azotmonoksid; ONOO' +
peroksinitrit; Q" q+superoksid anjon radikaROS +reaktivne vrste kiseonik&@reuzeto uz modifikacije

Dawoud i Malinski (2018).

ROS imaju izuzetnu ulogu u fiziologiji i patofiziologiji endotela. Naime, aktivacija endotela,
LIPHYyX RVWDORJ SRGUD]XPHYD LVNOMXpLYDQMH ]DaAWLWQL
SURFHVH RGQRVQR SRMDMDmMISUsVIL én¥inth] 3Up&rakdid Gismutaze gradi
vodonik peroksANRML ODNR GLIXQGXMH NUR] didteagvbreirh ROSBW XMH
odgovorne za fosforilaciju transkripcionih faktora, remodelovanje hromatinske strukture, aktivaciju
WUDQVNULSFLMH DNWLYDFLMX SURWHD]D L GU .DR awR Ml
sintezu ROSAktivacija endotelaL SUHOD]DN QD UHGRNV VLIJIQDOQX UHJX
SRMDYX X RGEUDQL RG SDWRJHQD OHYXWLP KURQLPQD Sl
DOQWLRNVLGDWLYQH PHKDQL]PH &aWdd@Gdhs USR\RVH GNLR Q R VWIDQ/W\
EROHVWLPD &AWHWQD DNWLYDFLMD HQGRWHOD PRaH ELW
NRPELQDFLMH SURLQIODPDFLMVNLK VWLPXOXVD KLSRNVLMH
Aktivacija signalnih putevaposredovanih 526 PRaH ELWL SRNUHQXWD DNX
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delovanjeminflamacijskih citokina i faktora rasta, kao i interakcijom endotela sa leukocitima. U
VYDNRP VOXpDMX KURQLpPQD LQWHUDNFLMD 526 L 12 SUHG
DNWLYDFLML HQGRWHOD LQIODPDFLML D PR&H GD GRYHGF
NOLQLpNLK REROMHQMD 'HDQILHOG L VDU

3RUHG WRJD VPDQMHQL QLYR 12 X HQGRWHOQLP GHOLN
MMP-2 i MMP- 8VOHG SRYHUDQH DNWLY QR\s@kompoyienkEENQ |AliPD G H
WDNRYH L ILEUR]QD NDSD X X]QDSUHGRYDORP VWDGLMXF
DWHURVNOHURWVNRJ SODND (QGHPDQQ L 6FKLIIULQ
QHVWDELOQRJ SODND QMHJRYD UXSWXUD L RVOREDyYyDQMH X
L NRDJXODFL M Xforaivéia BoRaRdp IGBRRGL GR |DpHSOMHQMD NRUR
krvnih sudovaiPR&H GD LQDDRWHVLPLRNDUGD LOL PRAGDQL XGDU

1.22. 80RJD pYUVWLK PHYyXUHOLMVNLK YH]D X HQGRWHOQRM G

SRIQDWR MH GD VX YH]H L]JPHYyX HQGRWHOQLK UHOLMD ¢
RGJRYRU QD EURMQH VSROMDAaQMH IDNWRUH L SDWRORA&ND
trombin, histamin i TNF. SRYHUDYDMX SURSXVWOMLYRVW GRN DQWL!
sfingozin Xfosfat (eng. sphingosine fdhosphate S1P)i angiopoetinl smanjuju propustljivost
HQGRWHOD &HUXWWL L 5LGOH\ -HGDQ RG QDM]QDpDM
upravo SRYHUDQD SHUPH D &LKOj® eo\aky uste@ Grenwnd @ 2kspresiji, distribuciji,
VWUXNWXUL LOL DNWLYDFLML 7- LIPHYyX HQGRWHOQLK UHOLNMN
WRNVLQL OHNRYL QDQRpPHVWLFH L GU L SDWRORAND VWDt
SURWHROLWLpPNLK HQ]JLPD L GU PRJX GD XWLpX QD LQWHJU
smanjujunivo SURWHLQD NRML XOD]H X VDVWDY 7- LL XWLPpX Q
VDVWDYX 7- L LLL IRVIRULOLAX LOL GHIRWatiscH L$aL,28085.URWH
1DUXaDYDQMH QRUPDOQH DUKLWHNWXUH 7- 1D SRVOHGLFX LF
V RE]JLURP QD WR GD GROD]L GR SRYHUDQRJ SURODVND V
HQGRWHOQLK tHOLMD X VXEHQGRWHOQL SURVWRU L GDOMH
homeostazej, sledstvenogazvop mnogih vaVvN XODUQLK EROHVWL L SDWRORA&N

.DR @&WR MH QDSRPHQXWR SDWRORANR VWDQMH NRM
DWHURVNOHUR]D NRMD QDVWDMH XVOHG DNWLYDFLMH L SRLU

yYUVWH PHYyXUHOLMVNH YH]H L]JJUDYVHQH Ra@a iveklubicaVP HPE
RPRJXUDYDMX HQGRWHOX GD IXQNFLRQLAH NDR VQDAaQD EI
OHYyXWLP SRYUHGD NUYQRJ VXGD QDUX&DYD LQWHJULWHW F
aktivaciji endotela (Fisher, 2008). Naime, bilo kakva promena u normalnoj fiziologiji krvnog suda
poput akumulacije oksf/'/ SULVXVWYD SDWRJHQD R&WHUHQMD NUYQR.
dovodi do aktivacije endotela. To podrazumeva indukciju signalnog putausukigfaktora B
(eng.nuclear factorkappaB, NF B) i sintezu citokina poput TNE L 0&3 aWR SRVOHGLpPOQ
ND SRYHUDQRM-MIVQAWH]LN,BRROL SRYHUDQRM DNWLYQRVWL L U
DGKH]JLYQLK PROHNXOD pLPH VH QDUXaDYD LQWHJULWHW
.DGKHULQVNH YH]H VH WD N R faskidajD, latEdDins®zdti int®rhali3uuVges X Q R
membrane u citosol, a vremenantitosolu i degradiraju. Posledica ovih usko povezanih procesa je
SRYHUDQD YDVNXODUQD SHUPHDELOQRVW L SRYHUDQD WUD
60XLWHU L VDU AWR GDOMH LQLFLUD NDVNDGX GRJL
poglaviju 1.2.

11



1.23. 80O0RJD UHOLMVNLK DGKH]JLYQLK PROHNXOD X HQGRWHOQF

8 SDWRIL]JLRORANRP RGJRY Belykjotro@nG tRakigtigrioni Dektevi Lkgji U D M
SRNUHUX HNVSUHVLMX JHQD NRML NRGLUDMX UD]JQH SC
prokoal XODFLMVNLK PROHBRERAXNDD ICAMRL iaBAsRekiinX Gimbrone i Garcia
Cardeia, 2016). Pored toga, ROBH VYH YL&H QDNXSOMDMX X HQGRWHC
SRVSHaAXMH KHPRDWUDNFLMX L YH]LOADQ MWNCAMXIVWEAden2aMW LY L U
Schiffrin, 2004). Navedeni proteini zajedno indukuju lokalni proinflamacijski fenotip endotela.

VCAM- SUHGVWDYOMD NOMXpQ4d vasdkolariri HeQdatel Séagueliida NRJ
LQIODPDFLMX L GLVEDODQV &dWR SUHWKRDG&eleRtvidRidAgX DWH
OLPIRFLWH L PRQRFLWH ]JERJ WRJD aWR RQL HNVSYLPLUD
Ekspresija VCAM MH LQGXNRYDQD XSUDYR X HQGRWHOQLP UHOL
HOQGRWHOD awWR SUHWKRGL UDQRP UHJUXWRYDQMX PRQRFL
HNVSUHVLMD RYRJ SURWHLQD XND]XiMedioQrba WedRul@mvg MisteraD M Y L
Q D M S R @& @®RrRdr&hjuNekija Gimbronei GarciaCardefia, 2006 ICAM- WDNRYH XpHVWY
DGKH]LML PRQRFLWDLW MR BVORRYHKXMHOLMD 1HZE\ .RC
molekulaVCAM-1 i ICAM-1 X SOD]PL MH X NROHUDFLML VD VWDGLMXPI
NDVQLMH VD YHOLPLQRP OH]LMD NNRe@byS POBQ ®GIrhbpbeWEarciaD DWH
Cardefia, 2006 PECAM- WDNRYH GRSULQRVL YH]JLYDQMX UHOLMD L]
2008). Pored navedenih molekula adhezijg,R-i EEVHOHNWLQL L OHNWLQL & WLS
SULYODpHQMX DGKH]JLML L NRWUOMDQMX PRQRFLWD &awRr
VXEHQGRWHOQL SURVWRU yHMNRYi L VDU

6YL QDYHGHQL DVSHNWL RGJRYRUD GL \hilah@dijir taReQia O QR J
]JDGHEOMDQMX LQWLPH RGQRVQR VWYDUDQMX QHRLQWLPH
aterosklerotskih promena u krvnom sufllewby, 2000 Clowes, 2005k

1.2.4. Angiogeneza u aterosklerozi

SUHNRPHUQD DQJLRJHQH]D VH MDYOMD X PQRJLP SDWRO
i metastaza tumora (Hida i sar., 2018), ali i kod brojnih nemalignih oboljenja poput dijabetesa,
psorijaze, reumatoidnog artritisa, proliferativne retinopatije, sistemskog eritematoznog lupusa
(Carmeliet i sar., 2003; Felmeden i sar.,200HH L VDU ALUHQMD DGLSR](
gojaznosti Rutkowski i sar., 2009L.emoine i sar., 2003 dr. Sa druge strane, neadekvatan rast ili
RGUaAaDYDQMH LQWHJULWHWD NUYQLK VXGRYD PR&H GRYHV
LVKHPLMVNLK EROHVWL SRSXW LQIDUNWD PLRNDUGD L PRAGI

8 NDUGLRYDVNXODUQRP VLVWHPX QDVWDQDN QRYLK NU
QDNRQ DQJLRSODVWLpPQRJ |IDKYDWD LQIODPDFLML X DWHUR"
XVOHG NRQWLQXLUDQRJ RSWHUHUHQMD 6LPRQV 6 PDW
plaku ima veliku ulogu u samom nastanku plaka, krvarenju unutar plaka, njegovoj destabilizaciji i,

X NUDMQMHP VOXpDMX WURPERHPEROLMVNLP GRJDYDMLPD
VXPQMH VX SRWYUGLOD HNVSHULPHQWDOQD LVWUDALYDQMD
WR GD DQJLRJHQH]D PRAH GD X]JURNXMH DWHURVNOHUR]X
DWHURVNOHUR]X NRG PLAHYD L |JHpHYD GRN LQKLELWRUL DQ
svinja (pregledni radovi Khurana i sa2005; & DPDUp L VDU 8 SULORJ WRP
u aterosklerotskom plaku dolazi do lokalne hipoksije usled inflamacije i zadebljanja intime.
+LSRNVLMD L LQIODPDFL M Dvagawadoixiidjizs¥ nBI&Zd uuRidH QIvehitial |
pbLPH VH SODN RSVNUE O M XiMistoKikdm,Qpodiedify QdrljeRr&x VjaHpsdgMdniP D
UDG &DPDUp L VDU ORUHQR L VDUDGQLFL VX X VY]
VH QHRYDVNXODUL]DFLMD LQWLPH YHRPD UHWNR GH&DYD
XND]XMH QD WR GD VH DWHURVNOHURWVNH SURPHQH SUYH M
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DXWRUL VX QDYHOL GD MH VWXGLMD QD VYLQMDPD SRND]DOI
HQGRWHOQH GLVIXQNFLMH &WR XND]XMH QD WR GD DQJLRJ
UDQRP VWDGLMXPX DWHURJHQH]H 1DVXSURW WRPH VWYDUI
UHJUHVLMH SODND ]JERJ RGQRAHQMD OLSRSURWHLQD L] LQWL

S8JURPSIRVOHGLPQL RGQRV L]PHYyX DQJLRJHQH]H L DWHUF
LVSLWLYDQ Q Dnadlélivh wok (@ NbidjNstuBlija koje opisuju ove procese u organizmu
PRYHND RJGJDDQALPBQVH GD X DWHURVNOHUR]LuNda @verttiisGL D Q.
GD MH RNLGDp 1D WR JUDGLMHQW 9(*) PDGD MH XRpHQD PRJ
lumena krvnog suda (Parma i sar., 2017). Upravo zbog toga je angiogenegsaixasorum
LVSLWLYDQD X WHUDSHXWVNH VYUKH 1DLPH QD PL&HYL
DQWLLQIODPDFLMVNL OHNRYL ]QDpDvwasaRvasoRimiQuspoMvau QHRY
QDSUHGRYDQMH DWHURVNOHURWVNLK OH]LMD /DQJKHLQULEF
VDUDGQLND QH LGH X SULORJ pLQMHQLFD GD MH QHNRC
VH SULPHQL X VYUKX OHpHQMD LVKHPLMVNH EROHVWL VUFD
bezbedan terapijski pristup bez ikakvih indikacija 828R N UIHQIIH S R Va3udjgarxeMdkleroe
(pregledni rad Khurana i sar., 2005).

SRUHG GR VDGD RSLVDQLK NODVLpPpQLK SURDQJLRJHQLK |
VH SRMDYLOD LGHMD GD UD]OLpLWH KHPLNDOLMH L] UDGQRJ
razvoj QRYLK NUYQLK VXGRYD PpLPH GRSULQRVH EURMQLP
neovaskularizacijom. Tako je pokazano da nikotin, arsen, bisfenol A, dioksin, trirAeltltid,
SHUIOXRURRNWDQVXOIRQVND NLVHOLQD L GUXJH KHPLNDOLN
SRSXW NDGPLMXPD ‘HL L VDU -Grecka L s&® O RO2D), a@ddistK R
arilnidrokarbonskog receptora (Tsai i sar., 2015) i polihlorovani bifenili (Kalkunte i sar., 2017)
PRJX GD VWLPXOLaX LOL LQKLEL&AX DQJLRJHQH]X ,DNR MH P(
u kontekstu aterosklerozZkakou aLYRWLQMVNLP PRGHOLPD WDNR L X NOLC
potreba za novim studijama. Pre svega, za sada se ne zna mnogo o efektima dugdagfrgg
UD]OLpLWLP KHPLNDOLMDPD L] UDGQRJ L ALYRWWWR XeRNUXAH
XRpDYD MDVQD SRWUHED ]D QRYLP LVWUDALYDQMLPD NDNF
VSRVREQRVW IRUPLUDQMD QRYLK NUYQLK VXGRYD aWR PRaH

1.3. 6LJQDOQL PHKDQL]PL X HQGRWHOQLP UHOLMDPD

1.3.1. Signalni put fosfatidilinozitol 3-kinaze *protein kinaze B/Akt

Akt (protein kinaza B, PKB) i fosfatidilinozitol -Rinaza (eng.phosphatidylinositol 3
kinase 3, . VX NOMXpQL SURWHENQW NRMIDEOL@HSKMW BOL NUDUH
VLIQDOQD NDVNDGD VH DNWLYLUD SUHNR U HEdptSWroEIne VD D
kinase RTK), integrina, TCR i BCR (receptoa i T limfocita), citokinskih receptora drugih
receptoraspreguutih saproteinomG (eng.G proteincoupled receptorSGPCR)i dr. (Haynes i sar.,
2000 Hwang i sar., 20L1Hemmings iRestuccia, 2012 Vezivanjeliganda |D RGJRYDUD M)
UHFHSWRUH QD SRYUALQL U HQrindkiH o&d&Rakd&darhihGeRedtB ilikjihavahD F L M
supstrata,] D NRMH AR3KL]\DW B DIGSX Nbkérnimaeng. Src Homolog P regulatorne
subjedinice p85Aktivacijom NDWD O LW L pplRQ PG réevaiCfosfatidilinozitol (3,4}
bifosfat (eng.phosphatidylinositol(3,4)-bisphosphate PIP) u fosfatidilinozitol (3,4,5)rifosfat
(eng.phosphatidylinositol (3,4,8)isphosphatePIR), koji regrutujeserin/treonin kinazd\kt/PKB
u membranugde jefosforil L &ithaza zavisna od fosfoinozitida (enghosphoinositidelependent
kinasel, PDK-1) (Hemmings i Restuccia, 20126 NW VH IRVIRULOLAH QD GYD NOWMN
ostatka: Thr308 u tzv.-THWOML NDWDOLWLpPpNRJI FHQWUWdDC Lkrafu-d X K
maksimalnu akvaciju kinazeAkt neophodna je fosforilacija oba ostatka (Manning i Toker, 2017).
Ovako aktiviram Akt zDWLP IRVIRULOL&@H YLaH RG UD]JOLPpLWLK SU|
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DNWLYLUD EURMQH QLVKRGQH UHOLMVNH RGJRYRUH XNOMX|
UHOLMD DGKH]LMX L PLJUDFLMX UHOLMD DQJLRJHQH]X ND
NRQJHUYLUDQ X V YduRaridotd QoD Psar. Y2DE8L K

6LVDUVNH UGHOLMH N DU D N Wzdformékt: ARt SKPH XKt3yVIKodivineéL U D]
UD]J]OLpPLWLPizdfdReSPOW I DPpDMQD VX IXQNFLMYVNDgehaNtNiO DS D Q
AK2 NRG PLaAHYD GRYRGH GR R]JELOMQRJ ]DVWRM[Xojd BovaleD L GR
do perinatalnog letaliteta (Peng i sar., 20@Xsperimentiman® LAHYLPD NRG NRNRR MH
PDQLSXODFLMRP XNORQMHQ JHQ NRML NR@WQ.B, RRUAKBHQ X V!
null mice) SRND]DQR MH GD RYH L]RIRUPH LPDMX UD]JOLpPpLWH IL
UD]OLPpLWLP WLSRYLPD uHO Sigfaliziap2ikpPNVK X YHDQLMDPD MH |
SUHNR YHUHJ EURMD UD]OLPpLWLK PHKDQL]DPD tidedtalk)gsddVWR
drugim signalnim putevima (pregledni rad Manning i Toker, 2017). Deregulsigiflnog puta
PIBK/'$NW VH GRYRGL X YH]X VD pLWDYLP QL]RP SDWRORANLK
kancer, dijabetes, KVBautoimuskD L QHXURORAND REROMHQMD SUHJOHGAC

Slika 1.8. &matski prikazsignalnog putdosfatidilinozitol 3kinaze tprotein kinaze B/AktAkt +protein

kinaza B; BCR zreceptor B limfocita; GABAR zreceptor za -aminobuirat, tip A; GPCR *receptor

spregnut sa proteinom; ®DK1 tkinazazavisna od fosfoinozitidaPIP. +fosfatidilinozitol (3,4)bifosfat

PIP; xfosfatidilinozitol (3,4,53trifosfat PISK zfosfatidilinozitol 3-kinazg RTK +t UHFHSWRU VD DNW
tirozin kinaze TNF-. xfaktor nekroze tumora; VEGF zvaskularni endotelni faktor rast®reuzeto iz
Hemmings i Restuccia (2012).
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.DGD VX X SLWDQMX .9% L YDVNXODUQH SDWRORJLMH E
VLIQDOQL SXW $NW LPD X HQGRWHOQLP UHOLMDPD YDVNXOL
$NW MH QDM]QDpDMQLMD L QDM]DVWXSOMHQLMD L]RIRUPD
ANW X HQGRWHOQLP UHOLMDPD ]DSRpLQMH DNWLYDFLMRP :
SRYU&GLQL uHOLMD NDR awR VX *3&5 QSU KHPRNLQVNL UH
receptor za VEGF), integrini i citokinski receptori (npr. receptor za-TNF VOLND

SBRUHG XpHauD QDYHGHQLK kaskaddhst\Wdwd) BignélniDawtWwse YuD F L M |
HQGRWHOQLP UHOLM DrBdih sbruisa X IDURD aSVRRP R XX3'*) (*) ED]QL IL
fibroblasta (engbasic fibroblast growth factor E) *) 6 3 IDNWRU UDMWeng.VOLpPD
insulin-like growth factor IGF1) ili hemodinarske sile krvotoka (Morello i sar., 2008 9HULQD
ovihliganadaVH YH]XMH ]D RGUHYHQenddtdlrdd S W RMHOQ M BRFHaALB L*3&5
dok hemodinamske promene detektuju mehanas®neeceptori popuPECAMY, VEGFR2 PAR1
(eng. proteinaseactivated receptor 1F2R), kadherina,integrina, laminina, jonskilkanala idr.

(Loufrani i sar., 2008Béguin i sar., 2020Dodatno QHNL LQKLELWRUL IRVIDWD]D \
(Alessi i sar., 1996), dok ROS aktiviraju Akt preko angiotenzina Il (Ushikai i sar., 1999). Ovi
IDNWRUL UHJXOLa&AX DNWLYQRVW $NW SUHNR WUDQVNULSFLRC(
DNWLYDFLMD $NW SUHNR 9(*) VWLPXOL&H SUROLIHUDFLMX
&KHQ L VDU 2YD |DSDabQMD VX X VNODGX VD SRGDW
NRQWUROX YDVNXODUQRJ WRQD VXSVWUDW ]® $NW ¥ HIQXG®R
DNWLYQRVW H126 SUHNR IRVIRULODFLMR YRigB\RWhMRO 6 HU
SRVOHGHPQONVDFLMH JODWNLK Pd B LM@LKWEy(DHitdk ERGI§$iaG L O D V!
DNWLYQRJ DOHOD $NW X HQGRWHOQLP UHOLMDPD VSUHpPDY
DUWHULMVNRJ NUYQRJ VXGD OXNDL L VDU L LQGXNXN
SRYHUDQMH YDVNXODUQH SHUPHDELOQRVWL 3KXQJ L VDU
DQJLRJHQH]D MH RG L]X]JHWQH YDAQRVWL ]D SRMHGLQH IL]
HPEULRQDOQRJ UD]YRMD L UHPRGHORYDQMD WNLYD DOL MH
SRSXW UD]J]YRMD WXPRUD =D UHOLMH WXPRUD MH NDUDNWHU
dostupnosti kiseonika i hranljivih materija, pa je stvaranje novih krvnih sudova od esencijalne
YDAQRVWL ]D GDOM XSighdlRatijaHpkekdvprotem& RRWUBD HQGRWHOQLP UH
YDAQX XORJX X SURFHVX DQJLRJHQH]H $NW VH DNWLYLUD ¢
LQKLELFLMX DSRSWR]JH L VWLPXODFLMX UHOLMVNRJ UDVWD L
VXGRYD $NW XpHVWYXMH X SURFHVX DQJLRJHQH]H L SUHNR
X YHULP NROLpLQDPD NRML ]DWLP VWLPXOLAH YD]J]RGLODWL
Cantley, 2007).

1.3.2. Signalni put kinaza aktiviranih mitogenima

Familija protein kinaza aktiviranih mitogenima (engitogenactivated protein kinases
0$3. LPD YLVRNR NRQJHUYLUDQH IXQNFLRVMH UL WIXLP 8R©WNE
glavnesignalne kaskad®IAPK: NLQD]H UHJXOLVDQH YDQ uH Odxivavelula? VLJIQ
signatregulatedprotein kinases 1 and, ZRK1/2) c-Jun Nterminalna kinaza (JNK), BBMAPK i
ERK5/BMK1 (Kyriakis i Awvruch, 2001; Keshet i Seger, 2010). ERK1/2 uglavnom aktiviraju
UD]OLpLWL PLWRJHQL VWLPXOXVL SRSXW IDNWRUD UDVWD L
stresoQL VWLPXOXVL WH VH ]JERJ WRJD pHVWRICQ R0QLLY. DMge L VW
DWLSLpQH 0$3. SRSXW (5. 1/. L (5. VX LVWUDALYDQH X PL

6LIJQDOQL SXW 0$3. XpHVWYXMH X UHJXODFLML UD]JOLpPL
UHOLMD SURJUHVLMX NUR] UHOLMVNL FLNOXV SUHALYOMDY
transkripciju (Rubinfeld i Seger, 2005).
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6LIJQDOQD NDVNDGD (5. MH MHGDQ RG QDMYDAQLMLK 1
U H Qdlikd 1.9A) PredstavlaSXW SUHQRVD LQIRUPDFLMD RG UHFHSWRU
MHGUX pLPH MH RPRJXUHQD NRRUGLQDFLMD L LQWHJUDFLMI
XNOMXpXMX KRUPRQH [|ROSWIR (MébrdtD VTWsEaigzt, RUDWINthikpi i sar.,
2011). Navedeniligandi DNWLYLUDMX UD]OLpLWH UHgopus WIKUKdje QD SF
GLPHUL]XMX L XQDMWUVY®RL QRNNIFR LRNON B W KEHD2 (d@y. didvivt HactiS U LV W
receptorbound protein 2 |IDKYDOMXMXUL VYR MiLAtiS tegr@ug Fobls@ztdgvDm
svojih SH3 domenaL]PHQMLYDp JXDQL QUN (eKg.SQn<oN s2veR&8d IBi2nom
guaninskog nukleotid&DP za GTP aktivira se mabrotein GRas koji zatim nizvodno aktivira
serin/treonin kinazu & ili MAPKKK , kinazukinazeMAPK kinaze(MAPKK). Aktiviran Rafdalje
| RV | RWdri@ticazin/treonin kinazuMAPK kinaze odnosnoMAPKK ili MEK1/2, aonapotom
0$3. X RYRP VOXpDMX (5. OHEUDWX L 7H\DDL).JAktiviran ‘RU
(5. IRVIRULOL&AH VHULQVNHnish@hih WURWELQDN H VR WEIRW RIS L
aktivacije. Do sad MH SR]|QDWR QHNROLNR VWRWLQD UD]OLPpLWLK V
elemenata citoskeleta i transkripcionih faktora. Procenjeno je da je signalna kaskada ERK1/2

]DG X &H @&orijdiju YLAH RG UD]JOLPLWLK SURWHLQD XQXWDU
Pojedini VXSVWUDWL ]D NLQD]X (5. VH QDOD]H X FLWRVROX
=DVVDGRZVNL L VDU (5. X MHGUX IRVIRULOL&H L DN

poputmTOR, FoxO3Nrf2, Elk-1, ¢Fos, p53, APL, Ets1/2, CEBP, myci-e XQ NRML VX YDa
inicijaciju i regulaciju proliferacijeautofagije, oksidativnog stresmkogene transformacijedr. Sa

druge strane, do sada je identifikovan YHOLNL EURM FLWRVROQLK VXSVWU
fosfataze, RSK familiju pradLQ NLQD]D IRVIRGLHVWHUD]D FPPBEY),pQLK
citosolnu fosfolipazu A SURWHLQH X VDVWDYX FLWRVNHOHWD SUR
apoptoze, kao i regulatorne i signalne molekule (Yoon i Seger, 2006; RoskoskiK20itRi sar.,

2019. ERK1/2 putem tih protein@oput drugih kinaza, elemenata citoskeleta i transkripcionih
IDNWRUD XWLpH QD UHOLMVNH SURFHVH SRSXW DSRSWR]H D
(Kong i sar., 2019]slika 1.B).

Slika 1.9. aH P D W V N L(A)Sdigghaihid | putevakinaze aktiviranih mitogenima (5 . L  %lijskih

funkcija X NRMLPD MH XNOMXpHQAC5+adenHiLclkREa@AMP S XWNOLPpQL- DGHQF
monofosfatERK1/2 +tNLQD]D UHJXOLVDQD YD Q UGDO kdguanbdringifosfat) @, [1Q, lG8 D L
+G proteini;GPCR zreceptor spregnut sa proteinom&fP tguanozintrifosfat; MEF2 t IDNWRU SRMDpL
miocita 2; MEK1/2 +MAPKK, serin/tirozin/treonin kinaza MAPK kinazenTOR tmeta rapamicina kod

sisara; NFkB - nukleusni faktor % S 5 @&ribozomalna S6 kinaza od 90 kDRI3K *fosfatidilinozitol
3-kinaza;PKA zprotein kinaza APKC zprotein kinaza CRaf tMAPKKK, kinaza kinaze MAPK kinaze
(MAPKK); Ras zhidrolaza GTPRTK tUHFHSWRU VD DNW L YP@Rz&tid Xiz WiddfilgijeLifg NL QD
Kongi saradnici (209).
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S obzirom na to da signalni put ERK1/2 ima ulogu u proliferaciji, diferencijaciji i
SUHALYOMDYDQMX UHOLMD QH L]JQHQDYXMH PpLQMHQLFD GD N
UD]OLpLWLP PDOLJQLP REROMHQMLPD 7DNR MH SRWYUVHQR
NDVNDGH (5. MDYOMDMX NRG SULEOLaAaQR MHGQH WUHULQH
SRUHG NDQFHUD GHUHJXODFLMD VLJQDOQRJ SXWD (5. MH
awR VX +DQWLQJWRQRYD EROHVW %RGDL L 0D pregiednirad DNX
Feliers i Kasinath, 2011), neodegenerativnaboljenja poput Alchajmerove bolesti, Parkinsonove
EROHVWL L DPLRWURIQH ODWHUDOQH VNOHUR]H .LP L &KRL
.9% SRSXW KLSHUWURILpQH NDUGLRPLRSDWLMH GLODWDFL
ishemije/reperfuzije (pregledni rad Wang, 2007).

Slika 1.10. AHPDWVNL S UL N D Vaskular@deQdotBldg ktdé bastapreko kog se u endotelnim
UHOLMD P Bighahze¢iiaPIBKUARt L (5. L SR VeOddt@hape@eamonoksid sintazaAkt/PKB +

protein kinaza B;BK + bradikinin; B2R = bradikininski receptor B2;,CaM z+ kalmodulin; DAG
diacilglicerol; eNOS tendotelna azemonoksida sintaza; Erltkinaza regulisam YDQUHOLMVNLP VLJ(
FAK zfokalna protein kinaza povezana sa adhezijom; HSEEFURWHLQ WR S OFBWiQoRtdl &8 R N D
(1,4,9-trifosfat; MAPK *kinazaaktivirara mitogenima NO *azotmonoksid;PKC zprotein kinaza C;

PLC zfosfolipaza ¢ VEGF +vaskularni endotelni faktor rast®reuzeto uz modifikacije ixaldési

saradnici (2008

SWXGLMDPD QD PL&HYLPD MH SRND]DQR GD SRUHPHUDL!
GHORYDQMHP UD]JOLPLWLK IDNWRUD UDVWD SRSXiygnadnpyy) L E)*
puta MAPK/ERK i gubitka vaskularnog integriteta i propadanja krvaudova ee i sar., 2007
Murakami i sar., 2008 9(*) MH QDM]QDpDMQL IDNWRU UDVWD NRML L
endotela (Ricard i sar., 2019). Vezivanje VEGF za VEGFRERYRGL GR V Q Bigr@hHod®d NW LY
puta ERK1/2 (slika 1.10), dok inhibicija VEGFR signalizacije dovodi do gotovo potpune
VXSUHVLMH (5. L PRUWDOLWHWD WRNRP UDQRJ HPEULRQI
(Simons i sar., 2016)lzoforme ERK1 i ERK2 odlikuje preko 80% homologije u sekvenci
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DPLQRNLVHOLQD D REH L]J]RIRUPH VX HNVSULPLUDQH X HQGEF
sa globalnom delecijoarkl1 VX YLMDELOQL IHUWLOQL L QHMPagEsXs& G UHYH
1999. Globalna delecij&rk2 dovodi do letalnog ishodatdRkP HPEULRQDOQRJ UD]JYRMD
niza razvojnih defekata (Hatano i sar., 2003). Endot&/®HFLILPp QErkiENRE FRIVBGIHY D NF
imaju globalni Erk1” JHQRWLS MH WDNRYH OHWDOQD WRNRP HPEUI
SUROLIHUDFLMH L PLJUDFLMH HQGRWHOQLK UHOLMD awWwR QH
i sar., 2009). Sa drugdrane,vezivanjem estradiola (E2) za estrogenski receptor (ER) spregnut sa
proteinom G endotelnihii H O(erd.05-proteincoupled estrogen receptolGPER) aktivira se

6UF 3, . $NW VLIQDOQL SXW $NWLYLUDQD $NW VOHGVWYHQR
ostabk Ser1l1l77eNOS GRYRGL GR SRYHUDQH VLQWtddd u endut&vik L P D
UHOLMDPD L NUYQLP VXGRYLPD :X L VDU

1.3.3. Signalni put endotelna azotmonoksid sintaza tazotmonoksid

S5HEHR MH YHI2 GDWH/ORERGQL UDGLNDO 'HDQILHOG L
WLSRYLPD UHOLMD QDVWarithaSdo -6 LW R K CRINML X PHEMdHtiH 12 6
izoforme NOS: neumnska NOS (nNOS), inducibilna NOS (iNOS) i endotelna NOS (eNOS). Sve tri
LIRIRUPH VX NRGLUDQH RG VWUDQH VSHFLJdnprQNOS1JINIZD SD
genomNOS2 dok je eNOS kodiragenomNOS3 nNOS je uglavnom eksprimiram centralnom i
perifernom nervnom sistemu. 126 MH XaNiOnMinski Fb@ovor i uglavnoneksprimiram u
makrofajima, dok se eNOS predominatno nalazi u vaskularnom enddfeingrue i sar., 2003

eNOS predstavlja homodimer. Spajanje dve monomerne jedinice u funkcionalni enzim je
regulisano prisustvom mnogih faktora poput kalmoduli®aM), kogaaktivira Ca* (Dymkowska i
sar., 2019; Cyr i sar., 2020pa druge stranevezivanje kofaktora je neophodno za pravilno
funkcionisanje svih NOS enzima. Kofaktori si, NADPH (koji je ujedno i elektron donor),
flavinadenindinukleotid (FAD), flavinmononukleotid (FMN) i BKFOrstermann i Sessa, 2012; Cyr
i sar., 2020).

.DR a4WR MH UDQLMH SRPHQXWR HQGRWHOQH UHOLMH
N R O L p L. K@jHimRADrotektivhu antiinflamacijsku ulogu u vaskulaturi, dokss@njeno stvaranje
12 MDYOMD X UD]OLpLWLP SDWROR&GNLP VWDQMLPD L GLUH
vaskularnom inflamacijom (Steyers i Miller, 2018tvaranje 12 X HQGRWHOQLP UHOI
XWLFDMHP pLWDYRJ QL]Dreguisaplepdprdijegin DOk Da Mvidu
transkripcije, tako i na nivou posttranslacionih modifikacija (Vgari, 2011)Bilo je govorao tome
daX YDVNXODWXUL HVWURJ igrat¢in&RQ3H(jiregteDrivirdd BiNaimii8iss H SHai, X
2002), dok inflamacijski citokini poput TNF-. VPDQMXMX HNYV YWH¥YIpttgu H126
aktivnost promotora gea ]|D H126 L VINOIDB & XYRXIK za eNOS(Kleinbongard i sar
2010).

H126 QD GLUHNWDQ QDpLQ DNWLYLUDMX EURMQL IL]JLR¢
KHPRGLQDPVNH SURPHQH LOL DJRQLVWL NBddutVEGF, PAHXMX ]L
acetilholim, bradikinire, histamira, E2 i drugh (pregledni radovi Zhao i sar., 2015; Garcia i Sessa,
2019). Agonisti poput acetilholinabradikinina i histamina vezuju se za GPCR na membrani
HQGRWHOQLK UHOLMD SRYHUUDYQaM X lii MCOLHVAWPWDY HQ BFN R® P HY
&D0O NRML GHOXMH NDR DORVWHULPQL PRGXODWRU H126 G
reduktaznog u oksigenazni domen enz(sika 1.11).
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Slika 1.11. 4 H P D W V Ndigralodg@ndotelna azemonoksid sintazatazotmonoksid Akt +protein
kinaza B;CaM zkalmodulin; eNOS +endotelna azetmonoksid sintazaNO +azotmonoksid; PKA +
protein kinaza AR *receptori Preuzeto uz modifikacije iz Zhao i saradnici (2015).

Sa druge strane IRVIRULODFLMD H126 X HQG R@MEDM @ Dii HID DM BVR
enzima. Fosforilacija predstavlja posttranslacionu modifikaciju koja menja aktienoshaeNOS
DNWLYLUDMXUL JTDakba Gelzna@& losdrilhe)drdniihokiselinskim ostacimayr81,
Ser615 Ser633 Serll77humanogenzimaH 126 V W LsRatanjed®] dok fosforilacig Ser114
Thr495i Tyr657 deluju inhibitorno (slika 1.12)(Garcia i Sessa, 2019). Signalni putevi u kojima
XpHVWYXMX SURW igrot@in Kiha@eDABKA) i RKB/Akt se aktiviraju pod delovanjem
UD]JOLPLWLK VWLPXOXVD D RQLQDWYPAaQNMWH ySddMtiEX¥EeA L RE) H
ostatka nall77 mestu Sa druge strane, bradikinin i vodonik peroksid aktiviraju eNOS preko
istovremene fosforilacije Ser1177 i defosforilacije Thr495 ostaikegl(edni rad Zhao i sar., 2015).

Slika 1.12. AHPDWVNL SULND]e\éeNdaiekhN AzahonokddsmiazgVy D QDM]QDpDMQLMLP
fosforilacije u molekulueNOS tendotelna azetmonoksid sintazaPreuzetaz Garcia i Sessa (2019).
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Detaljnije, fosforilacija Serl177 u domenu reduktazne aktivrastimaeNOS vodi ka
YHUHP SURWRNYXHHRMNRWUHREDEVDRYW WQP IKBRMDpPDYD DNWLY
IRVIRULODFWINRHIYU&SNW L (5. SUHNR SURWHLQ NLQD]JH 1
(AMPK), PKA i protein kinaze Il zavisne od €4 CaM (CaMKIl) (Wu i sar., 2011; Dymkowska i
sar., 2019; Cyrisar.,202 2YL VLIJIQDOQL PROHNXOL VH DNWLYLUDMX U
VEGF aktiviraju PI3K/Akt i (5. EUDGLNLQLQ DNWLYLUD &DO.,, LQV.
SRVUHGVWYRP 3, . $NW L $03. PHKDQLpPNL VWUHV L]D]YDQ OI
PKA i Akt i dr. (Wu i sar., 2011; Valdés i sar., 2008; Cyr i sar., 2020). Pored toga, u uslovima
inflamacije TNF. DNWLYLUD $03. pLPH VH DNWLYLUD H126 L VWLPX
]DAWLWQL PHKDQL]DP X FLOMX RSRUDYND WNLYD "\PNRZVND
7KU NRMX X XVORYLPD PLURYDQMD HQGRWHOQLK UOHOLMEL
2YLP PHKDQL]PRP VH XVSRUDYD WUDQVIHU HOHNWURQD L V
jedinica eNO6 SRND]DQR MH GD SRYHUDQMH X QX WDNLIARDOO IV
GHIRVIRULODFLMX 7KU awrR MH MR&da MHGDQ SRND]DWHOM
sar., 2019Cyr i sar., 2020). Osim toga, acetilacija ostatikiaa na pozicijama Lys497 i Lys507,
NRML VH WDNRYVH QDOD]H X G R PrijegoXovetivinjé Ba@M@s. #6kazano$eU H p T
GD VLUWXLQ 6LUW NDWDOL]XMH GHDFHWLODFLMX RYLK O
sistema regulacije aktivno®NOS (Dymkowska i sar., 2019).

8 OLWHUDWXUL SRVWRMH EURMQL SRGDFL R XOR]JL (5 X t
X KXPDQLP HQGRWHOQLP iiHO L MabR BPER(Isth€eb Vdap @O XKimLi (5

VDU D 3R]JQDWR MH GD X HQGRWHOQLP UHOLMDPD YH]L)
aktivira nizvodnesignalne putev®I3K/Akt i MAPK/ERK, koji akiiviraju eNOS (Wu i sar., 2011)
VOLND S3RUHG HVWURJHQVNLK KRUPRQD SRND]DQR MH

RNUXA&HQMD NRMH GHOXMX NMmi&crireQliErRging i@ midglRDONmogl daH Q J
aktiviraju hormonske receptore poput ER i GPER (Matthews i sar., 2001; Andersson i Brittebo,
2012; Acconcia i sar., 2015; Mariana i sar., 2016).

Slika 1.13. (VWURJHQVNL KRUPRQL L EURM @lvataigeazatihbhbigidalr@avesN DpL V'V
H Q G R W H @rékd alithagile Mighalnih putevasfatidilinozitol 3kinaze +protein kinaze B/Aki kinaze
regulisaneYDQUHOLMVNLP NAkt] Qdbo@in RiDaza BC-Src +kinazac-Src; EDC +endokrini

R P HWeNQS tendotelnaazotmonoksidsintaza;ER . testrogenski receptor, Erk1/2 tkinazaregulisana
YDQUHOLMYVNLP; GL XQiBubjediira proteina G; &J + EJsubjedinica proteina QYO tazot

monoksid; p110. £+ NDWD OLWL p N DsfaidliBditdIGBtkidzE: [p85. + regulatorna subjedinica
fosfatidilinozitol 3-kinaze; PI3K z*fosfatidilinozitol 3-kinaza. Preuzeto uz modifikacije iz Wu i saradnici

(2011).
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1.4. S8WLFDM KHPLNDOLMD L] UDGQRJ L ALYRWQRJ RNI
kardiovaskularnih bolesti

Bolesti srca i krvnih sdova predstavljaju veoma heterogenu grupu bolestikoju se
ubrajajubolest koronarnih arterija, cerebrovaskularna bolest, bolest perifernih arterija, reumatska
bolest srca, kongenitalna bolest srca, duboka venska trem®D X0 QD Hi RIE ROSimM D
QDYHGHQLK EROHVWL VUpPDQL L PRAGDQL XGDU SUHGVWD
blokadomsudovakoronarnog i cerebralnogrvotoka Behera i sar., 2015)UD Q-p D@D QRY LU L
Nola, 2018;World Health OrganizatioWHO) .9% VH SRVWHSHQR UD]YLMD
pHVWR VH GH&DYD GD GXJ YUHPHQVNL SHULRG QH LVSROMD
RSDVQRVW SR J]GUDYSNMH. QRMNXGIL L ) UD@PXOD 6 WLP X YH]L
YRGHuUL XJURN VPUWL QD JOREDODBPgdibhe ROXMmilidnd RUdHQNOX M H V

RG . 9% a4WR SUHGVWDYOMD VYLK VPUWQLK VOXpDMHYD X
VPUWQLK VOXpDMHYD PODYL R@ine, 38R fe lugydxoviahor RAB DNVHO JR
URFHQMHQR MH GD uH GR JRGLQH PLOLRQD OM

=DQLQRYLU L 1ROD

Faktori rizika za nastanak i razvoj KVB su mnogobrojni. Neki od ovih faktora su
nepromenljivi poput pola, genktp Nreldispozicije i godina starosti pojedinca, dok su drugi faktori
YDULMDELOQL L QD QMLK -¥B QRR&Y DXIWLFDRMAD )UDQpXMIUD
PLJUDFLMD QDGPRUVND YLVLQD JHRJUDIVND AaLULQD L G>
JRGLAQMD GRED RNUX3AHQRVW SULURGQLP SRYUALQDPD L GL
IDNWRUH NRML XWLpX QD NDUGLRYDVNXODUQL VLVWHP %KD
NRMH VH PRaH XWLFDWL VX L SXaHQMH FLIJDUHWD QHGRV'
JRMD]QRVW L]JORAHQRVW KHPLNDNRMDP®DDDMAH. GRS Q HQ\RWHIGL
krvnog pritiska, insulinske rezistencijejaletesa tipa 2, dislipidemijali. (Cosselman i sar., 2015;
Bhatnagar, 2017) UD Q-pDA@R.QRYLU L 1ROD 2018. 5LJJV L VDU

Kako ateroskleroza predstavlja lokalnu inflamaciju krvnog suda koja se nalazi u osnovi
PQRJLK .9% YHOLND QDXpQD SDaQMD MH SRVYHUHQD XSU
Razvoj ateroskleroze zavisi kako od genptN SHUHGLVSR]JLFLMH WDNR L RG LVKL
SXaHQMD L RG FHORNXSQRJ J]GUDYOMD Bdie3d) QddzndstiL SSRMD®
(Henng i sar., 2007; Mitiaccio i sar., 2022 SPDWUD VH GD KLSHUOLSLGHPLM]|
IDNWRU UL]JLND ]D UD]YRM dDayHpoRWnspadijdndtd da aberopbianstskiim
SURPHQDPD X NUYQLP VXGRYLPD LPD SRYLAHQ QLYR OLSLC
SRYHUDQMD DWHURVNOHUR]H PHYyX SDFLMHQWLPD L SRVOHC(
IDNWRUL NRML XWLpX QD Usiahjd RWhlidedidRibat. Q0GRS Rrb B kédiVauer J
YHUD QDXpQD SDaQMD MH XVPHUHQD XSUDYR ND LGHQWLIL
L]IODJDQMD EXFL SVPRRIORBORPZHOQWUWVYRKHPLNDORMDR&®HQIMWD
(Lechner i sar., 2020).

Tradicionalni programi prevencije KVB se baziraju na kontroli i promeni varijabilnih
IDNWRUD QD NRMH SRMHGLQD F stil, AidbraxaWedgiafsk SIPRRAWR V XV ll
OHYyXWLP VYHOLNX XORJX X UD]JYRMX L VWHSHQX QDSUHGR"
SRMHGLQDF LPD YHRPD PDOL XWLFDM 8 SLWDQMX VX ]DJL
VLQWHWLpPpNLK KHPLNDOLMD ELVIHQRO $ IWDODWL VLQWHW
gasovi nastali sagorevanjem fosilnih goriva, zatim organske hemikalije (C@,30 Oz i dr.),
WHANL PHWDOL JYRa&yH DUVHQ NDGPLMXP L GU NDR L EX
srce i vaskularni sistem izuzetno osetljivi (Cosselman i sar., 2BA&tnagar, 2017Burroughs
Pefa i Rollins, 2017

9HOLNX RSDVQRVW SR NDUGLRYDVNXODUQR JGUDYOMH
pesticida, bisfenola A i ftalata od kojih su mnogi klasifikovani kao EDC (Hennig i sar., 2007; Su i
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sar., 2018, Su i sar., 2019bAdeyemi i sar., 2021Migliaccio i sar., 2022 Prema nekim

SURFHQDPD X VYHWX VH WUHQXVIQ®LBUWR LKY RB P Lidibi@HjeRI G R G
5. JRGLAQMH SURL]JYRGL X NROLpLQDPD NRMH SUHYD]LOD]H
SODQHWL NRMH QLMH |DJDYHQR QHNLP VLQWHWLpPNLP SROXW

OQHULQD ]DJDYLYDpPD L] UDGQRJ L ALYRWQRJ RNUXAHQMI
SXWHYH UD]J]YRMD .9%% SRSXW LVKHPLMH DULWPLMH SURPH
DWHURVNOHURWVNRJ SODND &RVVHOPDQ L VDU =DJL
KUDQRP L DSVRUSFLMRP SXWHP NRaH ,JORAHQRVW ]DYLVL R
NXUH SLMHQMD YRGH Q LUYRDQ R] LhNasxdEnmddilsin QR 1Butoughs
3HxD L 5ROOLQV 2VLP WRJD IL]JLROR&ANL RGJRYRU QTC
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 i sar.,

6WRJD SXW UD]JYRMD .9% NDR L IDNWRUL NRML XWLpX
NRPSOHNVQX PUHaAX NRMRM VH SRVYHUXMH VYH YHUD QDXp
porasta KVB.

8VOHG YHOLNRJ RELPD SURL]JYRGQMH L aLURNH XSRWUH
ALY R\ RWOHGQMLK JRGLQD VH ]DSDab SRUDVW LQWHUHVRYLCL
LVSLWLYDQMD a&WHWQLK XW L F Blastikxa predatewjalniaterij@op jeQdgatG VN R
GXJRWUDMDQ &4LURNR SULPHQMLY L LVSODWLY 3ODVWLND
VLOQWHWLpPpNLK YODNDQD RGHUH PHGLFLQVNLK XUHYyDMD JlI
PQRJLK GUXJLK SURL]YRGD &WR MH pLQL Q BveuRHbEQadakisli P P D'
sar.,, 2023 7RNRP SURL]J]YRGQMH X SODVWLDpQ Xe YépttdaditvaH GRG|
katalizatora X FLOMX XQDSUHYyLYDQMD NYDOLWHWD Si@dei¢WLNH
(Hahladakis i sar., 2023Bisfenoli i ftalati predstavljaju hemikalije koje se koriste u proizvodnji
PQRJLK SURL]YRGD RG SODVWLNH SURL]JYRGD ]D OLpQX XSR
do danas sprovedene biomonitoring studije, bez izuzetka, su pokazale da je prisustvo ovih
KHPLNDOLMD X WHOHVQLP WH)pQR VS0%R\RtsRe-HdpHACHY R¥Ba@aR i N R G
vDU 2SDVQRVW SR OMXGVNR J]JGUDYOMH VH RJOHGD X
SUHGVWDYOMDMX ('& &@aWR LK GRYRGL X YH]X VD UD]QLP SRU
KVB (Wang i sar, 201%; Mariana i Cairrao, 202Mahladakis i sar., 2023

1.5. Bisfenol A
1.5.1. Osnovne karakteristike i upotreba bisfenola A

Bisfenol A (eng. bisphenol A BPA, 2,2bis(4hidroksifenil)propan, CAS# 8057,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Bisphehol MH LQGXVWULMVND KHPI
SURL]YRGQMH NRMD XOD]L X VDVWDY SODVWLNH %3$%$ MH
$OHNVDQGU 'LDQLQ D VLQWHWLVDR JD MH =LQFNH JRG
HNYLYDOHQWD IHQROD -DODO L VDU %3%$ MH EH]ERM
g/mol. Molekulska formula BPA je 6H1602. Strukturna formula je prikazana na slici 1.14.

Slika 1.14.Strukturna formula bisfenola A.
22



Na globalnom nivou je samo tokom 2013. godine proizvedeno oko 7 miliona tona BPA,
2015. godine je taj broj porastao na 7,7 milibox@a i procenjeno je da taj broj raste svake godine
(Lehmler i sar., 2018; Shamhatri i sar., 2021). BPA se Koristi u proizvodnji polikarbonatne plastike i
HSRNVL VPROD RG NRMLK VH SUDYH UD]JQL SURL]JYRGL SRSHX
]JIDSWLYQLK VUHGVWDYD WHUPDOQRJ SDSLUD |D aWDPSDQMH
XUHyDMD GHpLMLK LJUDpDND HOHNWURQLNH L GHORYD |D D
Ramadan i sar., 2020). Plastifikatori poput BPA i ftalata nisu kovalentno vezani za plastiku, te pri
SURPHQL WHPSHUDWXUH L S+ ODNR GROD]L GR QMLKRYRJ R
PLIJUDFLMH X YD]J]GXK SLUH L KUDQX D SRWRActonia3 &aM XY Dpl
2015 MathieuDenoncourt i sar., 2015

152. 3ULVXVWYR ELVIHQROD $ X WNLYLPD L WHOHVQLP WHpPQR

=ERJ ALURNH SURL]JYRGQMH L, SpRo@edéhbiojn®ipohhoXitBringV U H E t
VWXGLMH NRMH VX XND]J]DOH QD YLVRNX L VYHSULVXWQX L]O
detektovanX XULQX YL&H RG LVSLWDQLN Dsdr] 2012] Oakjolli $at.. K JHP L
20123 Lehmler i sar., 2018)Koncentracije ukupnog, konjugovanog i nekonjugovari®gA u
XULQX VX NRG Yispitdn®Hizfos€l& @V3ng/LD ]D E H O H d/kénbktivd39b
ng/mL NRG RGUDVOLK L QJ P/ NRG SUHYUHPHQR URYHQH GH
POQRJH VWXGLMH QLVX GHWHNWRYDOH QHNRQMXJRYDQL %3
AJRGLWHOMVNX Kgarent N@n@untl X NRNMQ@JLVSROMDYD HQGRNULQX
druge studije su pokazale da vrednosti nekonjugovanog BPA u urinu iznose do 2,5 ng/mL kod
RGUDVOLK RGQRVQR QJ P/ NRG SUHYUHPHQR URVHQH Gl
rad od Coloraderohar i saradnika (2021) je prikazao medijane izmerenih vrednosti BPA u urinu
koje su iznosile od 1,6#2,41 ng/mL.

BPA je detektovan u krvi 98% ispitanika sa pragom detekcije 0,4 ng/mL (pregledni rad

Jalal i sar., 2018). Wreglednom radu Vandenberg i saradnika (2010) je prikazano da se BPA u
VHUXPX RGUDVOLK SDFLM H @tingkiDetdkivjbl KaMixvprddvjetlinjenprdlohG Q L F H
vrednosti od 1 ng/mL,lada WH Y UHG Q R\dava,5 agR Hdb kod trudnica medijalna
YUHGQRVW L]QRVL GR a QJ P/ [p[gN4a Ng/rallKaddl&r HKIIEG® 20OV HG QF
VX WDNRYyH SRWYUGLOL WH SRGDWNH L REMDYLOL GD MH X
imalo merlive NROLPHARQMXJRYDQRJ %3% X SOD]JPL D YUHGQRVWL
SRGDFL XND]XMX QD WR GD MH RSawbD SRSXODFLMD D SRJRW

2VLP X XULQX L NUYL %3% MH GHWHNWRYDQ X NRVL ]Q
NUYL L] SXSpDQH YUSFH SUL SRURYyDMX SODFHQWL X NUYL
SUHJOHGQL UDGRYL 9DQGHQEHUJ L VDU -DODO L vDU
AHQD L] LVWRJ GRPDULQVWYD VX ELOL X NRUHODFLML A&aWrF
SODVWLILNDWRUX ,SDN HNRERMPFIOWHOPEMDHAHOQOHJIR NRG
v Halkoncentracija nego kod adolescenata, a kod adolescedataego kod odraslih ispitanikad W R
ukazujenapolnu i starosnu zavisnost.

,VSLWXMXiL X]JRUNH VDNXSOMHQH X VWXGLML ASQLWH
((DPLQDWLRQ 6XUYH\V 1+3$1(6 20x4. yotne, RCGI X s&&inici (2020) su
utvrdili da je koncentracija BPA u urinu paamata sa KVB varirala u raspori? + J J
kreatinina. Shankar i saradnici (2012) su objavili dasnedni nivo BPA u urinu 745 odraslih
SDFLMHQDWD REROHOLK RG EROHVWL SHULIHUQLKkvbWWHUL
NHANES studije u period20032004. godine iznosio,2 ng/mL, dok su Melzer i saradnici (2011)
LVSLWLYDOL QLYR %3% X XULQX PXA&NDUDFD NRML VX XpHV)
XRpLOL GD MH VUHGQMD YUHGQRVW NR@RHB/WR2F¥BDLMHWYW DS L
JUXSD MH WDNRYH LVSLWLYDOD QLYR %3% X XULQX X RNYLU
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2,49 ng/mLtokom 2003 i 2004. godie i 1,79 ng/mLtokom 2005 i 2006. godie (Melzer i sar.,

D SRUHG WRJD MH X RNYLUX VWXGLMH A7KH OHWDERO
'LVHDVH OD*L&$' 28 LIPHULOD NRQFHQWUDFLMX %3%ngmKULQX
(Melzer i sar., 2012a).

1.5.3. Metabolizam bhisfenola A

.RQMXJDFLMD MH YDaDQ SURFHV GHWRNVLNDFLMH LOL
procesom lipofilna jedinjenja konvertuju u njihov hidrofilni ohiINRML VH ODN&H HOL
RUJDQL]PD *ODYQX XORJX X QHXWUDOLVDQMX NVHQRELRWI
PHWDEROLVDQMD OHNRYD L KHPLMVNL WUDQVSRUWHUL 7D
SRGOH&H JOXNXURQL]DFLML 3UHYRYHQM®GXNKURLRBID REWLL
UGT2B1, izoforma UDRylukuronoziltransferaze (Inoue i sar., 2016). Glukuronizacija BPA u jetri
MH QHAWR VSRULMD WRNRP WUXGQRUH L IHWDOQPRaY UdBHY R ML
NRQFHQWUDFLMH %3% X WHOHVQLP WHPQRVWLPD WUXGQLF
sulfokonjugacije, ali wnatnoPDQMRM PHUL SUL -fulf® ¥regBaviiwaChbH sé6.3 $

2YX UHDNFLMX YUaH HQ]JLPL L] JUXSH IHQROVXOIRWUDC
DILQLWHW LPD L]JRIRUPD 68/7 $ ,QRXH L VDU 1D WDM
KLGURILOQL REOLN L X WRP REOLNX VH ODN&aH HNVNUHWXN
ILJLRORANL DNWLYDQ GRN QMHJRYL NGhQMaAJBYMQL REOLFL Q

7UHED LVWDUL GD VORER GQitivn@ibbliRIOMEIR GIDQEL UNIGO L &t
12 h nakon oralnog unosa u organizaJ H QHJR aWR RUJDQL]DP SRAadAIHQH V

VDU 7DNRYyH MH YDAQR QDSRPHQXWL GD MH WRNVLNR
NRQWLQXLUDQR L]JORAHQ RYRM KHPLNDOLML X RGQRVX QD M
6WDKOKXW L VDUDGQLFL WYUGH GD MH SROXALYRW %3.
koliko se ranije smatralo da iznosi. Thayer i saradnici (2015) su pokazali da su ispitanici u studiji
HNVNUHWRYDOL %3% QHNRQOQMXJRYDQRJ L NRQMXJRYDQRJ
taj procenat neznatno pokai tri dana nakon izlaganja ovoj supstanci, na ~95%. Sa druge strane,
9]ONHO L VDUDGQLFL L 7THHIXDUGHQ L VDUDGQLFL

RUDOQR XQHAHQRJ %3% HNVNUHWXMH XULQRP X NRQMXJ
1HXVDJODAHQRVW RYLK WYUGQML VD SUHWKRGQLP VH F
kao i njegovon WD ORAHMMON.YLPD ERJDWLP OLSLGLPD pLPH VH SURG:

154. 5SHIXODWLYD L RIJUDQLpHQMD YH]DQD ]D XSRWUHEX ELVI}

=ERJ VYH YHUH L] BHRA H@ashust kojlOgvedsBallja po ljudsko zdravlje, u
QHNROLNR J]HPDOMD MH ]DEUDQMHQD XSRWUHED %3% X SUR
EHEH L GHFX PODYyX RG JRGLQH (XURSHDQ &RPPLVVLRQ
2014; Government of Canada 20208WR MH GRYHOR GR VPDQMHQMD QLYR
dece i adtescenata (Wells i sar., 2013; Lehmler i sar., 230Bropska agencija za bezbednost
hrane(eng.European Food Safety AuthoriBFSA M H JRGLQH L]JORALOD GD JU
BPA, koja P R & Hse@iBese u ljudski organizam u toku jednog dmma WillélelQtapo zdravlje
iznosi 4 pug po 1 kg telesne mase. Prema najnovijim preporukama, ta granica je 2023. godine
VSXawHQD QD QJ SR httpsI/win-EBdHeviQpd. e Ennéilvs/bisphdoott
healthrisk). S tim u vezi, Evropska agencija za hemikalije (eBgropean Chemicals Agency
(&+% MH RGREULOD GD VH %3% NRULVWL X SURL]JYRGQML SD
0,05 mgBPA- NJ VPH GD VH LVSXawWwbD X KUDQX L] WRJ SDNRYDQMD
]D NROLPpLQX %3%$ NRMD VPH GD VH LVSXawbD L] LJUDpPDND
namenjene za oralnu upotrebu detetaona iznosi 0,04 mg/L hitps://echa.europa.eu/khot
topics/bisphenols OHYyXWLP YHOLNL XGHR NDNR RGUDVOH SRSXODF
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LIORAHQ %3%$ ]JERJ QHNRQWUROLVDQH L QHUHJXOLVDQH XSR
proizvodima.

155 %LVIHQRO $ NDR HQGRNULQL RPHWDD

%3% MH GR JRGLQH SUHSLVLYDQ aHQDPD NDR VLQWH
od 1940 do JRGLQH ELR ]JDPHQMHQ GUXJLP VLQWHW-LpNLP
VWLOEHVWHURO '(6 X OHpHQMX NRPSOLNDFLMD X WUXGQRU
AWR MH SRND]DQR GD LQGXNXMH UDN JUOLUD PDWHULFH -D
UDGQRJ L ALYRWQRJ RNUXaHQMD NRMH RSRQD&DMX HQGRN
funkcionisanje endokrinog sistema, te se zbog toga nazivaju EDC.

BPA je klasifikovan kao EDC, supstanca koja ometa homeostazu endokrinog sistema na taj
QDpLQ &4WR LOL PHQMD PHWDEROL]DP L VLQWH]X HQGRJHQLK
hormonima (Mariana i sar., 2016). lako BPA im@0aDA0.000 puta slabiji afinitet za ER od E2

-DODO L vDU YH]LYDQMH ( PRAH ELWL VSUHpPHQR WLI
(pregledni rad Cho i sar., 2017).

6YH YLAH MH UH]XOWDWD NRMra \XHNNDUXK A XMXD( WIR GDD%B XH
IROLNXOX MDMQLND 3RND]DQR MH L GD %3%$ VPDQMXMH QLY
jajniku, i to na dozno i vremenski zaviss@DpLQ ,VWL WUHQG MH ]DSDAaHQ QD
JUDQXOR]D UHKGNMDNROM@IXWELQL]LUDQLK, 3akipRihORGD a HIQDL M
tokom proces vantelesneplodnje (pregledni rad Cho i sar., 2017). Pored toga, BPA se vezuje za
membranski ER, a pretpostavlja se da je i antagonist andloBeh UHFHSWRUD pLPH
signalnih puteva (Jalal i sar., 2018Javedena endokrina svojstva BPA mogu da izazovu razne
SRUHPHUDMH NRG &aHQD NDR a4WR VX SUHYUHPHQL SXEHUW
neregularni ciklus,hVLQGURP SROLFLYMADp @ WR ¥MD EGILXWSHaAQH LPSOD
YLAHVWUXNL VSRQWDQL SRR Bak, 201&;DYdtd EhBnd, 2019;Pivonello
i sar., 2020

6WXGLMH VX SRND]DOH GD %3%$ X QLALP NRQFH&WIEDFLMI
hipotalamushipofiza JRQDGH NRG PX&aNDUDIF ¥ D®&KDP 2GUHVHQL UDC
UH]XOWDW HvVGRYHVYWRMWHURQD NRG PXaAaNDUDFD SRG XWLFDN
ima suprotan efekat (Shawb UL L VDU ,VWUDALYDQMH QD SDFRYLP
koncentracijama smanjujeO X p Ht€shMdterona (Shdwari i sar., 2021). Pored toga, na
HNVSHULPHQWDOQLP AaLYRWLQMDPD MH X YL&H UDGQLK JUX
LIDJLYD KLVWRSDWROR&NH SURPHQH X WHVWLVLPD awR
spermatozoida (Shdmari i sar., 2021).

SRUHG WRJD aWR XWididtdin QD3 § PRARIGEDN WMWLDIH QD UD]YL
UD]YRM NDUGLRYDVNXODUQLK REROMHQMD JRMD]QRVWL Gl
2014). Uprkos obilju podataka o njegovom endokrinom potencijalu, i dalje nisu otkriveni svi
aspekti uticaja BPA na ljudski organizam i celokugdeavlje (Prins i sar., 2019pwm Saal, 2019).

1.5.6. Efekti bisfenola A na nivou kardiovaskularnog sistema

S8JURPSRVOHGLPQL RGQRV L]ODIJDQMD %3$ L QDVWDQND
SRVOHGQMLK JRGLQD ,DNR VX UH]XOWDWL SRMHGHa®RdK VW X
KVB (LaKind i sar., 2012bOlsén i sar., 2012 PQRJH HSLGHPLRORANH VWXGLN
XSUDYR QD SR]JLWLYQX NRUHODFLMX L]JPHyX SULVXVWYD %3
9% )X L VDU L SRMDYRP .9% SRSXW DULWPLMH DQJLQ
NRQJHVWLYQH VUPDQH LQV X I LHokrddk, Q1444 HoMyR2A16; Dapiksar.,
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7VHQ L VDUDGQLFL VX RSLVDOL SRWHQFLMDOQX Y
kod mladih ljudi.

6 WLP X YH]L HSLGHPLRORANH VWXGLMH VX SRND]DOH S
YLVRNLP NRQFHQWUDFLMDPD %3%$ KpdheBa&ipetifenin(FhnkaRiP R N |
VDU L VUpDQLK DUWHULMD OHO]JHU L VDU D OHO
XND]DOH QD SRWHSRLOD®IPIOQOXIREPRNR L]PHYX L]JODJDQMD %3
SULORJ WRPH LGX L UH]XOWDWL HNVSH U linRaHNPRWDLO @ X K HWW &X
izlaganje BPA dovodi do razvoja ateroskleroze kod pacova (Kim i sar., 2014b; Sui i sar., 2014,

L ]H [RangD sar., 2014, 2015), aGD %3$ PRAH GD L]DJRYH L GUXJH
SUHJOHGQL UDGRYL *DR L :DQJ SRVQDFN 8SUNRYV
NDX]DOQL RGQRV L]PHYyX L]ODJDQMD %3$]ERDWRDQNWR MHB]Y
LVWUDALYDQMD GRELMHGQia Q& maguYdr&kthd® bkstidpoRratiP faGljHdSku
fiziologiju. To se posebno odnosi na studije koje primenjuju doze BPA koje ne odgovaraju
NRQFHQWUDFLMDPD NRMLPD MH pRYHN UHDOQR L]JORAHQ X V"

2VLP HSLGHPLRORA&N L kanvnainingriotlema, kvatka&listisl fdudieDkoje su
u uslovimain vitro ispitivale uticaj izlaganja BPA na humanekroraskularneHQGRWHOQH UH!
NRQFHQWUDFLMDPD NRMH VX X VNODGX VD SULVXdr#aBP RYF
L VDUDGQLFL VX KXPDQH HQGRWH O Qunain HidHill¢a véiHQH S
endothelial cellsHUVEC) izlagali niskim koncentracijama BPA (44 x1D4,4 x 10° M BPA)
NRMH RGJRYDUDMX UHDOQRM L]JORAHQRVWL SURVHPQRJ pRY}
+89(& UMD D WDNRYH ViXa Y@dndija{ QaivaRavd. atersklerozu. Andersson i
%WULWWHER VX LVSLWLYDOL XWLFDM QLALK NRQFHQWUD
u uzorcima ljudske krvi (1€, 10°, 1081 10° 0 %3$ QD KXPDQH HQGRWHOQH uH
vitro L |[DNOMXpLOL GD %3%$ VWLPXOL&H HNVSUHVLMX DQJLRJH(
sar (2022) su utvrdilila je 87,7 nMQ D BRohcEntracjg %3$%$ NRMD QLMH WRNVLpQD ]L
D SRWRP VX +89(& UHOLMH L]JORALOL %3$%$ X WRM NRQFHQWL
studija, Ji i saradnici su pokazali da BPA intidibrmiranje endotelnih tuba u uslovinia vitro.
1HGRVOHGQRVW RYLK UH]XOWDWD GRQHNOH PRA&H GD VH R
LIDJRYX NULYX RGJRYRUD NRMD QLMH QXaQR X SR]JLWLYQRM
(eng.norrmonotonic dose response curve8IDRC) (Vandenberg, 2014).

8RpHQR MH GD %3% YHIJLYDQMHP ]D (5 UHPHWL QRUPDOC
VLVWHPD OHYyXWLP WDpPpDQ PHKDQL]DP GHORYDQMD %3% QD
uvek nepoznat (Fonseca i sar., 2022). Pored tag",W U D sprovel€nhdiDuslovimia vitro koja
imitiraju reainu LJORAHQRVW pRYHND V WrhishulYQLLA EKP dyRAMRDA ndskilvi L
koncentracijama BPAGR GDQDV QLVX VSURYHGHQD D QLVX SR]QDWL
NRMLK %3%$ LVSROMDYD HIHNWH QD QLYRX KXPDQRJ HQGRW
XWLFDMD %3% QD HQGRWHOQX GLVIXQNFLMX X NRQWHNVWX
WDpDQ PHKDQL]DP GHORYDQMD %3% QD HQGRWHOQH UHOLI
HQGRWHOQLK UGHOLMD QD GXJRURpPQR L]ODJDQMH RYRM KHPL
X NRMRM &LYLPR

1.6. Dibuitil -ftalat
1.6.1. Osnovne karakteristike i upareba dibutil -ftalata

Druga grupa hemikalija koje se koriste u proizvodnji plastike su ftédtatiati predstavljaju
plastifikatore kojisupo strukturi diesirftalne kiseline (Mariana i sar., 201®)ele se u dve grupe,
na ftalate niske i visoke molekulske mase. Ftalati visoke molekulske mase se koriste u proizvodniji
39& SROLPHUD SODVWLNH DPEDODA&H ]D KUDQX LJUDpPDND
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dok se ftalati niske molekulske mase koriste u proizvodnji boja i lakova, adhezivnih sredstava,
SURL]JYRGD |]D OLpQX KLJLMHQX L GU :DQJ L vDU D -HC
u industriji je dibutitftalat (eng. dibutyl phthalate DBP, CAS# 84742,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/ compound/3N26QHUWQD EH]ERMQD afmieVNR]Q
mase 278,34/mol. Molekulska formula DBP je {gH2204. Strukturna formula je prikazana g&i

1.15.

Slika 1.15.Strukturna formula dibutiftalata.

Pored dietilheksiftalata (eng. di(2-ethylhexyl) phthalate DEHP), DBP je
QDMUDVSURVWUDQMHQLML L QDMYL&H NRULAUHQ IWDa®DW 6L
koji se dobija reakcijom 4butanola saanhidridom ftalne kiseline (Craig i Zial, 2018). DBP
XOD]L X VDVWDY FHOXOR]J]QH SODVWLNH DOL VH WDNRYH NRL
UDVWYDUDpPD ]D IDUEHaY D YW RGN ADERQP UM HVILHMERMRELOD RC
SODVWLpPQLK ILOPRYD X DPEDODA&DPD ]D KUDQX NRJPHWLDI
obDULDQD L VDU .DUDpPpRQMiGal, 20IBUWang i sar& AR ®dL =LY
proizvoda koj sekorise VYDNRGQHYQR QDOD]JL VH X NR]JPHWLFL NUH
VYHUDPD ODNRYLPD ]D QRNWH L GU :Gal) RJ1B) QSvVidbzitonVria U
ALURNX XSRWUHEX '"%3 X EURMQLP LQGXVWULMVNLP SURL]Y
KHPLNDOLMD VH X (YURSVNRM 8QLML 800Rd 19 RGW RQIDO 1 RXGYR
(Dibutyl phthalateSubstance InformaticBCHA), dok se procenjuje da proizvodnja DBP na
globalnom nivou iznosiido50 WRQD JRGLAQMH %UHGKXOW L VDU
NRYDOHQWQR YH]DQ ]D SURL]JYRG X NRP VH QDOD]L ODULD(
GLUHNWDQ LOL LQGLUHNWDQ QDpLQ GD GRVSH X RUJDQL]DP

1.6.2. Prisustvo dibutil-l WDODWD X WNLYLPD L WHOHVQLP WHPQRVWLP

DBP i njegov metabolit monobuttalat eng.monaon-butyl phthalate MBP) su detektovani
X OMXGVNLP WHOH \ (hbieima/ Warg RSsnVA0OR HuahdRigar., 2021 aWR XND]X M
QD pLQMHQLFX GD VX OMXGDCIHQHUDOQR L]ORAHQL RYRP

Smatra se da DBP ispoljava svoje efekte u organizmu upravo preko MBP
(https://www.epa.goy/ Prema podacimaz EURMQLK ELRPRQLWRULQJ VWXG|
UDVSURVWUDQMHP X OMXGVNLP WNLYLPD L SUHGVWDYOMD P
XULQX 0%3 MH GHWHNWRYDQ L X NUYL Drgsi/wRa@NeNRIM/ WHPQF
AWR XNDOSWMHMH OMXGVND SRSXODFLMD X |1QDpDMQRM PHUL L
SULPHU —J 0%3 / SURQDYHQR X XULQX NRG SRSXODFLMH
*RPH] 5DPRV L VDU 8 XULQX DGROHVFHQDWD SURQDYy
(Geens i sar., 2014), dok je kod dece starogtd3yodina detektovan MBP u urinu u koncentraciji
od 96 pg/L (Becker i sar., 2009). MBP je detektovan u 99% uzoraka urina sakupljehiiru
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NHANES studije u periodu od 1992000. godine (Silva i sar., 200 kao i u >90% uzoraka urina
VDNXSOMHQLK R GCanadtlan Gleatib Myadures SUMER072009 Saravanabhavan
sar., 2013). Caporossi i saradnici (2021) su detektovali koncentracije MBP u rasponu odio71,42

—J / X XULQX A4HQD SUL pHPX VX NRQFHQWUDFLMH ]DYL
EDYLOH &4HQH LPDMX YL&L QLYR 0%3 X XULQX QHJR PXaNDU
XSRWUHERP NR]PHWRG@NJuKEzCSraéha LY R G D 0%3 VH QDOD]
koncentraciji u urinu dece nego u urinu odraslih (Mariana i sar., 2016). Pokazano je da deca imaju
YLAL QLYR PHWDEROLWD IWDODWD X XULQX RG RGUDVOLK &
SRGORAQLMD GHORYDRMXRRFREHKERYNDWILMBGR QHSRYROMQL
NDVQLMHP ALYRWX LOL RGUDVORP GREX /X L VDU

=DSDAaHQR MH GD VH L VDP '"%3 DNXP X ®ajki RojX slDBagS R] QR

SURIHVLMH NRMRP VH EDYH L]JORAHQH YHULP NROLpPLQDPD '
VX PHULOL NRQFHQWUDFLMX '%3 X NUYL &@HQD L] -XaQF

ovoj hemikaliji. Srednja vrednost izmerenih vrednosti DBP je iznosila 0,11 pg/mL wéravih
AHQD NRWEURBN VX NRQFHQWUDFLMH X NUYL &HQD VD HQGR
1,05 pg/mL. Hogberg i saradnici (2008) su izmerili 8 ng/mL (srednja vrednost: 2,8 ng/mL)
'%93 X PDMpPLQRP B0myMK (srednja vrednost: 1,2 ng/mL) u krvi, odnosno serumu,
dok je koncentracija metabolita MBP u urinu iznosilaf298 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 (2D%8 u preglednom radu sumirali da su
ELRPRQLWRULQJ VWXGLMH aLURP VYHWD L]PHULOHIONRQFHQV
ng/mL (medijalne vrednosti).

1.6.3. Metabolizam dibutil -ftalata

Craig i Ziv-*D O QDYRGH £D RUDEDQNR XQHEHQRJ '%3 HOHP

to uglavhom u obliku MBP6LOYD L VDUDGQLFL WYUGH GD VH RNR
SXWHP DSVRUEXMH X JDVWURLQWHVWLQDOQRP WUDNWX RG
MBP i nbutanola 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
UD]JJUDGQMX QD PRQRHVWUH NRML SRWRP SRGOHaX SURFH
nastaju hidroksilisani i u mnogo manjoj meri (~8%) oksidovani monoeStiva( i sar., 2003;
.DUD piR®.M2D17; Wang i sar.,2d9 1D WDM QDpLQ VH "%3 PHWDEROLA&H
se monoestri i hidroksi oksi-monoestri konjugujsaglukuronidmaili sulfatima(.DUDpRQML L V
2017; Wangisar.,, 2089 , QHNRQMXJRYDQL L NRQMXJRYDQL REOLFL |
putem urina i fecesa. DUDPpRQML L 3WRIOXALYRW IWDODWQLK GLHVWDUL
manje od 24 hwWang i sar., 2018, dok Genuws i saradnici (2012) tvrde da iznosi manje od 5 h.

164. SHIXODWLYD L RIUDQLPpHQMD Ydagtde QD ]|D XSRWUHEX GLEX

‘%3 MH RG VWUDQH (&+$ VWDYOMHQ QD OLVWX VXSVW
autorizaciju Candidate List of substances of very high concern for Authorigatiewopska
Komisija je u decembru 2018. godine donela Regulativu (EU) 2018/2005 u kojoj je istaknuto da
A"%3 SUHGVWDYOMD QHSULKYDWOMLY UL]JLN SR OMXGVNR ]Gl
GRGDWQR MH RJUDQLPLOD XSRWUHEX '"%3 WDNR GD RVLP LJU
ELOR UHJXOLVDQR REXKYDWD L RVWDOH SURL]JYRGH X] GLULI
RG XNXSQH WH aIConiniSiorRRgIRLGMD (EU) 2018/2005 2YR RJIJUDQLpPpHQMFE
RGQRVL VDPR QD '"%3 YHU QD XNXSDQ JELU pHWLUL QDMpHa
materijala.
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8SRWUHED '"%3 X NR]J]PHWLpPpNLP SURL]JYRGLPD MH YHUO ]D
Australije i zemalja Evropske Unij€(aig i Ziv-Gal, 2018).

1.6.5. Dibutil-lT WDODW NDR HQGRNULQL RPHWDD

JYWDODWL VX NDR L %3% SUHSR]QDWL NDR ('& ]DWR a
HQGRNULQRJ VLVWHPD O0ODULDQD L VDU =ERJ WRJD MH
koji ispoljava na nivou reproduktivnog sistema. Caporossi i saradnici (2021) su merili nivo MBP u
XULQX aHQD L XND]DOL QD VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQR SRY
SRUHPHUDMLPD X RYXODFLML L HQGRNULQLP SDUDPHWULP!
HSLGHPLRORANLK VWXGLMD VX XND]DOL QD YH]X L]JPHYyX SU
SRMDYH HQGRPHWULR]H NUDUHJ WUDMDQMD WUXGQRUH L .
SURPHQD X RYDULMXPVNRM UH]JHUYL EURMD RRFLWD SULOI
LVWUDALYDQMD VX SURFHQLOD GD '%3 X NRQFHQWUDFLMI
WHPQRVWLPD UHPHWL IROLNXORJHQH]X NDR L ILJLRORJLM
7TDPpQLMH "%3 QMPRQMXIMIBURJIJHVWHURQD  NARYWHLI IVYWOL RXY'IRA KK F
(FSH) i smanjuje broDQWUXPVNLK IROLNXOD NRGGalH2)18). Pered toyaD & U
VWXGLMH VSURYHGHQH QD PRGHOX PLAHYD L SDFRYD VX SR
SRMDYX UD]JOLPpLWLK UHSURGXNWLY Q L4aD 2R PddddMdvedeRIG S R\
studijasprovedenitin vivo LV W U BaravedeqaMiislovima vitro VX WDNRYH XJODYQ
fokusirana na ispitivanje efekata DBP na nivou reproduktivnog sistema. Tako je pokazano da DBP
XWLpH QD IXQNFLMX 6HUWROLMHYLK O0HOLMD =KRX L VDU
JUDQXOR]D UHOLMD MDMQLND $Gvitd. StudifaDsprovedenana Xuliy OR Y L |
DQWUXPVNLK |R®O ugibXMii@adn wtkcd jd Yookazala da izlaganje DBP smanjuje rast
DQWUXPVNLK IROLNXOD NDR L GD LVSROMDYD SRYHUDQX FL\

(SLGHPLROR&NH VWXGLMH NRMH VX LVSLWLYDOH XWLFL
XRpLOH GD MH SRYHUDQMH NRQFHQWUDFLMH '%3 SUDUHQR
SDGNH L VDU SRUHG WRJD "%3 SRGVWLpPpH UD]YRM LC
PRWLOQRVW L PRELOQRVW VSHUPDWR]JRLGD ODULDQD L VDL
VWXGLMH NRMH VX GHWHNWRYDOH QLAH NRQFHQWUDFLMH "
LIPHYyX L]JORAHQRVWL '%3 L UHSURGXNWLYQLK SRUHPHUDM

koncentracijeovog ftalata 5 DGNH L VDU B3RUHG WRJD QHNROLNR
NRQFHQWUDFLMH WHVWRVWHURQD NRG PXaNDUDFD VD UDV
IDYLVQRP PDQLUX 5DGNH L VDU 5HIXOWDWL QHNROLNF

PLAHYD L |HpHYD VX SRND]DOL GD L]ODJDQMH "%3 VPDQMXMEL
SDFRYD MH SRWYUYHQR GD "%3 L]D]LYD ILinas@sRsaN senfeiJ HP H (
vezikula, degenerativnih promena u testisima, blage hiperplagjggovih tHOLMD X VHPLQL
tubulama i degeneracije i atrofije tubula, kao i prisuswbd 8 H M HIGIWWPQ R WLY QLK UGHOL]
EURM L PRWLOQRVW VSHUPDWR]JRLGD VPDQMHQX LOL X S
seminifernih tulola i dr. (Czubacka i sar., 2021

1.6.6. Efekti dibutil -ftalata na nivou kardiovaskularnog sistema

7TRNVLPpQL HIHNWL "%3 QD QLYRX HQGRNULQRJ L UHSURC
RNYLUX PQRJREURMQLK HSLGH P Lspra/&iamhnk/ive Whxviird (@sterN DR L
sar., 2000; Mariana i sar., 2016; Wang i sar., 20X% i sar., 2019g dok su efekti ovog ftalata na
GUXJH VLVWHPH RUJDQD XNOMXpXMXuL L NDUQGticg DBHPN XODU
kao najzastupljenijeg ftalata, na kardiovaskularni sistem je ispitivan u mnogim studijama na
PLAHYLPD SDFRYLPD Q DusfoXim@nyitr®e (NDORLMDPBSXLGHPLRIOR&NLI
XVWDQRYOMHQD MH NRUHODFLMD L]PHYyX L]ODJDQMD RYRP IW
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i ateroskleroze (Chang i sar., 202Ba druge stranepodaci o DBP u kontekstu endotelne
disfunkcije i ateroskleroze su oskuddtiHy XWLP VYH YHUL EURM VWXGLMD XN
GD XWLpH QD IXQNFLMX NDUGLRYDVNXODUQRJ VLVWHPD L G
&DLUUDR 5HIXOWDWL HSLGHPLRORANLK VWXGLMD VX SF
IWDODWLPD L UDJ]YRMD DWHURVNOHUR]JH L .9% SRSXW LVKHP
NRG VWDULMLK ihVedanhiRa (Lirdl R GndP ZDTPWiberg i sar., 20145u i sar., 2019a;

E :DQJ L vDU OHyX UHWNLP HNVSHULPHQWDOQLP G
kardiovaskularni sistem su rezultati koje sbjavili Wang i saradnici. Oni su ukazali na to da
NRQFHQWUDFLMH '"%3 NRMH VX SULVXWQH X ALYRWQRM VUF
humanim makro@LPD :DQJ L VDU AaWR GRSULQRVL UD]JYRMX
YRGL ND .9% 2VLP WRJD SRVWRMH VWER3GBVRHGLRRH RG&QRN
SULVXVWYD PHWDEROLWD '"%3 L GUXJLK IWDODWD X VHUXPX
SRUHPHUDMD SRSXW LQVXOLQVNH UH]JLVWHQFLMH GLVOLSL
ODULDQD L &DLUUDR D NRML VSDGDMX PHYyX QDM]QDpDN

Broj studijasprovedenihnQ D HQ G RW H O @ uskviinkid Lt RdfeDsu za cilj imale
LVSLWLYDQMH XWLFDMD IWDODWD QD IXQNFLMX RYLK UHOL
SRGDFL R XWLFDMX '"(+3 L QMHJRYRJ PHWDEROLWD GRN VX
GRVWXSQRM OLWHUDWXUL HIHNDW "%3 MH GR VDGD SUDUHC
(Kruger i sar., 2012) i endometrijuma (Bredhult i sar., 2007). Tako su Kriger i saradnici (2012)
SRND]DOL GD L]ODJDQMH HQGRWHOQH UHOLMVNH OLQLMH
SUROLIHUDFLMH UHOLMD L FLWRWRNVLPQRVWL ILDR-6. GR S|
%UHGKXOW L VDUDGLQLFL VX QD OLQLML KXPDQLK HQC
SRND]DOL GD '%3 VPDQMXMH SUROLIHUDFLMX 0GHOLMD 8 QD
HNVSHULPHQWDOQH UH]XOWDWH L]ODJDQMD KXPDQH PDI
QDQRPRODUQLP NRQFHQWUDFLMDPD '"%3 X WUDMDQMX RG p
GRELMHQLK SRGDWDND X FLOMX LGHQWLILNDFLMH VLJQDOQL
EROHVWL NRG pRYHND NRMH VH PRJX GRYHR/OREANXLFHMNH WD R
XWYUYVHQR GD "%3 SRWHOILIWDI /MdGRBIQAMXMH PLIUDFLMX HQGRW
GD SRYhvVoORNR za integrine., GHQWLILNRYDQH VX WUL QDMYDAaQLM]|
mogu dovesti u vezu sa izlaganjem DBP i vaskularnom disfunkcijom: kardiovaskularne bolesti,
FHUHEURYDVNXODUQH EROHVWL L EROHVWL LPXQVNRJ VLVW
SUHGVWDYOMD IDNWRU UL]JLND ]D SRMDYX UD]OLpLWLK EROH
-Ra MHGDQ ]1QDpDMDQ SRGDWDN R HIHNWLPD '"%3 QD QLYRX k
VWXGLMH .RQJ L VDUDGQLND NRML VX SRND]DOL GD DNX
koncentracijama DBP dovodi d8 R Y gisdv@anja O X p MO DX UHOLMVNL PHGLMXF
]JDWLP NRULAUHQ NDR KHPRDW U DhowobBitiwP-ID UHJUXWRYDQMH K

'R VDGD QLMH RSLVDQ WDpDQ PHKDQL]DP WRNVLPQRJ XV
ostalih bolesti koje nastaju usled disfunkcije vaskularnog endotela. Osim jedne studije koja je
LVSLWLYDOD HIHNWH '%3 QD SRMDYX KLSHUWHQ]LMH NRG PI
nedostaju podaci igtudija sprovedeniim vivoi in vitro koji bi objasnili mehanizam delovanja DBP
na vaskularni emotel, a to znanje je neophodnadi razumeanja efekata i opasnostizlaganja
vaskularnog sistema ovom ftalatu. Prethodnim radom (Stanic i sar., 2022R WHN A]DJUH
SRYUGaLQX3 RYH WHPH WH XWLFDM "%3 QD HQGRWHOQH UHOL
XRpDYD MDVQD SRWUHED |]D VYHREXKYDWQLP LVWUDALYDQMI
UHOLMH VD SRVHHEBE@URNDNFHQWRMHQDHOLMD QLVNLP NRQFHQ
]D FLOM GD X HNVSHULPHQWDOQLP XVORYLPD LPLWLUD UHDC
VDGD QLVX RSLVDQL VLIQDOQL SXWHYL NRML VH DNWLYLUDN
'%3 2YDNYD LVWUDALYDQMD EL GRSULQHOD SURALULYDQMX
nivou humanog endotela i kardiovaskularnog sistema u celini.
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2. Ciljevi

U ovoj doktorskoj disertaciji su ispitivareéfekti dugotrajnogi kratkotrajnogizlaganja
KXPDQH HQGRWHOQH UHOLMVNIH]OR QR KM L ( $dHcemirsdBVBRARFQ L P
L "%3 6 WLP X YH]L SRVWDYOMHQD VX pHWLUL FLOMD LVWUL

Ispitati efekat dugotrajnog izlaganja odabranin koncentracijjma BPA na funkcijske i
molekulske odgovore KXPDQLK HQGRWHOQLKHWDEROLESKX\DNWLYQR'
YHIJLYDQMH PRQRFLWD YH]LY DB ®jtidppstljiost GtakinjgROSPILNQ D F L M L
relativna ekspresija gerza ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin proteine N O M X\@E&vanju monocita
kao i eNOS, enzimodgovonog za sintezu NQekspresijaokludina i ZGQ1, proteinakoji imaju
XORJX X RGUADYDQMX LQWHJULWHWD SROXSURSXVWOMLYH H

Ispitati efekat kratkotrajnog izlaganjaodabranim koncentracijama BPAa funkcijskei
molekulske odgovore KXPDQLK HQGRWHOQLK HWDEROLESX\DNWLYQR'
YHILYDQMH PRQRFLWD YH]LY DR ®irvpDetljidobt StadnjeROSPIINDU D F L M L
relativna ekspresija gena za ICAM VCAM-1, E-selektini eNOS kao i relativna ekspresija i
aktivacijaMMP-1, MMP-2 i MMP-9, enzimaNR ML XpHVWY X GMX. GNHLJIRJHD E B RUM 1L X
PLJUDFLMX HQ GeRspésiaaRludnali HOL FbBeban akcenat je stavlj@a ispitivanje
uloge receptor&R i GPER i signalnih putevRI3K/Akt i ERK1/2 ustvaranjuNO.

Ispitati efekat dugotrajnogizlaganja odabranim koncentracijani2BP na funkcijske i
molekulske dgovore KXPDQLK HQGRWHOQLKeWBERMDpNDKDNWLYQRYV
vezivanje monocitavezivanje ]|D aH O D W L Q U HPQidpsHjikddiDstvaranjeROS i NO,
angiogeneza u uslovima vitro, relativha ekspresija gena ®@AM-1, VCAM-1 i E-selektin kao i
eNOSi VEGFR-2, VEGFA i VE-kadherin koji imaju ulogu u angiogengekspresijaokludina i
ZO-1.

Ispitati efekat kratkotrajnog izlaganjaodabranim koncentracijama DBP rfankcijske i
molekulske odgovore humanih HQ GRWH O GAKy92BHPHMWDEROLPpND DNWLYQR®
YHILYDQMH PRQRFLWD YH]LY DR ®irvpDetljidobt StadnjeROSH INDUDF L ML
angiogeneza u uslovimia vitro, relativna ekspresija gena za ICAM VCAM-1 i E-selektin,
eNOS,VEGFR-2, VEGFA i VE-kadherinkao i relativha ekspresija i aktivacija MME MMP-2 i
MMP-9, ekspresija okludina i ZQ. Poseban akcenat je stavljen na ispitivanje uloge recefpi®iia
GPER i signalnih puteva PI3K/Akt i ERK1/2 u stvaraNiQ.
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3. Materijal i i metode

3.1. Hemikalije

%3% KHPLMVND pLVWRUD - '%93 KHPLMVND pLVWRUD -
Medium (DMEM) sa 4 mM Lglutaminom i 4,5 g/L glukoze, medijum RPNB40 sa 2 mM L
glutaminom, 25 mMpuferomHEPES(N-2-hidroksietilpiperazirN-2-etansulfonska kiselina)4,5
g/L glukoze, rastvor penicilina (1@0 IU/mL) i streptomicina (10 mg/mL), sulforodamin B (SRB),
WULKORUVLUUHWQD N-&Nfoksid MBSOy, &dtrijuntelbdeddwdt @eng. sodium
dodecyl sulfate SDS), natrijurrazid, natrijumdeoksiholat, natrijuapiruvat, natrijumfluorid,
natjum RUWRYDQDGDW HWLOHQGLDPLQWHWUDVLUUHD®@D NLVI
DOEXPLQ L] JRYHYHavineerxPadbuminQd6$ AHODWLQ SRUHNORP L
UDVWYRU +DQNVY %DODQ FH Gzosobijanat (FFTG)ddkstranqFORQ) My 61 L Q
N'D  -dihlerodihidrofluoresceirdiacetat (H'&)'$ ILEURQHNWLQ L] JRYHYH SO
u 0,05 MpuferuTris, pH 7,5), Coomassie Brilliant Blue (CBB)-Z50, Triton %100, inhibitori
proteazaRoche Complete EDTA U H H -nitta8l -argininmetil-estar (-NAME), ICI 182,780,

U0126,i vortmanin su nabavljeni od SignaOGULFK &KHPLH *PE+ 6WHLQKHLF
Lonza (Walkersville, MD, SAD) je nabavljen 0,4% rastvor tripan plavog (éngpan blué u

1D&O 6WHULOQL |IHW Dfét&) hovine ¥ariyrEBS)HHERPESsuUplEndenHAT
(5 mM natrijumthipoksantin, 20 uM aminopterin, 0,8 mM timidin), TNF N D OAVH Bi€rce
BCA Protein Assay Kit, SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, SeeBlue Plus2
Prestained Protein Standard, reagens TRIzol i reagens alamdBDad 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 RI-gPCR su nabavljeni od Applied
Biosystems (Foster City, CA, SAD). Inhibitor-% je kupljen od Tocris/Bid echne (Minneapolis,

MN, SAD), dok je Cultrex Reduced Growth Factor Basement Membrane Extract, PathClear kupljen
od R&D Systems/Bio7THFKQH OLQQHDSROLV 01 6% 3ULPDUQR ]JHpM
H126 MH QDEDYOMHQR RG J)LQH7HVW :XKDQ .LQD GRN MH S
fosfoH126 VSHFLILPQR GHWHNWXMH IRVIRULODFLMXhédi®26 QD
JLVKHU 6FLHQWLILF :DOWKDP 0% 6% BULPDUQD -AMipMD S
(Ser473), Akt i fosfeS 0%$3. (5. L SULPDUQR JHpMH PRQRNOR:
gliceraldehid3-fosfat dehidrogenazg GAPDH) su kuplieni od Cell Signaling Technology
'‘DQYHUV 0% 6% BULPDUQR PL&A&MH PRQRNORQVNR DQWLWtLE
antitelo protiv ERK2 su kupljeni od Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, SAD), dok je primarno
kozje monoklonsko antitelo protiv Z0 od Abcam (Cambridge, UK). Sekundarna antitela vezana
]D SHURNVLGD]X UHQD L WR SURWLY PL&AMLK ]JHpMiR&dL NR]I
(Hercules, CA, SAD)VECTASHIELD® PLUS Antifade Mounting Medium with DAPiabavljen
je odVector Laboratories (Newark, CSAD). 2VWDOH KHPLNDOLMH VX ELOH DQL

32. *DMHQMH UHOLMD X NXOWXUL
3.21. GHOLMYV NEB.hgOR® L M D

GHOLMVND OLQLMD ujidaj kiaikdtrgjivbg Nakuthog)dhgatafdd KUR QLpP QR J
L]IODJDQMD %3$ L '%3 MH NRQWLQXATCOTRL2920, WwMwWat®or) L Q L M D
QDVWDOD IX]LMRP +89(& VD NORQRP NRQWLQXLUDQH UGHOLM
A549 rezistentnim na tioguanin nakon izlaganja polietidggikolu (Edgell i sar., 183). EA.hy926
UHOLMH VOXMNMR PRUIRORJLML HSLWHOQH DGKHUHQWQH UHC
NRQWLQXLUDQL MHGQRVORM ($ K\ UHOLMH LVSROMDYD
karakteristike humanih makrovaskularnih endoteliilid OEdgdl i sar, 1990 Ahn i sar, 1995,
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DOL |]D UD]JOLNX RG SULPDUQLK HQGRWHOQLK UHOLMD LPDMX
te stoga predstavljaju pogodan model za ispitivanja funkcijskih i molekulskih promena na
HQGRWHOQ Lslaviha@nwbd PODURPLWR WRNRP GXaHJ YUHPHQVNR.

Slika3.1.,]JJOHG ($ K\  (HOLMD SRG LQYHUWQLP VYHWORVQL
GHOLMH VX NRQIOXHQWQH $ a L % a

($ K\ UHOLMH VX JDMHQH X jWwbklbja®u@urdPu DMEN 8aRIBLP D N
g/L glukoze i 4 mM Lglutaminom kome su dodwvare VOHGHUH NRPSRQHQWH
penicilin-streptomicin, 1,5 g NaHC$ 0,11 g/L natrijurpiruvat, 10 mM HEPES i 4% HAT.
OHGLMXP VD VYLP GRGDWLP NRPSRQHQWDPD UH VH X GDOMH
GHOLMH VX ]D SR WitajddugbtlapM@ldganiaD QMBQH X VWHULOQLP 10DV
25 cnt (T-25), dok su za potredeatkotrainih WUHWPDQD JDMHQH X VWHULOQLP
cn? (T- GHOLMH X 10DV NR YdikkDbatoru, dddrdyel Kphiroksafigh uslovimana
temperaturiod 37C X YODAaQRM DWPRWHGLMXP MEPHQMDQ VYDND
WRNRP SDVDALUDQMD UHOLMD OHOLMH VX SBRIM&IAUDE HI @D\
3DVDALUDQMH MH ]DSRpPLQMDQR XNODQNMBQMMP VB GLMXPL]LIR
rastvorapuferisamg fosfatnim puferom (engphosphatebuffered salinePBS; 140 mM NaCl, 27
mM KCI, 10 mM NaHPQ, 1,8 mM KHPQy, pH 7,4) u cilju uklanjanja ostataka medijuma i FBS
NRML VDGUAL LQKLELWRUH WULSVLQD 8 FLOMX RGOHSOMLYI
0,25% rastvora tripst(' 7 $ P/ NDGD VX UHOLMH J23 60Qddno2 hih Rad& RY L F
su gajene u flaskovima-T X NRP VX UHOLMH L QRXEILRDNDRMH aWPR. Q¥ >XQ I H
RGOHSLOH X IODVN MH GRGDYDQD SXWD YHUD ]DSUHPLQELC
rastvora tripsiFEDTA, dakle 2,5 mL kompletnog medijuma u flask%, odnosno 5 mL u flask-T

6XVSHQ]LMD UHOLMD MH SRWRP KRPRJHQL]JRYDQD SURY(
prebacivana u tubu i centrifugirana 5 min na 4@0Supernatant je potom uklanjan iz tube, a talog
UHOLMD UHVXVSHQGRYDQ X VYHAHP NRPSOHWQRP PHGLMXPX
25, odnosno 10 mL kada su gajene u flaskovima T %URM UGUHOLMD X VXVSHQ]LML
TBE (eng.trypan blue exclusion assayNRML VH |]DVQLYD QD WRPH GD PUWY
NRMLK MH QDUX&dHQ LQWHJULWHW UHOLMVNH PHPEUDQH XVY
ALYH YLWDOQH UHOLMH RVWDMX QHRERMHQH 5DVWYRU WUL:?

RGQRVX D SRWRP MH L]GYDMDQ DOLNYRW ERMHQH VXVSHEH
komore (engNeubauer chamber KHPRFLWRPHWUD &4LYH UHOLMH VX EURMI
XYHUDQMX [ QD LQYHUWQRP VYHWORVQRP PLNURVNRSX ¢

POQRA&HQMHP VUHGQMH YUHGQRVWL EURMD UHOLMD X “REH NF
7TRNRP LJUDGH GLVHUWDFLMH MH QDEDYOMHQ DXWRPDWVNL |
EURMDpD WDNR aWR MH DOLNYRW ERMHQH VXVSHQ]JLMH RG

EURMDpHP MH SRWRP RGUHYLYDQ EURM ALYLK GUHOLMD X P/
brojanja je u flaskove -R5 prebacivano po 0,45 x4@HOLMD ]D pHWLUL GDG@D X NX
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UHOLMD ]D WUL GDQD X NXOWXUL X XNXSQRM J]DSUHRLQL NEF

VX (UHOL M HotréhstitQtidjnpbizlaganja UHOLMD % 3% L '"%3 WH VX QDL
RVWDYOMDQH X LQNXEDWRUX NDNR EL VH ]JDOHSLOH ]D GQF
WUHWPDQL SUHPD SURWRNROX RSLVDQRP X SRWSRJODYO!
NUDWNRWUDMQRJ L]ODJDQMD iHTIphtacivaB®ph 1,9x3AVHHO X M D D VN
PHWLUL GDQD X NXMWXMD [DIIWUL[GDQD X NXOWXUL

322. GHOLMVNB3OLQLMD

8 MH NRQWLQXLUDQD UHOLMVND OLQLMD KXPDQLK F
HNVSHULPHQWLPD X NRMLPD MH LVSLWLYDQR YH]JLYDQMH P
gajene u suspenziji na temperaturi o0d@7 X YODAQRM DW PRWmedijumuwRPM &2
1640 sa 4,5 g/L glukoze i doeanLP VOHGHULP NRPSRQHQWDPD - ) % €
streptomicin, 2,2 g/L NaHC& 0,11 g/L natrjumSLUXYDW (O0HOLMH VX SDVDALUD
gustinuod 1,5x 19-2x1¢ tHOLMD SR P/ WDNR aWR MH VXVSHQ]LMD
300y D SRWRP MH WDORJ UHOLMD UHVXVSHQGRYDQ X VYHAa
RGUHYyLYDQ NDR awWwR MH RSLVDQR X SRWSRJODYOMX
HNVSHULPHQWD D GHR MH YUDUDQ X 0@DY M DX SR \WW DQ LF LROG
SURSDJDFLMH UHOLMVNH NXOWXUH

33. ,JODJDQMH ($ K\ (HOLMD-BlamiIHQROX $ L GLEXW
3.3.1. Dugotrajno LJODJDQMH ($ K\  UHOLMD-ftEtM IHQROX $ L GLEXWI

($ K\ UHOLMH L] NULRWXELFD SRUHNORP RG WUL LOL
odmrzavare za potrebedugotrajinpogL]ODJDQMD UHOLMD %3% LOL '%3 UHGR
flaskovima ¥ WRNRP GYH QHGHOMH QD QDpPLQ RSLVDQ X SRWSR
VYDNRJ SRMH G LWQM\p RERd byOsIRV N IBW L25 +jgddh \eNoiedStavijao kontrolni
IODVN D UHOLMH X SUHRVWDOD WUL IODVND VX L]ODJDQH UL
MH RG VYDNH NULRWXELFH GRELMHQD SR MHGQD NRQWUROC
SR WUL LOL pHWLUL QH]DYLVQD SRQDYOMDQMD ELRORAND
flaskova u eksperimentu bio 12 za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajila@yDJDQMD ($ K\ a
%3% RGQRVQR ]D HNVSHULPHQW X NRP VX GHOLMH L]ODJDC
SXWD QHGHOMQR XWRUNRP L SHWNRP NDBGI45MHGXIHODMBR)
redom.

Za potrebe dugotrajnog izlagan{gs K\ UHOLMD %3% UHOLMH NRMH VX
VX GLUHNWQR X IODVNX ELOH L]ODJDQH UDVWYDUDPpX D
bile izlagane odabranim koncentracijama BRAO® M, 108 M i 107 M. Radni rastvori BPA su
SUDYOMHQL WDNR aWadhcdindladtedriase (228 2@IMal, res¥8ren u apsolutnom
HWDQROX X WUL VXNFHVLYQD UD]JEODAHQMD SUL pHPX VX GF
104 M, 10° M i 10® M BPA. Radni rastvori su prilikom dodavanja ttrmna u flaskove
UDJEODALYDQL X NRP SOOMHpMKQMR Rndmith®dnbeXtrRta 101, 108 M i 10° M
BPA. Koncentracija apsolutnog etanola u kontroli je odgovarala koncentraciji u svim tretmanima i
nije prelazila 0,1%.
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Slika 3.2. AHPDWVNL SULNB]KUDVBRGHMWM L] NULRWXELF Bugstrajfod® VNR Y |
L]1ODJDQMD UHOLMD RGDEUDQLP NRQFtd@WWw®d ML B VD 1ELMIHQROD
Slika je kreirana u programu BioRendattps://www.biorender.coin

ZapotrebedugotrajnogL]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD "%3 UHOLMH NRI
VX GLUHNWQR X IODVNX ELOH L]JODJDQH UDVWYDUDpX
izlagane odabranim koncentracijama DBR0° M, 108 M i 10' 0 6XNFHVLYQLP UD]EOD
RVOQRYQRJ UDVWYRUD '"%3 0 X '062 VX SULSUHPDQLCL
koncentracija: 2 x &M, 2 x 10° M i 2 x 10° M DBP. Radni rastvori su prilikom dodavanja
WUHWPDQD X IODVNRYH UD]E O D & 000p@4 dXfindRiR IS acenvadijR B0 P H G L
M, 108 M i 10° M DBP. Koncentracija DMSO u kontroli odgovarala je koncentraciji u svim
tretmanima i nije prelazila 0,05%.

Tokom dugotrajnogL]ODJD QM D il tiafahjividal 194 BeleljpDBP u trajanju od 12
nedelja, ($ K\ UHOLMH VX L]ODJDQH QDQRPRODUQLP NRWQFHQW!
108 M i 10" M u kompletnom medijumu) iU D V W YkDripRtaX medijum sa 0,1% apsolutnim
HWDQRORP RGQRVQR '062 pHWLUL SXWD QHGHOMOQR
XWRUNRP L SHWNRP L GYD SXWD WRNRP JDMHQMD UHOLMD L
WDM QDpPpLQ Mugotsamypiavi@nmdoWIRODIJIDQMH UGHOLMD %3%$ L '"%3 VI
eksperimentalnim uslovima imitira reanK URQLPQRAHQURMHPQRI pRYHND RY
Tretmani su utorkompetkom X TODVNRYH GRGDYDQL K QDNRQ SDVDAaLUI
HIHNDW WUHWPDQD QD YHJLYDQMH UHOLMD ]D SRGORJX

Koncentracije BPA su odab DQH QD RVQRYX UHDOQH LJ]ORAHQRVWL
RNUXAHQMX L QD RVQRYX GHWHNWRYDQLK NRQFHQWUDFLMD
populacije Kaddar i sar., 2009regledni rad Vandenberg i sar., 20B@isnack, 2014pregledni
rad Jalal i sar.2018). Koncentracija BPA od M je uzmanD NDR JRUQML OLPLW RG
NRQFHQWUDFLMD NRMD VH PRAH SULPHQLWL NDR QLVND NI
uslovimain vitro (Wetherill i sar., 2007).

Koncentracije DBP suodab DQH QD RVQRYX UHDOQH LJORAHQRVWL
(Reddy i sar., 200a@46gbergi sar., 2008 i prisustva MBP, glavnog metabolita DBP, u humanoj
plazmi i urinu Gilva i sar., 2003Becker i sar., 2009Saravanabhavan i sar., 2013gens i sar.,

2014; Gomez Ramos i sar., 201Boncentracija DBP od 10M je uzimanaza gornji limit koji se
VPDWUD QLVNRP NRQFHQWUDFLMRP ]D SRiWWkte,Eid uzoBuJiayY Ry H (
princip primenjen kod studija sa BPA (Wetherill i sar., 2007).
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332. .UDWNRWUDMQR L]ODJDQMH ($ K\ -ftalei©OLMD ELVIHQROX $

Za potrebe ispitivanja uticajeatkotrajnogL]ODJDQMD ($ K\ UHQOQH@DMAI3 Y A
JDMHQH X IODVNRYLPD X VWDQGDUGQLP XVORYLPD D SUL S
UHOLMVNH NXOWXUH LOL 3HWUL SRVXGH JGH VX SRWRP L]O
($ K\ UHOLMH VX JD M HARUKokplenDriv MérliumB kakad je prethodno opisano u
SRWSRJODYOMX OHOLMH VX SDVDALUDQH GYD SXWD QH
IODVN ]D SRWUHEH SURSDJDFLMH (HNQBMINHOXKDW XUMG R®D
VX ]D SRWUHEH NUDWNRWUDMQLK L]ODJDQMD VDYyHQH SRQH(
LOL 3HWUL SRVXGH D ]JDWLP VX QDNRQ K X PHGLMXP GRGD
opisanom u narednim pasusima.

=D SRWUHEH NUDWNRWUDMQRJ L]OHODK)NDNRMHK\ VX 08O
NRQWUROX VX X EXQDULULPD RGJRYDUDMXuUH SORpH ]D UHO
UDVWYDUDpPX DSVROXWQL HWDQRO GRN VX SUHRVWI
koncentracijama BPA+10’ M, 10°Mi10° 0 5DGQL UDVWYRUL %3$%$ VX SUDYO
bYUVWD WWmoBnmaVmagE2B,29 g/mol, rastvaran u apsoluthom etanolu u tri sukcesivha
UD]JEOD&HQMD SUL pHPX VX GRELMHQD WUENDBRYDIGMVWYRU
%3% 5DGQL UDVWYRUL VX SULOLNRP GRGDYDQMD WUHWRPI
kompletnom medijumu .000 puta do finalnih koncentracija 8aM, 10°® M i 107 M BPA.
Koncentracija apsolutnog etanola u kontroli je odgovarala koncentraciji u svim tretmanima i nije
prelazila 0,1%.

Za potrebe kratkotrajnog izlaganj ($ K\ GUHOLMBOLMH NRMH VX SUI
NRQWUROX VX X EXQDULULPD RGIJRYDUDMXUH SORpH ]D UHO
UDVWYDUDpPpX '062 GRN VX SUHRVWDOH JUXSH UGHOLMD
DBP +10°M, 10°M i10* 0 6XNFHVLYQLP UD]JEODALYDQMHP RVQRYQR.
'062 VX SULSUHPDQD WUL UDGQD UDVWWRUDIOY® G HAFMK NRQF
'%3 5DGQL UDVWYRUL VX SULOLNRP GRGDYDQMD WUHWPD
kompletnom medijumu .200 puta do finalnih koncentracija 4aM, 10° M i 10® M DBP.
Koncentracija DMSO u kontroli odgovarala je koncentraciji u svim tretmanima i nije prelazila
0,05%.

($ K\ UHOLMH VX L]JODJDQH RGDEUDQLP NRQFHQWUDFLI
do 48 h, u zavisnosti od postavke eksperiméd&daljnije opisano u narednim poglavljimaa
SRWUHEH HNVSHULPHQDWD X NRMLPD VX ($odabrane SHOLMH
koncentracije BPA koje odgovaraju akutnom trovanju ljudi ili izlaganju ovom EDC u posebnim
okolnostima (neonatalna intenzivna nega, pacijenti na dijalizi, industrijski radnici i dr.) (Krieter i
VDU 3RVQDFN .RQFHQWUDFLMH "%3 NRMH VX NRU
($ K\ UHOLMH NUDWNRWUDMQR L]ODJDQH VX YLAH RG IL]JLR
VX OMXGL UXWLQVNL L]JORAHQL X ALYRWQRP RNUXaHQMX |
koncentracije odgovaraju koncentracijama DBP kojima industrijski i drugi radnici mogu biti
SURIHVLRQDOQR L]ORAHQL QD UDGQRP PHVWX -RKQV L VDU

34. ,VSLWLYDQMH PHWDEROLPNH DNWLYQRV®WL 0HOL

Za procenuUFLWRWRNVLPpQRVWL RGDEUDQkdfimal sfuQugdirgrwilu DF LM C
kratkotrajno izlagaa ($ K\ I ORMLAUHQ MH WHVW &Dedf BeMasRivDaD P D L
detekciji fluorescentnog signala redukovane boje alama@®@udeJ HVD]XULQD NRML SRW
PHWDEROLpPpNL DNWLYQLK UHOLMD 5HVD]XULQ MH MHGLQMHQ
RNVLGRYDQRP REOLNX 1DN rR€QzUXO &\Uétikupe daLrézerufingl, Gedinjdéhja
crvene boje koje odlikuje visok nivo fluorescencije. Merenjem fluorescencije mogu se detektovati
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SURPHQH X PHWDEROLPpNRM DNWLYQRVWL UHOLMD D &WR V|
UHO LB XUl GMDDEXOQH UHOLMH PHWDEROLpPpNL DNWLYQLMH

=D SRWUHEH LVSLWLYDQMD XWLFDMD GXJRWUDMQRJ
NRQFHQWUDFLMDPD %3%$ L 'A% RD YUMOEMEBQWRYVW]UPDQMDL] \
QDNRQ GYH pHWLUL RVDP GYDQDHVW L pHWUQDHVW QHG
GYDQDHVW QHGHOMD L]ODJDQMD '%3 D |DWUIERIWODYMDRHK X SO
NRPSOHWQRJ PHGLMXPD X RVDP EXQDULUD 1DNRC @HSOMFE
SRVWRMHUL PHGLMXP X RGJRYDUDMXULP EXQDULULPD MH GR
%3% RGQRVQR '"%3 L RGIJRYDUDMXUH NRQWUROH GD EL VH ¢
WUHWPDQD 3RVOH K PHGLMXP MH XNODQMDQ PXOWLNDQI
dodavano po 70 pL 10%astvoraboje alamarBlu€Ekoji je pripreman u komplethom medijumu.
SRUHG WRJD X RVDP EXQDULUD EH] UH @dstvota hojehlaB&BURED QD L
u komplethom medijumNDNR EL VH L]JPHULR IOXRUHVFHQWQL VLJQDO
zatim inkubirana 2 h u mraku na® QDNRQ pHJD VX UH]XOWXMXuUH 10X
IOXRULPHWUX 7KHUPR /DEV\VWHPYV J)OXRURVNDQ $VFHQW VD
WDODVQD GXAalLFB46iQN FLL WDRLIMH D  Gnx $20QiD. Sighal Warékldm od
alamarBlueE EH] UHOLMD RGX]LPDQ MH RG YUHGQRVWL GRELMH
UHOLMDPD .YDQWLILNDFLMD GRELMHQLK UH]XOWDWD XUDY
NRQWUROX UDpXQDWD VUHGQMD YUHGQRVW IOXRUHVFHQW
($ K\ UHQ e NDR SURFHQDW PHWDEROLpPpNH DNWLYQRVWL

=D SRWUHEH LVSLWLYDQMD XWLFDMD NUDWNRWUDMQ
NRQFHQWUDFLMDPD %3$ ljaZ8/ak DetiharM KoBttodQ K@ Rvp ¥ HVCD EXQI
VDyHQ@R2 x 16 UHOLMD X —/ NRPSOHWQRJ PHGLMXPD X RVD
SRVWRMHUL PHGLMXP X RGJRYDUDPMX (=P EX]JEDWLAHEIDK MUHD G®
%3% RGQRVQR %3 L RGJRYDUDMXUH NRQWUROH NDNR EL VH
WUHWPDQD 3RVOH L K PHGLMXP MH SDaOMLYR XNODQN
VYDNL EXQDULU GRGD YatgRbgdalamarBlieEu komplethom medijumu. U
VYDNL HNVSHULPHQW MH XNOMXpH QIemlodr&rie Hgjée MdmarBI@ | O X R L
NDR aWR MH RSLVDQR X SUHWKRGQRP SDVXVX ,]JPHUHQ MH
NYDQWLILNDFLMD GRE L MprethadtodpispQDV D@ D XUDYHQD QD

35. ,VSLWLYDQMH YH]JLYDQMD PRQRFLWD ]D HQGRWH

Za procenu uticaja dugotrainog NUDWNRWUDMQRJ L]O DodébamihD ($ K
koncentraciima BPA i DBP QD YH]JLYDQMH PRQRFLWD NRUL aridh&itdM H W H
8 ]D MHGQRVORM HQGRWHOQLK UHOLMD 7HVW VH ]DVQLYL
RG 8 UHOLMD REHOHAHQLK IOXRUHVFHQWQRP ERMRP ND(
($ K\ tHOLMD OHUHQMHP IOXRUHVFHQFLMH RGQRVQR RGU
GHWHNWRYDWL SURPHQH X KHPRDWUDNFLML PRQRFLWD RG
GRYHVWL X YH]X VD DNWLYDFLMRP HQGRWHOQLK UGHOLMD

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog. ]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD
NRQFHQWUDFLMDPD %3%$ L '"%3 QD YH]LYDQMH (BRKQR F LW D L] H\
su uzimane iz svakog flaska nakon,mdvetL. pHWU QD HY®D QHIGMD MIB$ RGQRVC
devet i dvanaest nedella]ODJDQMD '%3 D ]JDWLP VDYyHQH X 3HWUL SRV
tekstu: 35 mm posude), 0,75 xX*10HOLMD X P/ NRPSOHWQRJ PHGLMXPD &
OHSOMHQMD UHOLMD°XX OWWUBRDVWRMHIG PHAQMXP X RGJRYDUD
MH GRGDYDQR SR P/ UDJEODAHQLK UDGQLK UDVWYRUD %3
EL VH GRELOH RGJRYDUDMXUH ILQDOQH N RdQdotrefpvdthiariL M H W
nastavipnQL X SORPDPD QDUHGQLK K 8 HNVSHULPHQYdHa VD %
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($ K\ UHOLMD ]DVDYHQR GYD VHWD SRVXGD RGQRVQR RG \
PP SRVXGH 'UXJL VHW SRVXGD MH RVLP aWR MH L]ODJ
stimulisan saproinflamaijskim citokinom TNF-. X NRQFHQWUDFLMAX RXlde G P/
monociti vezuju za endot€) H U H @sloWhié inflamacijeStimulacija sa TNF. MH WUDMD O D
LIYRYHQMD HNVSHULP H QwiocitRUBEY R R HR. & DNYIDA@AVHDL. QR P $0

8 UHOLMH VX REHOHADYDQH IOXRUHVFHQWQRP ERMRP
HNVSHULPHQWD WDNR aWR MH RGJRY DUTM vastioré hbfe MaldekhO L M D
AM. .RULAUMKR / NDOFHLQ $0 NRQFHQWUDFLMH -1840 Béz X P/
seruma za 10 x fOUHOLMD GD Hnhalnd HorBeRtEakiia Doje of J P/ NROLpPLQD
SUHURBPXQWDSUDP EURMD 8 UHOLMD SRWUHEQLK ]D L]JYRY!
inkubaciie tHOLMH VX FHQWULIXgJLUORHUQPMWD QW MH[SRWRP XNO
tri puta rastvorom PBS, po 5 mL u svakom ispiranju, kako bi se isprala nevezana boja kalcein AM.

, JPHYX LVSLUDQMD VX UHOLMH RHNaKéw hdskednjédDsPitdngu B HQ LOIH
resuspendovane u medijumu RRMI40 sa 10% FBS (2 x §00HOLMD MH UHVXVSHQGF
PHGLMXPD |JDSUHPLQD PHGLMXPD MH SUHUDpPXQDYDQD VSUD
mm posudama su ispirane dva puta rastvorom HBRSB,/ SR SRVXGL QDNRQ pHJD |
8 UHOLMD REHOHAHQLK ERMRP NDOFHLQ $0 GRGDYDQD SUH
x 10° 8 UHOLMD SR SRVXGL 3ORpH VXCSNukdRiBtekaQritubacije) D Q H
SORpH VX LVSLUDQH GYD SXWD UDVWYRURP +%66 P/ SR
monocita. Nakon poslednjeg ispiranja je u svaku 35 mm posudu dodavano po 1 mL rastvora HBSS.
SRWRP VX IOXRUHVFHQWQR REHOHA&HQH 8 UHOLMH YH]DQH
IOXRUHVFHQWQRP PLNURVNRSX $[LR ,PDJHU $ =HLVV KL
RGJRYDUDMXuUHJ ILOWHUD ),7& .YDQWLILNDFLMD GRELMH
programa NIH Image Jhftps://Image J.nih.gov/ QD WDM QDpLQ aWR VX QD
IOXRUHVHFHQWQRJ PLNURVNRSD EURMDQH 8 UHOLMH REHC
VYDNL WUHWPDQ L NRQWUROX MH UDpXQDWD VUHGQMD YUHG
PRQRFLWD ]D MHGQRYV O RdMaGIR) GID\W HOURKH QB@L B D LIWOBMD N
($ K\ UHOLMH X RGQRVX QD NRQWUROX

=D SRWUHEH LVSLWLYDQMD XWLFDMD NUDWNRWUDMAQ
NRQFHQWUDFLMDPD %3$ L '%3 QD YH]LYDQMH z® fakRrEtmaD [D N
i kontrolu je X PP SRVXGH VDyHQIRHGRMD X[ P/ NRPSOHWQRJ PHC
PP SRVXGD |]D VYDNL WUHWPDQ |]D RGUHYLYDQMH YH]LY
PLNURVNRSD LOL MH X SORpX VD 4 [EX@IDWDR i VDYHQRPSR
PHGLMXPD SR EXQDULUD |D VYDNL WUHWPDQ |]D RGUHYLYD
S3RVXGH L SORpH VX SRWRP RGQ&kdD22 H, iX3%h Qi posuda\drultlaq)dn
PHGLMXP L GRGDYDQR MH SR P/ RGIJRYDUDMXuULK WUHWPD(
GRN MH L] SORpD VD EXQDULUD WDNRYH XNODQMDQ PHGLI
WUHWPDQD %3% LOL "%3 X NRPSOHWQRP PHGLMXPX 3RVXGH
tako da je izlaganje BPA trajat8 h, a izlaganje DBP 24 h. U pojedinim eksperimentima sa DBP,
JGH MH WR QD]QDpPHQR ($ K\ U HOLM Ha\anagohiRfRER ICI PLQ S
182,780 (5 pM),antagonistom GPERG-15 (5 pM), inhibitorom MEK1/2 U0126 (5 pM) i
inhibitorom PI3K vortmanirom —0 3R LVWHNX WUHWPDQD VX 8 UHC
NDOFHLQ $0 QHSRVUHGQR SUHG L]YRethd@MRIE M D % Q@ NMBIQFRH Q VBIR
VWDYOMDQH SUHNR MHGQRVORMD ($ K\1(° iHOLMD XRSR VPG BF
ili05x10° UHOLMD SR MHGQRP EXQDULUX SORpH VDCutBEX@DULUD
odlh SRVXGH L SORpH VX LVSLUDQH GYD SXWD UDVWYRURP +¢
MHGQRP EXQDULUX SORpH VD EXQDULUD X FLOMX XNO
IOXRUHVFHOW®R RIEWQM&A YH]DQH ]D MHGQRVORM ($ K\ at
IRWRJUDILVDQH QD IOXRUHVFHQWQRP PLNURVNRSX YBDUGREL
opisano IQWHQ]JLWHW IOXRUHVFHQFLMH X & GaRfludril&ruVibermo EX QD
IDEV\VWHPYV )YOXRURVNDQ $VFHQW VD SUHWKRGQR SRGHaH
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HNVFLWDFLM®P L WDODVQD &£&X338Qm. kiantifikadjaHezultata dobijenih

SRPRUX IOXRULPHWUD UDYyHQD MH QD WDM QDpXD BWER WUWHH
YUHGQRVW IOXRUHVFHQWQRJ VLIQDOD SRUHNORP RG YH]DQL
NDOFHLQ $0 D SRWRP MH YH]JLYDQMH PRQRFLWD ]D MHGQR\
8 UHOLMD NRMH VX VH YH]DOH ]D ($ K\ UHOLMH X RGQRVX

36. ,VSLWLYDQMH YH]LYDQMD UHOLMD ]D aHODWLQ

Za procenu uticaja odabranih koncentracija BPA i DBPvezivaneHQGRWHOQLK UH
komponente ECMNRUL&EUHQ MH V$HRAW YieHOY®HOVMDN L Q

Za potrebe ispitivanjadugotrajnog efekta @ EDC na vezivanjeendotelnih GHOLMD ]D
proteineECM, ($ K\ UHOLMH VX X]LPDQH L] VYDNRJ IODVND QDNI
L]IODJDQMD %3$ RGQRVQR WUL idlegdna DBRH YoHWE xL20G N O QND Bl VRAG
VYDNRJ IODVND OGHOLMH VX ]DWL® QDHINORNU h HXAIDL WMHQWX S A U@ O
7TDORJ UHOLMD MH UHVXVSHQGRYDQ X P/ UDVWYRUD 3%6 S
1,25 mL pufera za adhezijDMEM bez seruma, pH 7,4, sa 0,5% BSA, 1 mM GaCimM MgCh
i02mMMnCk 8 SXIHU ]D DGKH]JLMX VX SUH GRGDYDQMD uUHOLNMN
NDNR EL VH L]ODJDQMH QDVWDYLOR L WRNRP HNVSHULPHQW
MH VDYHQR X SORpH VD EXQDULUD NRMH VX SUHWKRGQR
SRGUD]XPHYDOR VOHGHUH GDQ SUH HNVSHULPHQWD VX EXQ
0,5 mL 1% rastvora AHODWLQD GRGDYDQR X VYDNL EXQDULU L RV\
WHPSHUDWXUL 1DNRQ LQNXEDFLMH MH aHODWLQ XNODQMDQ
VREQRM WHPSHUDWXUL %XQDULUL VX SRWRP LVSLUDQL UD\
XSRWUHEH 1D GDQ HNVSHULPHQWD SORpH VX EORNLUDQH |
%ORNLUDQMH MH WUDMDOR QDMPDQMH K QDNRQ pHJD MH
3%6 P/ SR EXQDULUX =DWLP MH SRHEXQDULiX YDNROROD\
SXIHUD ]D DGKH]JLMX 30ORpH VX (5RajaMuPodL3D Ni¥hE NakbnQislek® D
LOQNXEDFLMH OHOLMH VX WUL SXWD SDAOMLYR LVSLUDQH bp
IRWRJUDILVDQH QD LQYHUWQRP VYHWORVQRP PLNURVNRSX
NYDQWLILNRYDQ SRPRUX WHVWD VD ERMRP 65% zREQAM[@ QR X
LIUDAHQR NDR SURFHQDW ($ K\ UHOLMD NRMH VX VH YH]DO|

Za potrebe ispitivanj&ratkotrajn@ delovanja BPA i DBP na $ K\ teH @jihtwvo
vezivanje z&komponentEeCM, ]|D VYDNL WUHWPDQ L NRQWUROX MH X Pl
UHOLMD X P/ NRPSOHWQRJ PHGLMXPD SR SRVXGL MHGQD
GDQD MH X SRVXGH GRGDYDQR SR P/ RGJRYDUDMXUuULK WUHV
X] SUHWKRGQR XNODQMDQMH SRVWRMHUHJ PHGLMXPD L] SR
dva puta rastvorom PBS u zapremini od 2 mL, a zatim je dodavano 0,5 mL tripsina po posudi.
OHOLMH VX X UDVWYRUX WULS® INakn lis@haXtkubaj€ i posude @ QD
dodavano po 1,5 mL kompletnog medijuma kako bi se zaustavilo delovanje tripsina. Suspenzija
UHOLMD MH PHaADQD QHNROLNR SXWD SURYODPHQMHPgNUR] S
Nakon centrifugiranjje XNODQMDQ VXSHUQDWDQW WDORJ UHOLMD MH
zatim ponovo centrifugiran 5 min na 40@ x 6 XSHUQDWDQW MH SRWRP XNOI
UHVXVSHQGRYDQ X P/ SXIHUD ]D DGKH]LMXuHG®IOMM W N X SR
u poseban set tubica, a zapremina je dopunjena do 1,5 mL puferom za adheziju. U pufer za adheziju
VD VXVSHQ]JLMRP UHOLMD VX GRGDYDQL L RGJRYDUDMXUL WI
HNVSHULPHQWD 3R P/ VXVSHQ]J]LMH GHOLMD X SXIHUX ]D DC
x10° tHOLMD SR EXQDULUX NRMH VX SUHWKRGQR REOR&HQH
3%6 SR JRUH RSLVDQRP SURWRNROX °“GuURjprju &tD30SHVWNRKEDNL Q N X
LVWHND LQNXEDFLMH UHOLMH VX WUL SXWD SDAaOMLYR LVSL
IRWRJUDILVDQH QD LQYHUWQRP VYHWORVQRP PLNURVNRSX
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SRPRUX WHVWD VD ERMRP 65% RSLVDQRzXEGWNIBGDLYOBMXHQR N
SURFHQDW ($ K\ UHOLMD NRMH VX VH YH]DOH |]D aHODWLQ >

3.7. 2GUHyLYDQMH EURMD UHOLMD WHVWRP VD ERMRI

7THVW VH ]DVQLYD QD WRPH a@&WR RGUHYHQL DPLQRNLVH
QHJDWLYQR RERMHQL OMXELpDVWL DPLQRNVDQWLQ VXOIRU
NROLpLQX ERMH SD VDPLP WLP VSHNWURIRWRPHWULMVNL I
YUHGQRVW 7HVW MH UDYHQ SR SUHWKROOGMMNRLURELVDQRP SU
RGUHYHQH L]JPHQH 8 FLOMX RGUHYyLYDQMD EURMD UHOLMD X
1 hnad4C NRULAUHQMHP 7&% SULSUBPXQNRXOLKWODG QRAM G +¢
]JIDSUHPLQH PHGLM daRIB pX0R25XrQLDulBS ink posude ili polzb X EXQDULUH SO
VD EXQBRLUDXY UAHWNX SURFRHWD 7IENWIIHURREODQMD Q:2Q,¥SLUD C
mL po posudi, odnosno 1QiL SR EXQDULUX D ]DWLP VX UHOLMH ERMHQI
VLUIHWQRM NLVHOLQL KofMdgovakh G RSRIPYIMD M NORSQULHRIQQH P HG
GRGDYDQMD ERMH SORpPpH VX LQNXELUDQH PLQ QD VREQR
ERMH LVSLUDQMHP SHW SXWD NOSWILIHOM @R POENX. Y BIOLQKR PO9H] P
boja je zatim rastvarana u 0,5 miL50 uL 10 mM Tris baze (pH 10,5). 1z svake 35 mm posjale
SR P/ SUHEDFLYDQR X EXQDULUD SORpH VD EXQDULUD
EXQDULUD RGQRVQR RG VYDNH WUHWLUDQH JUXSH UHOLMI
7KHUPR /DEV\VWHPV OXOWLVFDQ® (; QP W DG DNVOHRMW GRAL QLD
2 QP .RQDPpQD YUHGQRVW VLIJQDOD MH L]UDpXQDMBE NDR |
As90).

38 ,VSLWLYDQMH PLJUDFLMH GHOLMD

Uticaj dugotrajnogi kratkotrajnog izlaganja odabranim koncentracijama BPA i DBP na
sposobnostP LJUDFLMH ($ kspitiv DIH MIHMBRPRUX GYH PHWRGH 7HVW
(eng.woundhealing assay MH NRULAUHQ ]D SRWUHEH L Vigiatkolrajio@ MD X'
LIODJDQMD %3%$ NDR L NUDWNRWUDMQRJ L]ODJDQMD '"%3 QD
ispitivanja uticaja dugotrajnogt]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD '%3 NRUL&AUHQ
Transwell sistemu.

38.1. ,VSLWLYDQMH PLJUDFLMH GHOLMD WHVWRP A]DUDVWDQM

OHWRGD VH ]DVQLYD QD SUDUHQMX &ctaic Rdjd $é HormaikhO L M D
SRYODPHQMHP VWHULOQRJ QDVWDYND NUR] NRQIOXd#€QWDQ V
GRQMH VWUDQH SORpPH VD EXQDULUD PDUNHURP SRYXpHQ
GHILQLVDQD REODVW X YLGQRP SROMX X RNYLUX NRMH iH Vt

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog. ]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD
koncentracijama BPA na migracjji $ K\ UHOLMH VX X]LPDQH L] VYDNRJ IO
PHWUQDHVYWO QHIEHWIM P3$ D ]DWLP VDYHQH X°SIGIRMLM IV X E/
NRPSOHWQRJ PHGLMXPD SR MHGDQ EXQDULUO RG VYDNRJ IOL
na 37C, QD SRVWRMHUL PHGLMXP X RGJRYDUDMXULP EXQDULUL
UDGQLK UDVWYRUD %3%$ LOL DSVROXWQRJ HWDQROD GD EL
tretmana i kontrole. Nakon 24 h, medijum je uklanjan, a potom je formiran vertikalan prorez
SRYODpHQMHP VWHULOQRJ QDVWDYND RG —/ NUR] VUHC
formiranja povrede odyjene od podloge su ispirane tri puta medijumom bez seruma, 1 mL po
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EXQDULUX D ]DWLP VX UHOLMH VD QRYRIRUPLUDQRP SRYUH
mikroskopom (2 ili 4 fotografije po povredi). Nakon toga je medijum bez seruma uklanjan, a u

EXQDULUH MH GRGDYDQR SR P/ RGJRYDUDMXULK WUHWP
NRPSOHWQRP PHGLMXPX 30RpH VX ]DWL PotGykafijeDs¥ @avidy@® H X

QDpPpLQMHQH SRVOH K QDNRQ d8WR VX UHOLMH PLJULUDOF
VPHUQLFH X FLOMX IRWRJUDILVDQMD LVWLK PHVWD NDR L
povredu. Kvantifikacijia "t JUDFLMH RGUHYVL YDWIWHV BQUNREB HQ RYDU H\G H*

NRULAUHQMHP SURJUHDIndage J.MDgdH QD WDM QDpLQ WR MH (
PHUHQR UDVWRMDQMH L]PHYX LYLFH UHOLMD VD REH VWUDQ
WUDMDQMX RG K =D NYDQWLILNDFLM Xekéhja poReidgéatijHZaD V U F
VYDNL WUHWPDQ L NRQWUROX L]UDpXQDWD «_ VUHGQMD YUF
SRYUHGH QD SRpHWNX L QDNRQ &aWR VX UHOLMH PLJULUDO
($ K\ UHOLMD NRMH VX PLJULUDOH X RGQRVX QD NRQWURO:

=D SRWUHEH LVSLWLYDQMD XWLFDMD NUDWNRWUDMQ
NRQFHQWUDFLMDPD %3$ L '%3 QD]PLVYDRL MXUHQ/PRWHORRK V
VD EXQDULUD VDyHQRMPRX [P/ NRPSOHWQRJ PHGLMXPD SR
VYDNL WUHWPDQ 6OHGHUHJ GDQD VX UHOLMH LVSLUDQH GYC
D IDWLP VX X EXQDULUH GRGDYDQL RGJRYDUDMXuUuL WUHWPD
EXQDULUX 8 SRMHGLQLP HNVSHULPHQWLPD VD '"%3 JGH MH \
min pretretirane sa: ICI 182,780 (10 uM);X5 (5 pM), U0126 (5 uM), vortmanom (1 pM) i L-
NAME (100 pM), inhibitorom NOS Nakon 24h, medijum je uklanjan, a potom je formiran
YHUWLNDODQ SURUH] NUR] VUHGLAQML VORM UHOLMD SUHPD
prilikom formiranja povrede odvojene od podloge su ispirane tri puta medijumom bez seruma, 1
P/ SR EXQDULUX D ]DWLP VX UHOLMH VD QRYRIRUPLUDQRP
svetlosnim mikroskopom (2 ili 4 fotografije po povredi). Nakon toga je medijum bez seruma
XNODQMDQ D X EXQDULUH MH GRGDYDQR SR P/ RGJRYDUDN
X PHGLMXPX EH] VHUXPD 3O0ORpH VX ]DYCLPotdgafifeY GokbRoQ H X
QDpPpLQMHQH SRVOH K QDNRQ aWR VX UHOLMH PLJULUDOF
VPHUQLFH . YDQWLILNDFLMD PLJUDFLMH MH XUDVYHQD QD QDF}

382. sSLWLYDQMH PLJUDFLMH UHOLMD X 7UDQVZHOO VLVWHPX

OHWRGD |D SUDUHQMH PLJUDFLMH GHOLMD NUR] SRUR]JQX
7UDQVZHOO SORpH X GRQML RGHOMDN X NRP VH QDOD]L SRW
i modifikovana Boyden Chamber tehnika.

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnod ]JODJDQMD ($ K\ GHOLMD
koncentracijama DBP na migracijy $ K\ UHOLMH VX X]LPDQH L] VYDNRJ |
devet i dvanaest nedella]ODJDQMD '%3 D JDWLP VDYyHQH X JRUQMH R
EXQDULUD YHOLPLQD>SRODMD—¥ PIPHGLMXPD EH] VHUXPD
VYDNL IODVN 8 GRQMH RGHOMNH 7UDQVZHOO SORpPH MH GR
NRQWUROH X PHGLMXPX EH] VHUXPD 7UDQVZHODNR@QRJIHY M&H|
inkubacije, medijum je uklanjan iz oba odeljka, a odeljci su zatim ispirani dva puta rastvorom PBS,

P/ SR RGHOMNX O0HOLMH NRMH QLVX PLJULUDOH NUR] |
XNODQMDQH VD JRUQMH SRYUALQH PHPEUDQH 3RWRP VX RE
3%6 P/ SR RGHOMNX D ]DWLP VX UGHOLMH ILNVLUDQH UDV!
SR EXQDULUOX PLQ QD VREQRM WHPSHUDWXUL 2ED RGHC(
UDVWYRURP 3%6 P/ SR RGHOMNX GD EL VH XNORQLR Y
ILNVLUDQLP GUHOLMDPD MH SRWRP SDAOMLYR LVHFDQD VNDC
SORpLFX WDNR GD GRQMD vwuUDQD PHPEUDQH EXGH RNUHQX'
SR NDSL UDVWYRUD ]D REXMBSIQBLE:Z POOSRNRHWIF W@BELUMH 1OXR L
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ERMX '$3, OHPEUDQD MH SRWRP ]DAWLUHQD SRNURYQLP VW]
OHSOMHQL SR LYLFDPD SURYLGQLP ODNRP ]D QRNWH ND
VECTASHIELD(PLUSL LVXaLYDQMH PHPEUDQH 2YDNR SULSUHPDQH
ostavljane na«C, |DaAWLUHQH RG VYHWOD GR SUDYOMHQMD IRWRJ
Zeiss $[LR ,PDJHU $ .RULAUHQMHP RGJRYDUDMXuUHJ ILOWHUL
membranu je napravijeno ¥0 I RWRJUDILMD QDVXPLPpQR RGDEUDQLK Y
PLJUDFLMH MH XUDYHQD NRULa uhtesMkdeSWiR.ddy/DPmD W DM, IDIH. (
VX QD IRWRJUDILMDPD VD IOXRUHVHFHQWQRJ PLNURVNRSD
ERMRP '$3, =D VYDNL WUHWPDQ L NRQWRNRD X UDLpND DN\R DI H_W?
kroz membranu, a potom je migracifa] lhxda NDR SURFHQDW ($ K\ UHOLMD N
odnosu na kontrolu.

3.9. 2GUHYVYLYDQM Hnarikdmih YGRWDMIR S U R W H 1AGI D] DWI_RP/RNF
zimografije

=LPRJUDILMD SUHGVWDYOMD PHWRGX ]D PHUHQMH DNW
SULPHQX X GHWHNFLML L NYDQWLILNDFLML DNWLYQRVWL UL
DQDOL]L VSHFLILPQRVWL HQ ghZnia drayné Sawtovel BriyLelfeni IBAK®IM L Y R

.XQGDSXU .ODVLpQD L QDMpH&UH SULPHQMHQD ]L
Osnova ove tehnike je SH®liakrilamid gel elektroforeza (SBS $ * ( 5D]OLND L]PH
zimografije i SD$3%$*( VH RJOHGD X WRPH &&WR VH X JLPRJUDILML X
VXSVWUDW NRML SURWHD]D RG LQWHUHVD GHJUDGLUD WRNF
GDWRJ HQJLPHMYGLSYDOD 6XSVWUDWQD HOHNWURIRUH]D
X UD]JGYDMDMXuL JHO RVLP NO-DB$EPQLBNRRIP SRRGDMWH. [DVE&"
AHODWLQD &4HODWLQVND JLPRJUDILMD VH NRULVWL ]D GHWH
pre svega enzima MMP poput MMPi MMP-9, dok se u manjoj meri mogu detektovati i neke
druge forme MMP.

=LPRJUDILMRP MH PHUHQD HQJLPVND DNWLYtQBNeW 003 N
PHGLMXP =LPRJUDILMD QLMH UDyHQD X RNXYOLIDXQMDS (WK Y D Qi\
RGDEUDQLP NRQFHQWUDFLMDPD %3$% L '%3 QD UD]JOLPLWH IX
VHUXP L] PHGLMXPD X NRP VX UHOLMH JDMHQH WRNRP RYLK
GDMX OD&AQR SRJLWLYQH UH]XOWDWH ,] WRJ UDJORJD MH |JLP
VX ($ K\ UHOLMH NUDWNRWUDMQR L]ODJDQH RGDEUDQLP N
seruma.

=D SRWUHEH LVSLWLYDQMD XWLFDMD NUDWNRWUDMAQ
koncentracijama BPA i DBP na aktivnost MMPHGLMXP MH X]JLPDQ L] SORpD X
PLIJUDFLMD ($ K\ UHOLMD RSLVDQR X SRWSRJODYOMX
NUDWNRWUDMQRJ L]IODJDQMD %3% QD PLJUDFLMX ($ K\ uUHO
UHOLMH L]|CDXOQHQDOQQRM NRQFHQWUDFLML RG QJ P/ X W
PHGLMXPD MH SUHGVWDYOMDR SR]JLWLYQX NRQWUROX 6D
NRULAUHQMHP NRORQD ]D S UPH@énriiugal DFtét HDeviges 5 A& 2dn
%LRVHSDUDWLRQV 0% 6% SUHPD XSXWVWYLPD SURL]YRYDYp
PHGLMXPD ]D HOHNWURIRUH]X [ NRQFHQWURYDQL SXIHU EH
u odnosu 1:1, tako dsu finalne koncentracije u svakom uzorkanosile 62,5 mM TrisHCI, pH
6,8, 2% SDS, 10% glicerol i 0,01% bromofelBIODYR 2YDNR SULSUHPDQL X]JRUF
]D QDWLYQX HOHNWURIRUH]X QD SROLDNULODPLGQRP JHOX |
koncentraciji od 1 mg/mL.

5DGQL UDVWYRU aHODWLQD MH SULSUHPDQ QD WDM QD
rastvaran u dbfD na 68C X] NRQVWDQWQR PHaADQMH WDNR GD MH ILC
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mg/mL. Gel za elektroforezu se sastojao od dela za koncentrovanje uzoraka (3% gel: 4,575 mL
dH0, 1,875 mL 0,5 M TriddCl, pH 6,8, 75 pL 10% SDS, 0,9975 mL 30% akrilamid/bis
akrilamida, 37,5 puL 10% amonijwuperailfata, 7,5 uL TEMED) i dela za razdvajanje uzoraka (10%
JHO NRSROLPHUL]JRYDQ VD aHODWLQRP P/ UDGQIRpH UDV W"
8,8, 82,5 pL 50% glicerola, 82,5 uL 10% SDS, 3,5 mL 30% akrilamiedkidamida, 50 uL 10%
amonijum persulfata, 5 yl TEMED).

BHGQDNH ]J]DSUHPL®H X]JRWXNRDOLYDQH X EXQDULUH R
SROLDNULODPLGQRJ JHOD NDR L SURWHLQVNL PDUNHU X ]D'
u strujnom kolu pri konstantnom naponu od 100 V u MPROTEAN Tetra Cell aparatu za
elektroforezu Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, SAla 4°C tokom 12A40 min. Nakon
elektroforeze, gel je prvo ispiran 1 h u rastvoru za ispiranje (2,5% Trid80X50 mM Tris, pH
74,5mMCaGlilpM zZnCl,  X] NRQVWDQWQR PHADQMH L |DPHQX UDVW
ispiranja, gel je kratkespirandH20O, a zatim inkubiran u puferu za inkubaciju (50 mM Tris, pH 7,4,

5 mM CaCs, 1 pM ZnChk i 0,01% natrijumazid) na 37C tokom 40 h. Po isteku inkubacijgel je

ERMHQ X UDVWYRUX |]D ERMHQMH &% % * X HWDQRO X
PLQ QD VRERM WHPSHUDWXUL X] NRQVWDQWQR PH&A&DQMH
REH]JERMDYDQMH HWDQRO L VLUOUHWQD NLVHOLQD X] [

sve dok se nisu pojavile obezbojene trake na tamnoj pozadini gela. U tom trenutku je obezbojavanje
]IDXVWDYOMDQR GRGDYDQMHP UDVWYRUD VLUUHWQH NLVH
QRULQDDGL UHKLGUDWDFLMH *HO MH SRWRP IRWRJUDILVDC
System (Thermo Scientific), a intenzitet prosvetljenih traka na gelu koji odgovara intenzitetu

HQJLPVNH DNWLYQRVWL X X]J]RUFLPD MH NYDQWtigd/MkayeD Q SR

J.nih.govj.

3.10. ,VSLWLYDQMH SURSXVWOMLYRVWL MHGQRVORMD

Uticaj dugotrajnogL. NUDWNRWUDMQRJ L]JODJDQMD ($ K\ UHOLI
BPA i DBP na integritet i propustljivost konfluentnog jednoslojgh tHOLMD LVSLWLYDQ
Transwell sistema. Metoda se sastoji u ispitivanju prolaska fluorescentnog molekula FITC

dekstranavelike molekulskemase ) 0z N'D NUR] PHYyXUHOLMVNL SUR'
MHGQRVORMD HQGRWHOQLK UHOLMD L NUR] SRUR]JQX SROLN
SORpH X GRQML RGHOMDN VOLND 1D RVQRYX LQWHQ]LW

procenjuje uticaj tretmana na integritet endotelne barijere.

Slika 3.3. 4aHPDWVNL SULND] HNVSHULPHQWDOQRJ SULVWXSD X LVSL)
UHOLMD X 7UDQVZHOO VLVWHRND@YDNRRQ DAXIRW WD MD ($ K\
koncentracijama bisfenola A i dibufilalata. Slika je kreirana u programu BioRender
(https://www.biorender.coim

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog. ]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD
NRQFHQWUDFLMDPD %3% L '"%3 QD SURSXVWOMLY,RAMO2ER QIO X
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UHOLMH VX X]LPDQH L] VYDNRJ I10DVIND DQDNQORD I4RB38 LRIBHMRY C
devet i dvanaest nedell@]ODJDQMD '%3 D ]DWLP VDYHQH QD SRYUA&LC
JRUQMHJ RGHOMND 7UDQVZHOO SORpPH VD EMHIO WD DX YHBP
NRPSOHWQRJ PHGLMXPD SR GYD EXQDULUD ]D VYDNL IODVN
UHOLMD REODJDQH ILEURQHNWLQRP QD WDM QDpPLQ a4WR MH
GRGDYDQR QD JR UIQN\DX ESRRYDMVE QAIX PHIRPEUDQH 30RpPH VX ]DW
VREQRM WHPSHUDWXUL QDNRQ pHJD MH ILE prexipéh vpisgn X N O L
QDpUDPNRQ OHSOMHQMD uHOEW B HG WOV DIEVMSO RCMLKRQENOD
JRUQML L GRQML RGHOMDN 7UDQVZHOO SORpH GRGDYDQR
OHOLMH VX JDMHQH QDUHGQLK SHW GR @aHVW GDQD X] ]DPH!¢
VYDND GYD GR WUL GDQD VYH GRN QLMH XVSRVWDYOMHQ |
endotelin vivo 3RWRP VX 7UDQVZHOO SORpPH LVSLUDQH GYD SXWI
odeljka. 1z gornjih odeljaka je uklanjan HBSS, zatim je u svaki odeljak dodavano po 0,3 mL HBSS,

D QDNRQ WRJD P/ UDVWYRUD +%66 VD )' NRQFHQWUDFLM
ILQDOQD NRQFHQWUDFLMD )' L]J]QRVLOD PJ P/ 7UDQVZHOO
QDNRQ PLQ SUHEDFLYDQR SR —/ PHGLMXPD L] GRQMLF

EXQDULUH FUQH SORpH V potom EEr@DitddziieD floordddeMddhtogvsignala.

Fluorescencija je merena na fluorimetru Thermo Labsystems Fluoroskan Ascent sa prethodno
SRGHAHQLP W DIDAD/ QWP ODRNAQ D GXatQDQHPNVFW\W DBVMID G XaLC(
em—538 Nm.

=D SRWUHEH LVSLWLYDQMD XWLFDMD NUDWNRWUDMQ
NRQFHQWUDFLMDPD %3% L "%3 QD SURSXVWOMLY,RBAMOZER QIO X
UHOLMH VX VDYyHQH QD SRYU&GLQX SROLNDUERQDWQH PHPEL
EXQDULUD YHOLPLQD SRHDLMD—®P P/INRPSOHWQRJ PHGLM)
]D VYDNL WUHWPDQ 3ROLNDUERQDWQH PHPEUDQH VX SUH V
RSLVDQ X SUHWKRGQRP SDVXVX OGHOLMH VX JDMHQH QDUHG
X] IDPHQX PHGLMXPD QD VYDND GYD GR WUL GDQD VYH GRN
SUHGVWDYOMD JXVWX VHOHNWLYQR SURSXVWOMLYX EDULM
RGJRYDUDMXuUHP UDVWYDUDpPX L WULPD NRQFHQWUDFLMDPD
awR MH X JRUQML L GRQML RGHOMDN 7UDQVZHOO SORpPH G
NRQWUROH OHOLMH VX L]JODJDQH %33% L '"%%3 X WUDMDQMX RG
ispirane dva puta sa po 0,5 mL rastvora HBS®a odeljka. Dalji postupgje tekao po protokolu
opisanan u prehodnom pasusu.

311. 2GUHYLYDQMH QLYRD UHDNWLY @hdgensdJ VWD NLVHF
H2DCFDA

Nivo ROSjeRGUH\ RMRIX UHDEHOWIRML MH SRGORMADODPARNV LG |
MH GREDU LQGLNDWRU 5 2:6,] DWW RNDBRIpidnirDpEroksidimd,DNG- i u
manjoj merisa®@ q (VWHUD]H XQXW DU& )iI'd OG R DeihlatetmidnufXoresceina
&)+ pLPH VH UHGXNXMH SHUPHDELOQRVW RYRJ UHDJHQVL
UHOLMH UHDJXMH VD 526 SUL pHPX QDsiNMbilbtesteiv@®AR shO X R U
WDODVQRP GXALQRP HNYFLWMDFORHWORP G X&ERRP.HPLVLMH RC

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog. ]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD
koncentracijama BPA i DBP ravaranjeROS ($ K\ UHOLMH VX X]LPDQH L] VYD
SHW GHYHW L pHWDQODGMW Q3G HOMIRVQR WUL idapgaifd GHY
'%3 D ]DWLP VDYHQH X SORPXNWOLMEXQDULIDNRPSOHWQRJ P
EXQDULUD GYD EXQDULUD VX VOXAaLOD ]D VDAFDA. NakehEX &t
OHSOMHQMD UHOLMD 3C,VQOD ¥®DWWRKMRIGL KHQDMXP X RGJRYDI
GRGDYDQR SR —/ UDJEODAHQLK UDGQLK UDVWYRUD %3%$ R
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EL VH SRVWLJOH RGJRYDUDMXuUuH ILQDOQH NRQFHQWUNMAH MH
uklanjan multikanalnom pipetorQDNRQ pHJD VX SORpH LVSLUDQH GYD SX\
SR EXQDULUX 3ORpH VX ]DWLROMM & BaQdivremé. j@ pridrErdaw rddivof D

50y(MH'&)'$ X +%66 8 EXQDULUH ]D VOHSX SUREX MH J]DWLP GF
X SUHRVWDOH EXQDULUH GRGRYBOQRGCGHRPH VX/]|DWVW YLRWXELU
mraku na37C 1DNRQ LVWHND LQNXEDFLMH UHOLMH VX LVSLUDQ
EXQDULUX D QD NUDMX MH X VYDNL EXQDULU GRGDYDQR SR
MH PHUHQD QD IOXRULPHWUX 7KHUPR /DEV\VWHPYV )OXRURVN
GXaLQDPD WDODVQD xéd @D LHM\DRADWIFDL MEIX aEE3® niH.PLVLM
.YDQWLILNDFLMD GRELMHQLK UH]XOWDWD XUDYyHQD MH QD W
H'&)'$ EODQN SUYR RGX]LPDQ RG YUHGQRVVWICFOR B kdidril QL K X
VX GRELMHQH YUHGQRVWL QRUPDOL]JRYDQH QD EURM UHOL
RGUHYyLYDQ WHVWRP VD ERMRP 65% SUHPD SURWRNROX NRM
LIUDAHQD NDR SURFHQDW QLYRD 526 X RGQRVX QD NRQWURDO

=D SRWUHEH LVSLWLYDQMD XWLFDMD NUDWNRWUDMQ
koncentracijama BPA i DBP nsatvaranjeROS ($ K\ UHOLMH VX VDYyHQH X GY
EXQDULUD MHGQD SORpD ]D WUHWPDQ RG PLQ GUXJD SO
NRQWUROX MH X SORpPpX VD ‘EHQDLIMDIDX VDYHQRBRSOHWQR
GYDQDHVW EXQDULUD pHWLUL EXQDULUD VX VOXACEOA.]D VOF
IDNRQ K PHGLMXP L] EXQDULUD MH XNODQMDQ PXOWLNDQ

GYD SXWD PHGLMXPRP EH] VHUXPD —/ SR EXQ@bdplop¥ 1DN
MH GRGDYDQR SR —/ PHGLMXPD EH] VHUXPDCLNSOR4pHH VX R
X SORpX |D WUHWPDQH RG K MH QD SRVWRMHULK —/ PHC

—/ UD]JEODA&HQLK UDGQLK UDVWYRUD %3%$ RGQRVQR '%3 L
VHUXPD NDNR EL VH SRVWLJOH RGJRYDUDMXUH ILQDOQH NRQ
PXOWLNDQDOQRP SLSHWRP XNODQMDQ PHGLMXP D ]DWLP V

—/ SR EXQDULUX 30ORpH VX ]DWLRECmnJaDza BoQrdmX jeLpfditexam W R L
rastvor 50 y(M H'&)'$ X +%66 8 EXQDULUH ]D VOHSX SUREX MH J]DWL
GRN MH X SUHRVWDOH EXQDULUR'&REG BYORPR YX |DWLR DQWX
minumrakuna3CT 1DNRQ LVWHND LQNXEDFLMH MH QD 8EYAWSROMRHb HL
GRGDYDQR —/ UD]JEODAHQLK UDGQLK UDVWYRUD %3$%$ RGQF
B3ORpH VX |DWLP LOQNXELUDQGQH1DNRQ KXVRWDNX LQINXEDFLMH
SXWD UDVWYRURP +%66 —/ SR EXQDULUX D QD NUDMX M
PO +(3(6 S+ JOXRUHVFHQFLMD MH PHUHQD L EURM UGHOLM
je opisano u prethodnom pasusu.

3.12. 2 G U Hy L Kdbe@mittije nitrita metodom po Griessu

Uticaj dugotrajnogL NUDWNRWUDMQRJ L] O @alvapiv Bor(ceéntacijamai H O L |
BPA i DBP nastvaranjeNO ispitivan je posredno merenjem koncentracije nitrita, stabilnog
proizvodaoksidacije NO. Nivo akumuliranihitrita X PHGLMXPX MH RGUHYLYWDQ PHW
(eng. Griess test koja se zasniva na reakcijama nitrita sa sulfanilnom kiselinom (SAY1- N
QDIWLO HWLOHQGLDPLQRP 1(" QDNRQ NRMLK QDVWDMH REF
koncentracijinitrita u ispitivanim uzorcima.

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog. ]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD
koncentracijama BPA naivo nitrita, po 1 mL medijuma je uzimano direktno iz svakog flaska
QDNRQ SHW GHYHW U GMHWQDHYMWOQMDB HOMMDL SUHQR&HQR >
Ovako sakuphQL X]RUFL VX GDOMH SULSUHPDQL ]D PHUHQMH QLV
L]IODJDQMD VX UHOLMH X]LPDQH L] NRQWUROQLK IODWNRYD L
%3%$ D ]JDWLP VDYHQH X SORpPpH MO LMBXRDULRDNRPS$OHWQRJ
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bunarifu, po jedan bunaril =za svaki fI¥ask. N
postojeli medijum u odgovarajulim bunarili ma
BPA ili apsolutnog etanola kako bi se postigle finalne koncentracije tretmana ili kontrole. Narednog
dana je u odgo v aanahihitdr e-NAME o finaliioj kencedtadjisod 100 uM.

Nakon tri dana odr el i v a mititajy reedijknounZa @atrébe iaptivanpjaa a k
uticaja dugotrajnog z|1 aganj a EA. hy926 1| elija midoantiritaani m
EA. hy926 flelije su uzimane iz svakogizlahgadnjask a
DBP, a zatim salene u°bébijpasa @45bmbhapoli buna
za svaki flask. Nakon | epl j%€mjaa plossltiojjeel u me
odgovarajulim bunarilima je dodavano po 0,1 m
bi se postigle finalne koncentracije tretmana
nakon | ega je po 0,4 mL medijuma i1z svakog bu

Tubice sa sakupljenim medijumima su potom centrifugirane 5 mhQ0®® >g, na4°C. Za
pravljenje standardne Kkrive, na osnovw ukoj e
uzorcima, pripremani su standardni rastvori Nak&3pona koncentracija od 0,23d615,625 uM
U kompletnom medijumu sa odgovarajulim rastvsz
nitritanakon dugotrajnog z | aganj a EBPA, lngn@B08,09%eDMBQ za merenje nivoa
nititanak on izl aganja [elija DBP. U plolu sa 96
100 pL standardnih rastvora NahQuzoraka 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 wuzorke koji su izl agani |RBP).
Griessovog reagensa (5% orfosforna kiselina, 0,1% NED, 1% SA u ¢Bl) . Pl ol a |e
inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi zagti

merene na spektrofotometru Thermo Labsystems
osnovu vrednosti apsorbanci uzoraka i parametara standardnekave u nat a | aeitrileonc er
za svaki uzorak, a dobijene vrednosti su zatim normalizovane na koncentraciju proteina u uzorcima.
Koncentracija proteina je odrelivana tako gto
za liziranje, a potom je koncentracija proteina u lizatomé rivanaprema protokolu koji je opisan

u poglavlju 3.13. Koncentracijeitrita u uz or ci ma s u nititazpo @ preteira iliu O M
relativno, kao procenat nivaatrita u odnosu na kontrolu.

Za potrebe i spitivanj a uti caj a okabrartink ot r a
koncentracijam@PA i DBP nastvaranjenitrita, EA. hy 926 I elije su salene
04x16i elija u 1 mL kompletnog medijuma po bur
eksperimentima sa BPA lelije su izlagane 1 h
h i 48 h. Za potrebe izl dgaajaliebujaaBRAnuogt
puta rastvorom PBS, 1 mL po bunariiu, nakon |
seruma. Sledeieg dana je na vel postojeli med
radni h rastvora BPA i odgovarajule kontrole wu
trajanju od 24 ili 48 h, u danu nakon salenja
pl olama, a zatim je u odgovarajule bunariie d
i odgovarajule kontrole il1 1 mL razblagenih
pojedinim eksperimenti ma, gde je to nazsaal eno
ICI 182,780 (10 uM), G5 (10 puM) i vortmaniom (1 uM). Nakon isteka tretmana je po 1 mL
medi juma iz svakog bunarila prebacivano u ohl
min na 1000 xg, na4°C. Dal ji koraci, wukljulujuli dodav

standardne krive i dodavanje Griesgg re@ensa odvijali su se prema protokolapisanon u
prethodnonpasusu.
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313.0drelivanje koncentracije proteina m

Koncentraciija proteina u uzorci ma j e od
komercijalnog kompleta za odrelivanje protein

proizvolLal a. Metoda se bazira na reakciji ko
reakciju, redukciju Ct do Cu, odnosno helaciju bakra koju v
| e mu nastaje kompl eks svetl o pl ave boj e. U
bicinchoninic acid BCA) reaguje sa redukovanim katjonc
l jubi |l astu boju |0 s e i n thtps/avivw.teermofighartcomm o |
order/catalog/product/ 2325

Lelije u bunarilima su nakon wuzimanja med:
hladnim rastvorom PBSj2 mL po bunaril u. Nakon t ogid00j e u

ML pufera za liziranje koji se sastoji od RIPA pufera (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1% NR40, 0,5% natrijurrdeoksiholat, 0,1% SDS, pH 7,4) i koktela inhibitora proteaza. Posle

liziranja lelija u trajanju od 40 min u frigi
centrifugiran 10 min na 1@00 xg, na4°C. Po isteku centrifuguranja
duplikatu pipetirano po 10 pL standardnih rastvora proteina (raspona koncentrac@0R5
Og/ mL) i uz or akpufer&noza liziragjdRIPAneogmosuil:1 & alL uzoraka i 5 pL
pufera za liziranjR | P A) , | i me j e postignuto dvostruko r

bunarile dodavano po 200 OL reagensa BCA koji
50:1. Nakon inkubacije u trajanju od 30 min n&@Merene su apsorbance na spektrofotometru

Thermo Labsystems Multiscan EX na tal asnoj d
vrednosti apsorbanci uzor aka, par ametar a st
koncentracija proteina u svakom uzorku. Konce

314.0drelivanje angi mytmoneze u usl ovi ma

Uticaj dugotrajnogi kratkotrajnog izl aganja EA. hy9z:z
uslovimain vitro je ispitivan testom formiranja endotelnih tuba (Arnaoutova i Kleinman, 2010).
Test se zasniva na pralenju formiranja cevast
trodimenzionalnom matrikskoji po svom sastavu predstavlja rekonstituisanu bazalnu membranu
bez prisustva faktora r ast angiogenog poterxijale &8 2 mi o imto i
egzogenih supstanci u uslovinmavitro (Arnaoutova i sar., 2009).

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog z | aganj a EA. hy926 [ e
koncentracijama DBP na angiogenezu u uslovimaitro, na ledu je odmrzavan jedan alikvot
Cultrex ekstrakta dovoljan za 16 uzoraka. Cultrex je na temperaturama Bpod O] vr st om st
(zamrznut), na®@j e u t el nom 8Cpelazg wformudgel& Takan ra@ld su tubice,

kutije sa nastavci ma I plola sa 96 bunarilia
pogodan za nanogenje u plole. Dodavano je po
plole sa 96 bunarila, vodeii raluna da se ne
dodavano po 200 OL PBS. P I°Qultrajanju ed najmaaje 45 mia.iZa U
to vreme je telni Cultrex olvrsnuo u gel . Do
tretmani ma. EA. hy926 Ilelije su uzimane iz svVe
izl aganja DBP. Tubice daldijsapermsai jcemtirglhaujga r(a
sobnoj temperaturi. Nakon <centrifugiranja pa
dodavano po 0,5 mL rastvora PBS kako bi se |
medi juma u kom su Ilelije gajene. Tubi geaa su z
sobnoj temperaturi. Supernatant je potom pono
u 330 pL medijuma bez seruma. Za svaki uzgeprebacivano po 0,3 x 80 el i ja u 10
medi juma bez seruma u tubice od 1,5 mL, u koc
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tretmana napravljenih tako da f 1000 autanRotom ja pob | a ¢
100 OL suspenziileelliglai)j asa( OodigsovxarBQ ul i m tret

plole sa 96 bunarila u kojima se nalazilo 50
37°C, a potom posmatrane pod invertnim svetlosnim mikroskopom sa faznim kontrastom i
fotografisane nakon 8 hil8 f ot ografi ja po bunaril u). Mor f o1

alata Angiogenesis Analyzer u okviru programa NIH Image J (Carpentier i sar., 2020).
Angiogenesi s Analyzer zZ a sdvadésatr aozbl riphtareetarkn f ot
angiogeneze, od kojih |jgemxdj rsdlagvanttinikjui ha:n ad K
br oj | vor ova, br oj ukrgtanj a, br o] segmenat a,
Svi rezultati su predstavljeni u odnosu na kontrolu koja je prikazana kao 100%.

Za potrebe I spitivanj a uticaja kratkotr a
koncentracijama DBP na angiogenezu u uslovimaitro, EA. hy 926 | el ije su s
posude (1,5x10 el ija u 2 mL kompletnog medijuma po

Sledeileg dana je medijumpoz, PombubdadgaVvamnaijami i

pojedinim eksperimenti ma, gde je to naznal en
inhibitorima sa sledelim finalnim kont&NAMEtraci
(100 OM). Nakon 24 h, Cultrex ekstrakt je pr
opi sano u prethodnom pasusu. Dodavano je po ¢
Dok je plola sa Cultrex ekstraktom bila u inl
puta rastvorom PBS, 2 mL po bunarilu, a zat.
Posude su zatim inkubirane 3 min n&@7Nakon isteka inkubacije, u svaku posudu je dodavano

po 1,5 mL kompletnog medijuma, sadrgaj je pro
je dobijena suspenzija prebal ena ug haudhnge i
temperaturi. Nakon centrifugiranja, pagljivo
3 mL rastvora PBS i ponovo centrifugiran 5 min na 460na sobnoj temperaturi. Supernatant je

potom ponovo pagljivo wukl anjan, a talog lTeli
Lelije su potofd eblriojjaanue 1 ndL 3mexdiljOuma bez ser
tubica. U odgovarajule suspenzije lelija je d
bez seruma napravljenih tako da f000mpad Poompaz bl
po 100 OL suspen®liejle jlagd !l isjaa od@y,ovBmrxaj ud i m tref
plole sa 96 bunarila u kojima se nalazilo 50
37°C, a potom posmatrane pod invertnim svetlosnim mikroskopom sa faznim kontrastom i
fotografisane nakon 8 hi8 f ot ografi ja po bunariiu). Mor f or

opisan u prethodnom pasusu.

3.15. Relativna kvantifikacija ekspresije gena metodonRT-gPCR

Uticaj dugotrajnogi kratkotrajnog 1izlaganja EA. hy92t{
BPA i DBP narelativnue k spresi ju odabranih gena wukl jul el
EA. hy926 | el i jpo mplk waird taivtaant ijvene | an|] ane reakc

vremenu (engreal-time quantitativepolymerase chain reactioRT-gPCR.

3.15.1.Priprema uzoraka i izolacija ukupne RNK

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog z | aganj a EA. hy926 [ e
koncentracijama BPADBP narelativnuekspresijugengpoln. [ el i j ske sué$penzi
i09x16i el ija) je uzimano iz sv akisaganjfa BRAsodsna a k o 1
tri, gest , d e vidaganja DB& v tubice eapremine &,5 rall (pea RNaza, DNaza i
pirogena) . Lelije su zatgi mmaesobndjugt emper &t
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supernatant wuklanjan. Talog felija je resuspe

potomsudobgn e suspenzije | elija pongpnasobnojéemperaturf. ugi |
Dobijeni talog u svakoj tubige resuspendovan u 0,5 mL reagensa TRIzol (uzorci izlagani BPA) ili
0,5 mL reagensa NZYol (uzorci i zI| agaiin8C@BP) .
izolacije RNK.

U |l etrnaest o] hedagjahjaiu&Athap@ﬁogntiaeijhniaja o]
BPA, | elduf ekom pasagiranja salene Pl el bja wsalct

kompl etnog medi j uma, dva bunarila od svakog f
37°C,dodavani su tretmani tako gto je nanopoki po.
mL tretmana odgovarajule koncentracije BPA u
bunariliana sjive gmenjkompl etnim medijumom sa odgo

dok je u po jedan bunar'vahTNE-QsaILé'nnaUnejvakogcé
ng/ mL. Nakon 24ir &anis ur absutnvaorriolm B BsSp, 3 mL po b

b unar ivdro po 6,8 raL reagensa TRIzol. Uzorci su potom zaven i | ULMWo n a
izolacije RNK.

Za potrebe i spitivanja uticaj a kratkotr a
koncentracijama BPA i DBP neelativnu ekspresiju genaEA.hy9261 el i j e su sal ence
posude, 05xfd el ija u 2 mL kompletnog medijuma po
Sl edel eg dana | e medi jum i z posuda wukl anj an
odgovarajulih tretmana u zavisnost.i od dugine
od 24 h i 48 h, a DBP u trajanju od 6 h, 24 ¥
rastvorom PBS, 2 mL po ploli, a zatim |[iziran
0,5 mL reagensa NZYol (uzorci i zI|l again8CdBP) .
izolacije RNK.

Na dan i zolacije RNK, uzorci su inkubirani
svaki uzorak dodavano po 0,1 mL hlorofor ma. :

vorteksu, inkubiran na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 min i potom centrifugiranOt® 16
15 min na 4C. Nakon razdvajanja sadrgaja u tubicama
prebacivana u nove tubice u koje je dodavano po 0,5 mL izopropanola. Tubice su nekoliko puta

okrenute u ruci, a zatim centrifugirane na(D® xy 10 min na4C da b se istalc
Supernatant je pagljivo uklanjan, na talog |
centrifugiran na 600 >xg 5 min na 4C. Nakon gt o | an tubicesleastavhaneadade o d |
osuge na vazduhu. Uk upna RMOKiretiraee dietégpsolasbpnatond o v a
(eng. diethyl pyrocarbonate DEPC). Koncentracija RNK u uzorcima je merena na aparatu

BioSpeeNano ( Shi madzu, Japan), pri | emu SBoum dobi
izrageno u ng/ OL) , | i 966 lA2do nm),ukaooi di LANGSW naroanska ot e
materije (Aeo nnfA230 nm) . Na osnovu dva navedena odnosa z
RNK kretala u optimalnom opsegu, izmelu 1,7 i

3.15.2.Reverzna transkripcija

S obzirom na to da RNK ne moge da bude mat
osnovu l anca I RNK u reakci ji reverzne trans
Transcription kompleta, prema uputstvima ©pro
iznosila 2 L0k RT 0 Ol

0O ¢L, a smega s e getiranbj®ERC| 2ap
pufera, 0,8 OL 100 mM dNTP, 2 OL 10 x RT nasu
UpL) i42uL HO tretirane DEPC. Reakcija je i1zvoler
Ther mal Cycler u tri kor ak B0 mzrax iess paBfCe s me g e
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3.15.3 Kvantitativna RT -PCR analiza

Prevedena c¢cDNK je slugila za odrelivRRj e r
gPCRsa Power SYBR Green PCR Master Mix komplet@WBR Green je boja koja se vezuje za
dvol an] anu DNK pri | emu nastaje fluorescentn

DNK produkta nastalog tokom PCR reakcije. UKk L
eL. Smega se sastojala od .QtrefranG DEPC prb dodakanjpia | e
reakcionu smegu, po 0, dand fordard pranpreR) i rfizvodnihiéhg. u z v o
reverseprimer, R) pol etnica ¢Qtetrané BEPGIi.51u) kom@Beta&a RCR H
reakciju Power SYBR Green PCR Master Mi je . Po
postavljena kontrolna reakcija bez matrice u koju je umesto cDNK dodavagatkétirana DEPC.

Kao endogena konto | a kori gl en hjpes &loemepiingd i -Goshat &l i

dehidrogenazaGAPDH) . Na samom pol et ku | keatkairajno lizlagameo d a
EA. hy926 ielija odabranim koncentracijama BPA
uzorci su analizirani u dupl i %Caltdumin poBCidd edel
ciklusa po 15 s na 98 i 1 min na 60C. Uzorci izlagani BPA su analizirani na aparatu

MasterCycler Real Plex (Eppendorf, Hamburg, Ne

aparatu CFX Connect Redlme PCR Detection System (BRad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, SAD).

Tabela3.1Sekvence pol etRi-gRCRandiz.r i gl eni h wu

Gen Identifikacionibroj | Sekvence parova pol e

: -ABAYIGCAAGAAGATAGCCAACCA-3 Nj
. -TEGOEAGCGTAGGGTAAGGTTEG3 Nj

. -GBPTHAAGGATGCGGGAGTAT3 N;j
. -GBATGCAAAATAGAGCACGA-3 Nj

: -CBAGCCTGCTACCTACCTGT3 Nj

ICAM1 NM_000201 E
F
R
F
R: -A6QACCAAGGGAATGTTGGS3 Nj
F
R
F
R

VCAM1 NM_001078

SELE NM_000450

woss | wioows |5 SaMCTcAccecTomeino
e |wioen | EIFISTORCOCIGIGTOCTY
e | | ESIOCICCTORONCT oG
wpo | wioomne | E3CECCCICCTOTIOONGTAY
or | wiooms | EEOACOMITGICACTOOC N
CDH5 NM_001795 F: SNJCACCTGGTCGCCAATCE3N]

R: SNAGGCCACATCTTGGGTTCCT3N|

F: SNETACCTCCACCATGCCAAGT3N]
R: SNCACACAGGATGGCTTGAAGA3N;j

F: SNAGTCCTTGTTCCACTGTGCE3N;j
R: SNAGTGCTTCCACATGTCCTCAGS3N;]

F: SNGCTCATAGCAGCCACCTTCATT3N;j
R: SNGATCACAGCTTCTTTGGGACACTTE3N;j

F : -CAAGGCTGTGGGCAAGGT3 Nj
R: -GEAMGGCCATGCCAGTGAS Nj

VEGFA NM_001025366

CXCLS8 NM_000584

ccL2 NM_002982

GAPDH | NM_002046
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Po zavrgetku anali ze, dobijeni su podaci (
ciklusa koji su zatim obralivani pro(bvad iu met
Schmittgen, 2001) . M etamgedekspresijm @iljnin lgena sa endogemom | | z
kontrolom, kako za kontrolu, tako i za tretirane uzorke:

gCt = CiciljnigenT Ct caPDH
U sl edel em konormdtimvanjeeetiranogasd komtrolnim uzorkom:

P Pt = gLt tretmanl Gt kontrola
Koeficijent relativne ekspresije (R) ciljnog

R = chﬁt

Shodno gore navedenom, relativha ekspresija ispitivanih gena u svim uzorcima iskazivana je kao 2
PPt

3.16. Kvantifikacija ekspresije i fosforilacije proteina metodom Western blot

U cilju ispitivanja uticaja dugotrajnog kr at kot rajnog i zI|l aganj a
koncentracijama BPA i DBP rekspresijuy  f osf or il aci ju (aktivaciju)
korigilena je metoda Western blot koja se zasn
masi Ova metoda o mogul lkvantifikadjeekser&sieicijjanih protemd, kab in a i
kvantifikaciju fosforilacije analiziranih proteina.

3.16.1.Priprema uzoraka za elektroforezu

Za potrebe i spitivanj a uticaj a dugotraj
koncentracijama BPA i DBRa ekspresijuproteing uzimano jepo 1 x10° | e |id svakog flaska
nakon pet | et r n aielaganja BRAdanogna po 05¢°1 el i ja nakon tri,
dvanaestnedelmz| aganj a DBP. Lelije su sakupljane u
centrifugirane 5 min na 400gx na £C, nakon | ega je supernatant
resuspendovan u 1 mladnogPBSu ci | ju i,sparaajamipki dabijen
centrifugirana 5 min na 400gxna 4C. Nakon centrifugiranja, supe
dobijeni tal og Ipenbvorgsaspandowan lalkmi hladhog BEScTubice 1 zatim
ponovo centrifugirane 5 min na 409,»na 4£C, nakon | ega je dobijeni t
liziran 40 min na 4°C u 100 pL hladnog pufera za lizird®iEAk oj i j e sadr gao i nh

Za potrebe i spitivanj a uticaj a kr aimk ot r a
koncentracijam@BP naekspresiju i aktivacijiproteinaod interesaE A. hy 926 [ el i j e ¢
plole sa,fod4bibhetija u 1 mL kompletnog medi]j L
za svaki tret man. Sledeleg dana je medijum iz

tretmana DBP. [DBPLiragjaguow ihz| ddgarid ju odrelivan,j
saleno jefipdiQ,a4 ux 018 mL kompletnog medij uma
tretman. Sledelieg dana je medijum uklanjoan, b
bunarilu, a izeatlian njjeé via sinatigid eA svak(ebgnaril
mL medi juma bez ser uma. Narednog dana je na V
0,6 mL odgovarajulih tretmana BPA il DBP u

trajanju od 60 min ili DBP u trajanju od Ifin do 120 min. U pojedinim eksperimentima sa

kratkotrajnim izlaganjem Ilelija DBP, gde | e
pretretirane sa: IC1 182,780 G pM) i 5uM).Po i st eku i nkubacije, e
hladnim rastvorom PBS;i2 mL po pl ol i, a z°€uilom200 pLAladn@n e 4
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pufera za liziranjeRIPA k o j i je sadrgao inhibitore protea;
natrijum-fluorid i 1 mM natrijunrortovanadat) kada je analizirana fosforilacija proteina.

Lelijski i zat dobijeni na gore opisani
izl aganja EA.hy926 Ilelija odabranim koncentr a
na ledu, a zatim centrifugirani 10 min na.ddd xg na 4°C, | i me su istalogen
supernatant sa proteinima je prenogen u nove
odrelivana spektrofotometrijski, na osnovu st
za odrelivanje proteina Pierce BCA Protein As
U cilju pripreme uvuzoraka za elektroforezu je
megan u odnosu 1:4 sa wuzorci ma, tako dé25su fi
mM TrissHCI, 2% SDS, 10% g-merkapeoetandbl,, 0,1 SWoditiditreitol i 0,01%
bromofenolplavo pH 6,8 Ovako pripremljeni uzorci su zatim inkubirani 5 min na°®@a
neposredno kor i2¢Cdompotrebe. i | uvani na

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
dH20, 1,875 mL 0,5 M TridHCl, 75 pL 10% SDS, 0,9975 mL 30% akrilamidAaikrilamid, 37,5
pL 10% amonijurapersulfat, 7,5 pL TEMED pH 6,8)i dela za razdvajanje uzoraka (12% gel: 3,35
mL dH2O, 2,5 mL 1,5 M TrisHCI, 100 pL 10% SDS, 4 mL 30% akrilamid/kédkrilamid, 50 pL
10% amonijumpersulfat, 5 pl TEMEDpH 8,8 7,5% gel: 4,85 mL dkD, 2,5 mL 1,5 M TrisHClI,
100 pL 10% SDS, 2,5 mL 30% akrilamid/fagrilamid, 50 pL 10% amonijurpersulfat, 5 pl
TEMED, pH 8,3.

mednake kol iili5ne guparoakad n@)0 su nalivane u
koji sadrgi SDS, a proteinski mar ker je naliwv
u strujnom kolu pri konstantnom naponu od 12
potom do kraja gela pri konstantnom naponu od 200 V uilRRODTEAN Tetra Cell aparatio-

Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, SAD Pot om su razdvojeni- prot

Blot PVDF membranu (polivinilidefi | uor i d, v el i Bio-Red Lalpomtoreées, 0c.,2 Ot
Hercules, CA, SAD pri konstantnom naponu od 100 V u trajanju od #85140 min. Nakon
zavrgenog transfera, membr ane su bl okiTriggne 2
buffered saline 10 mM Tr i s base, 100 mM NacCl ,-20pH 7
(TBS/Tween) i 5% BSA kada je analizirana fosforilacija proteina, odnosno 5% nemasnogumleka
prahu kada je analiziran ukupni nivo proteina. Nakon blokiramjgembrane su inkubirane sa
odgovarajulim primarnim arNOSt @:11000)afosfecERKLR i t e |
(1:2000), fosfeAkt (1:1.000), eNOS (1:D00), ERK2 (1:1000), Akt (1:1000), ZG1 (1:1000),

okludina (1:500) i GAPDH (1:800) su rastvarana u rastvoru 5% BSA u odnosima koji su navedeni

u zagradama. Membrane su zatim inkubirane u r
4°C, uz konstantno meganje. Sledeleg dana su m
5 min na sobnoj temperaturi, a nakon toga su inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi u rastvoru
odgovarajuleg sekundardnog antit el lorseraddighugo v :

peroxidase HRP; 1:30 0 0 ) u TBS/ Tween Kkoji je sadrgao 5%
nai zmenilno ispirane 5 min na sobnopdONEBAper at
potom 5 min na sobnoj temperaturi puferom TB

hemiluminescentnog supstrata SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate.
Hemiluminescencija je merena aparatom myECL Digital Imaging System (Thermo Scientific), a

dobijeni signali su kvantifikovani pomol u pro
ukl onile potencijalne razlike u nanogenju uzo
postupkom tzv. stripovanja membrana (emgmbrane stripping kor i gl enj em puf er
(65 mM TrisHCI, 20% SDS i 0,7%-mer kapt oet anol , pH 6, 7), na
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inkubirane u navedenom puferu 30 min na@&G6Stripovane membrane su ispirane pet puta
puferom NTBS i jednom puferom TBS, pot ®€m bl ok
rastvoru primarnog antitela koje se ili vezuje za endogenu kontrolu (GAPDH) ili za nefosforilisanu

f or mu proteina |l i ] a jdetektovanas @NOS (Skerdlc@7) JERK1/2p r et h
(Thr202/Tyr204) iAkt (Serd73) S| eddaenfaegsu membr ane i nkubirane
sekundarnog antitel a, a hemiluminescentni S i
prethodno opisano.

317.St atistil ka anali za

Za potrebe statistil|l ke anal i zidagapaoBAcy926k a d
[ elija BPAezZUlitaDBP su predstavljeni kao sred
ponavljanja (fl aska), redom, s a standanddemar dfn o m
mean N SEM). Za potrebe statistil ke analize ¢
EA. hy926 | el jr¢zaltatiBiPphedstalljeni kBoBsfednje vrednosti b 8 ponavljanja
N SEM. Statistilka obrada rezultata je wurale
varijanse (ANOVA) pomolu programa Prism8 (Gr
Posth o ¢ analiza nakon jednosmerne ANOVWVUA(eng.e ur

Dunnett 0s mul t i phoetesfjc o mparpiosroenLeppet rezul tata
kontrol om, dok je nakon dvos mailengeT ukQ\WA knar it
comparison poshoctesf za vigestruko melLusobno porelLenj e
u svim statistil|l kim analpkO0aama bil a granica ve
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4. Rezultati
4.1. Efekatdugotrajnogi z| aganja EA. hy926 [elija bi
4.1.1. Efekat dugotrajnogi z|1 aganj a EA. hy926 lelija bisfenol

Test sa bojom alamarBllléj e kori gi en za procenu metabo
dugotrajnogi z | aganja EAPhy g6 il gloBPaA, 1@ gto posred
parametar za procenu Vvijabilnost.i el ija. An
odabrane nanomol arne koncentraciije BPA ne d
EA. hy926 Il elija nakon dviezl aganjra, doclm ¢ dal
izl aganj®MillodMi BRAl@sménemev i j abi l nosti | elija od
(slika4.1.1).

2 nedelje 4 nedelje 8 nedelja 12 nedelja 14 nedelja

1501 150+ 1501 1501 150+
=5 =5 =5 =5 S5
§§ §§ -~§.§100- -‘§§100-- --‘_‘?%100 S
89 g9 829 i) g9 X
£ 5 5 £ £ £ 5
8 O 501 S © 504 S O 501 S O 501 S O 501
SR S R S SR S8
g g g< g< g<

o 10° 108 107 o 10 108 107 o 10° 108 107 o 10 108 107 0 10° 10® 107

BPA (M) BPA (M) BPA (M) BPA (M) BPA (M)
Slika 4.1.1. Efekatdugotrajnogi z|1 aganj a EA. hy926 fielija Nakorsdfege n o | u
letiri, osam, d v adugonteapidg z | d geammrjnaa eSA. myed2d jlael i j a o
BPA (10° M, 10® M i 10" M), i spitan je wuticaj tretmana na met
koriglenjem test™. sothiojjome aVd raemhnmr Bdtuie su i zragene

na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost N SEM opg030meznaisenilllilitrsahalijf

kontrolu.

4.1.2. Efekatdugotrajnogi z | aganj a MBAisfénglloAna vetivarjeiUp37 el i j a z a

jednoslojed ot el ni h [ elija

Rezultat.i i spitivanj a vezivanj a [ elijske
endot el ni h [ ievVitiopugpokazaliWa je makon peanedéljz | aganj a EA. hy:
10°f , 80 i "f[10BPA doglo do znalajno smanjenog V
felije koje ¥MBPRAiubdnosi na koatpla (z@~%J dok p ovaj efekat izostao
sa drugim koncentracijama BPA (slika 4.1. 2A)
endotelnih felija nije zapageno nakon devet
izl aganja EA.hy926 lelija odabranim nanomol ar
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Slika 4.1.2. Efekat dugotrajnogi z| aganja EA. hy926 Ilelija bisfenol
jednosl oj enNMakehni(W) [ @litj d. i(zB)a glaetjran akess.th yroe2dse | ]
koncentracijama BPA (10M, 108 M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na vezivanje monocita za jednosloj

EA. hy926 1ielija korigienjem U937 1J{elija obelege
fluorescentne fotomikrografije. Srednja vrednost
jednosl!| o] EA. hy926 ilicelrngsaunjid ndo boidjacgomaa ni h @i kr os
dobijene vrednosti su zatim izragene kao procena
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100R&zultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM

od 3 nezavi snp<Ol,e&I5 jsstkaa ifsltadkka. z*nal ajna razlika u

4.1.3. Efekat dugotrajnogi z| aganj a EA. hy92 6reldtiveu eksprasijungena f e n o |
zal el i jske adhezivne mol ekul e

S obzirom na to da su prethodni rezul tat.
EA. hy926 {elije, u sarelaimdeakspresigenaz &dabraneAMdkdjir e L' i v
i maju ulogu u vezivanju monocitadral ielsadmjoas | o
ekspresije gen#oji kodiraju ICAM-1, VCAM-1iEsel ektin kor RGdPERspem m
pokazali da je nakon pet nedeljaz | a g a n j””& BPAeeksprgsia gdnia VCAM-1 smanjen
za 40%u odnosu na kontrolu, dok ostale ispitivane koncentracije nisu imale eRdl@tivna
ekspresija gena 24&€ AM-1 i E-selektin nije da promenjea nakon pet nedeljelaganja EA.hy926
[ elija odabranim nanomolarnim koncentracij am;
rezul tatima koji ni su pokazal. razli ke u vezi
| etrnaestzl agder] paEAhy93206i '[ledBiPjias L 0Ozapagene n
razlike urelativnoj ekspresijgena koji kodirajuCAM-1, VCAM-1iEs el ekt i n aestak on
nedeligi z| aganja [elija datim koncentracijama BPA
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Slika 4.1.3. Efekat dugotrajnogL]ODJDQMD ($ K\ U H O L Miativiu ekdpielif Gexaga Q D

UHOLMVNH DGKH]LPQR@PROHNKWH % [hLHODUI@EHMN (R K& HOMDBD LMD

koncentracijama BPA (10M, 108 M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana nekspresijugenaza ICAM-1

(ICAM1), VCAM-1 (VCAMY) i E-selektin SELE NR UL 4 i HQ M RPqATR \Dddifaht vrednosti su

LIJUDAHQH NDR UHODWLYQD HNVSUHVLMD X RGQRVX QD NRQWUROX
BHIXOWDWL VX SULND]DQL NDR VUHGQMD YUHEEQRVWND W(OVRG |

]ODPDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD NRQWUROX

4.1.4. Efekat dugotrajpog L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD ELVIHQROX $ QD Y
MHGQRVORM HQGRWHOQLK GHOLMD QDNRQ-VWLPXODFLMF

S obzirom na to da se monaciezuju za endotel u organizmu uglavnom u uslovima
S RY H inbagmbkcije ko)X NDUDNWHULAH SULVXVWYR EURMQLK .LQIODF
LVSLWDQ MH XWLFDM VWLPXO-DFQMHY K$LRK\D Q MiHH GBL M DU WOL M D)
HQGRWHOQLK liticaldudptrapo@fRnedRjRodiziagDQMD ($ K\ THOEBMD
FL'F %3%$ QD RYDM SURFHV 3RND]DQR MH -GIX WO D MD@OQWH (B
]QDpDMQR SRYHuUDYD YHI]JLYDQMH 8 UHOLMD ]D HQGRWHC(
nestimulisanu kontrow OHYyXWLP RYDM HIHNDW MH X L]JYHVQRM PHUL .
LIODJDQMD ($ K\’ M BPACRekuilEati su pokazali za ~21% smanjeno vezivanje U937
UHOLMD |D {B&KAMH G XJ RO MNBRR alzitdrDsfiulisane sa TNF X RGQRV X
QD NRQWUROQX JUXSX UHOLMD NRMH VX GXJRWUDMQR L]OD
(slika 4.1.4).
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60OLND (IHNDW GXJRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD EL
MHGQRVORM HQGRWHOQLK (HOEMDDQBRRIQHWW QPXYIWF QWG WOMDL )L
UHOLMD RGDEUDQLP N RN HGWIUD M) NsptRrDe Ui tretmana i stimulacije sa 10
ng/mL TNF. WRNRP SRVOHGQMLK K L]1ODJDQMD QD YH]JLYDQMH PF
NRULAOUHQMHP 8 UHOLMD REHOH&AHQLK NDOFHLQRP $0 3ULN
IRWRPLNURJUDILMH O6UHGQMD YUHGQRVW EURMD IOXRUHVHFHQ\
($ K\ UHOLMD MH zGREDWMXRUIIPQR RGDEUDQLK PLNURVNRSVNLK S
YUHGQRVWL VX ]DWLP LJUDAaHQH NDR SURFHQDW YH]LYDQMD 8
TNF-. NRMD MH SULND]DQD KRUL]JRQWDOQRP LVSUHNLGDQRP OLQLI
YUHGQRVW *“ 6(0 RG QH]DYLV QD Y WOMMWWNDLpIODVRDPDMQD UD]
nestimulisanu kontrolu (bez TNF; “p VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD &limjicdnds® X RGC
TNF-.

4.1.5. Efekat dugotrajnog L]JODJDQMD ($ K\ U H O LrdldiivitilekspreQjRgeda $ QD
zaUHOLMVNH DGKH]JLYQH PROHNXOH QDNRQ VWLPXODFLMF

8 VYHWOX SUHWKRGQR GRELMHQLK UH]XOWDWD LVSLWD
. X Wriajpethtivnu ekspresijgenaza ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin, a potom je ispitan i uticaj
dugotrajnogl4-nedeljnogizlaganja EA.hy9260i HOLMP® ©® F L 7 F % 3$ [@menute
parametrenakon stimulacije sa TNE 1DNRQ QHGHOMD L]ODJDQMD %3$%
stimulisane TNF. X WUDMDQMX RG K MW DP NRANLVMDODRIRM JUXSL
SRYHUDOD HNVSUHV-LN6X pate) Q\BCAMIL (2855 puta) i Eselektin (100 puta) u
odnosu na kontrolu koja nije stimulisana TNF OHYyXWLP X JUXSDPD tHOEMD NR
M i 107 M BPA je efekat TNF. LIRVWDR RGQRVQR L]J]ODJDQMH %3$ Ml
Naime, ezultati su pokazali smanjenekspresiju genaa ICAM- X JUXSL UHOLMD GX
izlagarih 10® M BPA (za ~78%) i 10 M BPA (za 827%) a zatim stimulisshsa TNF. X RGQRVX
QD NRQWUROQX JUXSX UHIOIUNDN WoaJREh UEhiu@san £ ONEB D Q
(stimulisana kontrola)Relativha ekspresija get@ji kodiraVCAM-1 MH W D N R yathakdiP D Q M H

stimulacije sa TNF., ito 1D L QDNRQ pHWUQDHVW QHGHCMD L]OD
i 107 M BPA, redom, u odnosu nieontrolnu grupu stimulisandNF-. 6 OLpDQ WUHQG SR
relativna ekspresija genea E-selektin £ smanjenje oda L QDNRQ pHWUQDHYV

L]0 DJD Q MPMii B3 MNBPA, redom, u odnosu rkntrolQ H J U X S $limilks@nETND .
(slika 4.1.5).
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Slika 4.1.5. EfekaWw GXJRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ Kalativni EkSrediiD gera¥d H Q R O X
UHOLMVNH DGKH]JLYQH PROHNXOH. ODNR@ WVNMWPEPIOBVIWHGEHG@MD L
UHOLMD RGDEUDQLP N RN HGWIUD M) NsptRrDe U8 tretmana i stimulacije sa 10

ng/mL TNF . tokom poslednjih 24 h izlaganja e&spresiju genaa ICAM-1 (ICAM1), VCAM-1 (VCAM))

i E-selektin BELB NRULAUHQMRTRIPERWREBEIHMHQH YUHGQRVWL VX LJUDAHQH 1
odnosu na nestimulisanu kontrolu (bez FNFkoja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (1).
5HIXOWDWL VX SULND]DQL NDR VUHGQMD YUHGQRVW VWD IRWGN L |
]OQDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD QHVWLPXOWDIMRX WIRQI\W U RO X D 2
odnosu n&ontrolustimulisanu sa&NF- .

416. (IHNDW GXJRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD ELVIHC

S obziromnatodaj@gsMHGQH VWUDQH pYUVWD Dkergdjenih&CMQ G R W I
RG HVHQFLMDOQH YDAQRVWL ]D RpXYDQ MHrugestharelraskidanieV D H (
YH]D L]PHYyX HQGR Wh@REhtkECVHQHRBKRGQR |]D PLJUDFLMX (H
povrede krvnog suda i stvaranje novih krvnih sudova, ispitano je da li dugotrajno izlaganje
($ K\ UHCLMD® F L " F %3$%$ XWLpH Q DHOH JsiEhDidphotdinaECM +
aAHO (@n.lg€atin 5H]XOWDWL VX SRND]DOL \SRMHIDLQ/F YB]BHDOQ WH
GXJRWUDMQRJ L]ODJ®QMDL iR LINDD L QDNRQ SHW G
nedelja, redom. Sa druge dve ispitivane koncentracije BPAMID1I0® 0 QLMH ]DSD&HQ VW
]ODpDMDQ HIHNDW QD YH]JLYDQMH ($ K\ iHOLMD ]D A8HODWL ¢

58



60OLND (IHNDW GXJRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ K\ UHOM@MD ELVI
1DNRQ SHW GHYHW L pHWUQDHVW QHGHOMD L]ODJDQMBDI, (88 K\ ak
Mil0O’M), LVSLWDQ MH XWLFDM WUHWPDQD QD YH]JLYDQMH UHOLMD ]C
bojom SRB.'RELMHQH YUHGQRVWL VX LJUDA@HQH NDR SURFHQDW DGKH!
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
RG QH]DYLVQD UHOLMVND IODVND % 5HSUH]HQWDWLYQH IRWRP
SHW QHGHOMD L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD \R G@ MU DDOMP *REBFH QW U
VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD NRQWUROX

417. (IHNDW GXJRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD ELVIHC

7THVWRP A]DUDVWDQMD SRYUHGH" MH X VYHWOX SUHW
GXJRWUDMQR L]ODJDQMH ($ K\L " EHOIMEWLpPH QD PLJUDFLM:.
UHOLMD B5H]XOWDWL VX SRND]DOL GD QDNRQ SHW QHGHOMD
L]IODJDQLK RGDEUDQLP QDQRPRODUQLP NRQFHQWUDFLMDPD
QDNRQ GHYHW QHGHOMD MH ]DSD&HQR VPDQMHQMH PLJUDFI
UHOLMD NRMHBWX%WIHDRITQRNR X JUXSL iHOLWBEPANS&iKAH VX L

% (IHNDW VH QDNRQ pHWUQDHVW QHGHOMD L]ODJDQMD
koje su izlagane 1060 %3$ SUL pHPX MH GHWHNWRYDQR VPDQMHQMH
kontrolu (slika 4.1.7C).

59



Slika 4.1.7. Efekat dugotrajnog LJODJDQMD ($ K\ UHOLMD ELVIHQNKDX (A QD PL
SHW % GHYHW L &L]PHWDQBEMVW KHGKHB®DMD RGDEUD®LI® NRQFH

8Mi 10" M), LVSLWDQ MH XWLFDM WUHWPDQD QD PLJUDFLMX UHOLM
BULND]DQH VX UHSUH]JHQWDWLYQH IRWRPLNURJUDILMH X WUHQX\
PLJULUDOH K OLJUDFLMD MH NYDQWLILNRYDQD NRUL#BEIUHQMHF
LIPHUHQLK UDVWRMDQMZ L]PHYyX LYLFD UHOLMD VD REH VWUDQH
PLJULUDOH

'RELMHQH YUHGQRVWL VX LJUDaAHQH NDR SURFHQDW
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
RG

QH]DYLVQD iHOLMMNDWMODWNIENL ]QDPDMQD UD]JOLND X RGQRV:

4.1.8. Efekat dugotrajnog LJODJDQMD ($ K\ GHOLMD ELVIHQROX $ QD ¢
HQGRWHOQLK GHOLMD

—

.DNR MH RGUADYDQMH SROXSURSXVWOMLYRJ NDUDNWHU
NRQWUROLVDQMH UD]PHQH KUDQOMLYLK PDWHULMD JDVRYL
prostora ispitano je da li dugotram L]ODJDQMH ($ KYF 0O UMDF %3$ XWLpH
QD HQGRWHOQX SURSXVWOMLYRVW NRQIOXHQWNRUILEBKHEZ RV
propustljivosti u Transwell sistemu sa dva odeljka. Rezultati su pokazali da je nakon pet nedelja
LIODJDQMD ($ K\®Miir@ODOMBP3$ XRpPHQR VPDQMHQMH HQGRWHC
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a L a X RGQRVX QD NRQWUROX UHGRP (IHNIxAgavjad RGU:é
($ K\ U H OfLi I M BPA, s obzirom na to da je detektovano smanjenje propustljivosti
NRQIOXHQWQRJ MHGQRVORMD HQGRWHOQLK UHOLMD RG a
4.1.8).

Slika 4.1.8. Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD ELVIHQROX $ QD H
1IDNRQ SHW L pHWO@DEQWDQHBGK\WOMBDHOLMD RGDEUDM, POSNNRQFHQW
10'M), LVSLWDQ MH XWLFDM WUHWPDQD QD SURSXVWOMLYRVW MHG
N'D REHOHAHQRJ IOXRUHVFHQWQRP ERMRP ),7& ). Dabe@eVZHOO
YUHGQRVWL VX LJUDAHQH NDR SURFHQDW HQGRWHOQH SURSXVYV
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3
QHIDYLVQD UHELMVNIW DOMDWNVLPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q

4.1.9. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 UHO LMD E LV ékbQrésijd ¥kigdiqaD
Z0-1

8]JLPDMXuL X REJLU SUHWKRGQR QDYHGHQH UH]XOWDW|
MHGQRVORMD HQGRWHOQLK UHOLMD SRG GHORYDQMHP %3%
LIODJDQMD ($ K\ F UHGLMD F %3$ «xspregu dva proteina koji ulaze u
sastav TJokludina i ZO1. Rezultati su pokazali da je nakon pet nedélpODJDQMD ($ K\ u
107 0 % 3$ SR aekspieqjazO-1 za ~46% u odnosu na kontrolu (slika 4.1.9A), dok je nakon
bHWU QD H V VD @IDGHOENMIDHIO MIBPA detektovaa S R Y H ak3pesijaobaproteina
u odnosu na kontrolu, i to okludina za 44% i 84%, alZg&a 60% i 76%, redom (slika 4.1.9B).
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Slika 4.1.9. Efekat dugotrajnogL]ODJDQMD ($ K\ U H O L dbkEprdsju \okiddhe 020-$. Q D
IDNRQ $ SHW L % hHOMUQ@HNMONV(RIKEHOMIDLMD RGDEUDQLP NRQF
108 M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana rekspregi okludina i ZO1 metodom Western blot. Prikazane

VX UHSUHIHQWDWLYQH :HVWHUQ EORW VOLNH . YDQWLILNDFLMD I
YUHGQRVWL ]D VYDNL X]JRUDN VX QRUPDOL]JRYDQH QD QLYR *$3'+ X
u odnosu na normalizovani nivo ispitivanog proteina u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja
YUHGQRVW “ 6(0 RG QH]DYLVQMWBWLMWNPNDDYDDPDMQD UDJOLND

4.1.10.Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD ELVIHQROX $ QD C
kiseonika

S REJLURP QD YDAaQX XORJX NRMX 526 LPDMX X YDVNXO
L]IODJDQMD ($ K\®° FUHOEMD’ F %3%$ QD QLYR 526 NRULAGHQN
H'&)'$ NRML XQXWDU UHOLMD UHDJXMH VD UD]OLpPpLWLP 52¢
YLVRNLP QLYRRP IOXRUHVFHQFLMH O5H]XOWDWL VX SRND]DC
($ K\ UHOLMD VY kBnceMradijval BRIV X XRpHQH UD]JOLNH X QL
nakon devet nedeljaL]ODJDQMD UGUHOLMD |]DSDAHQR VPDQMHQMH QI
koncentracijama BPA, i to za 8,7% u odno@D NRQWUROX X JWX®EM BPAO2aMD L]C

X JUXSL tHOLWD 12409 1LD®L X JUXSLhat @BRAO(sikODJDQ
4.1.10).
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Slika 4.1.10. Efekat dugotrajnog LJODJDQMD ($ K\ iHOLMD ELVIHQROX $ QD
kiseonika. LDNRQ SHW GHYHW L] ® B WUIMMH YV KO H GHOOMMMD RGDEUDQLP
(10°M, 108Mi10"M), LVSLWDQ MH XWLFDM WUHWPDQD GITFQA DBbijsrz6 NRUL
YUHGQRVWL VX L]JUD&8HQH NDR SURFHQDW X RGQRVX QD NRQWUR
OLQLMRP 5H]XOWDWL VX SULND]DQL NDR VUHGQMP<OY0OBHGQR'V
VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD NRQWUROX

4.1.11.Efekat dugotrajnog L]JODJDQMD ($ K\ UHQdWdaidazotH QRO X $
monoksida

6SRVREQRVW HQGRWHOD GD VLQWHWLAH 12 MH RG SRV
funkcija koje ovaj molekul ispoljava u kardiovaskulamsistemu. S tim u vezposredno jaspitan
uticaj dugotrajnogL]ODJDQMD ($ KV F ufie UMDF % 3$ svAranje NO, preko
merenja koncentracij@itrita (stabilan proizvod oksidacije NO) u medijumu svih flaskova pre
SDVDAaLUDQMD UGHOLMD

Slika 4.1.11. Efekat dugotrajpogL]ODJDQMD ($ K\ U H O L bhvaraBje WAddmpRoRsikla$ Q D

$ 1IDNRQ SHW GHYHWJOPHIWQMPDHYW\QHGHOMDD RGDEUDGQLP NRQ!
108 M i 107 M), posredno je ispitan uticaj tretmana staaranjeNO preko merenj&oncentracijenitrita u
medijumu metodom po GriesX % 1DNRQ pHWURDMHNDW MIHGH &M M 8PLO LMD
posredno je ispitan uticaj navedenog tretmana i dodatnog tretmana d¢l LONAME tokom poslednjih 72
h izlaganja natvaranjeNO preko merenj&oncentracijenitrita u medijumu metodom po Grieas Dobijene
YUHGQRVWL VX LJUDAHQH NDR SURFHQDW QLYRD QLWULWD X RG
LVSUHNLGDQRP OLQLMRP 5HIXOWDWL VX SULND]DQL NDR VU
flaska. VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UDJOLNINVWDRGQRYKNQ D] QNIR@W
odnosu na 10M BPA.
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Rezultati su pokazali da je samo doza od I %3$ GRYHOD GHRn&Rradiei D Q M D
nitrita u medijumu X VYLP LVSLWLYDOQLP wddibBuH@ koNttoR1, WdDzja N TB6%
nakon pet nedelja, 55% nakon devet i 43% nagdt W U Q D HixajargaHIBKkd @ MIDA). U cilju
GRND]JLYDQMD VSHFLILPQRVWL GRELMHQLK UH]XONpati® ($ K
107 M BPA dodatno tretirane inhibitorom NOS-NAME, a zatim je posredno ispitan uticaj
inhibitora nastvaranjeNO preko merenjaoncentracijenitrita u medijumu. Rezultati su pokazali da
jeLl-1$0( X SRWSXQRVWL SRQLAEW]LM®RD BDHNIDW ( $ X I RWERRGHQVRD)
stvaranjeNO (slika 4.1.11B).

4.1.12 Efekat dugotrajnog L]JODJDQMD ($ K\ U H O LrsldiiviitilekspreQjRgeda $ QD
za eNOS

Metodom RT-gPCR je u svetlu prethodno dobijenih rezultata ispitano da li dugotrajno
L]IODJDQMH ($ KVF GHPILMDF %3$ XWreltvn@dxspresiju gerea eNOS.
Rezultati su pokazali da nakon pet neddjdfODJDQMD UHOLMD QQksyrEsifi®EH QH U]
(gen koji kodira eNOS) QL VD MHGQRP RG LVSLWLYDQLK NRQFHQWUD|
nedeliaL]ODJDQMD @ HABLSM D % [53RMQ4 ieRs@resijiaNOS3o0d 167% u odnosu na
kontrolu (slika 4.1.12).

Slika 4.1.12. Efekat dugotrajnogL]ODJDQMD ($ K\ U H O LrislddiviruleWdpeQijR geXazd Q D
eNOS.1DNRQ SHW L pHWOQ DB WDQ HGhledrihir-koricdmtacijama BPA (AW, 10

8M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana rekspresiju genaa eNOSNOS3 N R U L a inkeQ@dAeRTRIPCR
'RELMHQH YUHGQRVWL VX L]JUDAHQH NDR UHODWLY Qrikaz&hdlVSUH\
horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 3 nezavisna
UHOLMVND IODMWMDWLVWLPNL 1QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD NRC
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42. (IHNDW NUDWNRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ K\ UHC
421. (IHNDW NUDWNRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD ELV

Testom sa bojom alamarBl# MH LVSLWDQ XWLFDM NUDWNRWUDMQR.
M, 10°Mi10° 0 %3%$ QD PHWDEROLPNX DNWILMQRRYQDOILYD PIHWIRARN
MH SRND]DOD GD RGDEUDQH NRQFHQWUDFLMH %3$% QH GR)
($ K\ GHOLMD Q DhNzR@anja (#lika 4.2.1).

6OLND (IHNDW NUDWNRWUD M Qigfenbly@ VD @ MNP D(E L KON K (W) OULHMIDL M
24h L % K LIODJDQMD ($ K\ UHOLMD R G D'BJIDOM iPLON R)Q$ptb@ W U D F L
MH XWLFDM WUHWPDQD QD PHWDEROLPNX DNWLYQRVW YMMDELOC
'RELMHQH YUHGQRVWL VX L]JUDaAaHQH NDR SURFHQDW YLMDELOQ
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3
nezavisna eksperimenta.

422. (IHNDW NUDWNRWUDMQRJ L]ODJIJDQ# D DBSYK\LYDQMIHVD E LiV
MHGQRVORM HQGRWHOQLK GHOLMD

5HIXOWDWL LVSLWLYDQMD YH]JLYDQMD UHOLMVNH OLQL
HQGRWHOQLK UOitd\DXXSRYWORDQAPID MH QDNRQ K 1IMODJDQ!
10°Mi10° 0 %3% GRA4OR GR ]QDpDMQR VPDQMHQRJ YH]LYDQMD 8
su bile izlagane 1®M BPA, za ~35% u odnosu na kontrolu, dok je ovaj efekat izostao sa drugim
koncentracijama BPA (slika 4.2.2).

Slika 4.2.2. (IHNDW NUDWNRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD ELVII
MHGQRVORM HQGRWRIQQLK LHOLRMDQMD ($ K\ UHOLMD RGBEUDQL!
M, 10 M i 10° M), LVSLWDQ MH XWLFDM WUHWPDQD QD YH]LYDQMH P
NRULAUHQMHP 8 UHOLMD REHOHAHQLK NDOFHLQRP $0 3ULN
IRWRPLNURJUDILMH 'RELMHQH YUHGQRVWL VX LJUDAQHQH NDR SUF
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +

SEM od 3 nezavisna eksperimenta. * VWDWLVWLPpNL |1QDpDMQD UD]JOLND X RGQI
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423. (IHNDW NUDWNRWUDMQRJ L]ODJD QM Deléth/nki eksprédjlO LMD ELV
genaza UHOLMVNH DGKH]JLYQH PROHNXOH

6 REJLURP QD WR GD MH SUHWKRGQL UH]XOWDW SRND
($ K\ UHOLMH EMNOBRPED@HWUDMDQMX RG K X VOHGHUHP
relativna ekspresdj gena za adhezivhe molekule ICAM, VCAM-1 i E-selektin. Rezultati
RGUHYLYDQMD UHODWLYQH HISAMSL N@AMAIHI B M 8 O HNNRAMLIQ N\RRGULLLA
metodeRT-gPCR VX SRND]DOL GD MH QDNRQ@ M BRA ekspi@sljayénsl Pa iHO L
VCAM-1 smanjea za 73% u odnosu na kontrolu, dok ostale ispitivane koncentracije nisu imale
efekta.Ekspresija genaa ICAM-1 i E-selektin nije bia promenjea QDNR Q K L]IODJDQM
RGDEUDQLP NRQFHQWUDFLMDPD %3% 7UHED QDSRPHEXWL G
BPA relativha ekspresija gena koji kodikaselektin smanjesmza 43% u odnosu na kontrolu, ali
RYDM UH]XOWDW QLMH GRVW LpkD,6560)I(stika A28DWLVWLpNH ]QDpD

Slika4.2.3 (IHNDW NUDWNRWUDMQRJ L]ODJD QM keldtd/ni eksprésijuyenddza ELV I H
UHOLMVNH DGKH]JLFRRQPROHNMIDHIDQMD ($ K\ UHOLMD RGDEUDQL
M, 105 M i 10° M), ispitan je uticaj tretmanaaekspresiju genaa ICAM-1 (ICAM1), VCAM-1 (VCAMY) i
E-selektin(SELE NRUL&UHQMRIPERWREBEHMHQH YUHGQRVWL VX L${aDaHQH N
odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijjom (1). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM od#B nezavisna eksperimentagp * VWDWLVWLPpNL ]QDpDMQD UL
kontrolu.

42.4. (IHNDW NUDWNRWUDMQRJ L]JODJDQMD ($ K\ UHOLMD ELV
A8HODWLQ

8 VOHGHUHP NRUDNX MH LVSLWDQ XWLFDM "N D0OWMWIRW U D M
10°0 %3%$ QD DGKH]LMX GUHOLMD ]D aHODWLQ 8WYUYHQR MH GI
QDNRQ K LI1ODJDQMD UHOLMD RGDEUDQLP NRQFHQWUDFLMD

Slika 424 (IHNDW NUDWNRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ K\ GHOLMD ELVIF
1IDNRQ K L]JODJDQMD ($ K\ UHOLMD RG DR UL PONG,GFitdrQaV U D F L |
XWLFDM WUHWPDQD QD YH]LYDQMH GHOLMD ]D &HODWLQ 3ULND]L
iHOLMD RGUHJyHQ MH WRIEMRFPQMDYERMRRWE® VX LJUDAHQH NDR S|
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odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost £+ SEM od 4 nezavisna eksperimgnta. * VWDWLVWLpPpNL J]QDpDMQD UI
kontrolu.

425 (IHNDW NUDWNRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD ELV

7HVWRP A]JDUDVWDQMD SRYUHGH" MH LVSLWDQR’BD OL N
10°M i 105 M BPA, u trajanju od 24 hXWLpH QD PLJUDFLMX HQGRWHOQLK i
smanjenjePLJUDFLMH ]D a X RGQRVX QD NRQGYMBRAX zX ~209X SL i+
X JU XS lizlégd@hl0f B BPA (slika 4.2.5).

Slika4.25 (IHNDW NUDWNRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ K\ UNRe®dni24oh ELVIH
LIODJDQMD ($ K\ UHOLMD RGDEUDOQMPLOR RQ ECt QY isddnLj®/ Di€aD % 3 $
WUHWPDQD QD PLJUDFLMX UHOLMD NRULAUHQMHP PHWRGH A]DU
IRWRPLNURJUDILMH X WUHQXWNX SUDYOMHQMD SRYUHGH K L
NYDQWLILNRYDQD NRULAUHQMHP SUR3WDORTP HRIHMHLK NDRFWRMGQMDP
uHOLMD VD REH VWUDQH X WUHQXWNX SUDYOMHQMD SRYUHGH L
LIJUDAHQH NDR SURFHQDW ]JDWYDUDQMD SRYUHGH X RGQRVX Q
isprekidanom linjjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4 nezavisna

eksperimenta. VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD NRQ

4.2.6. Efekat kratkotr DM QRJ L]ODJDQMD ($ K\ tnelatizriv BkshresflUHQ R O X $
gena i aktivaciju matriks nih metaloproteinaza

8 FLOMX XWYUVYLYDQMD GD OL NUDWNRWIOPDM QIR®> M|ODJDC
BPA, u trajanju od 24h, VPDQMXMH PLJUDFLMX HQGRWHOQLK UHOLM
aktivacije MMP, prvo je ispitan uticaj navedenog izlaganja i tretmana na relativhu ekspresiju tri
gena koji kodiraju matrikee metaloproteinaze MMR, MMP-2 i MMP-9. Rezultati dobijeni
metodomRT-gPCR VX SRND]DOL GD L]ODJD QMH1G*$MK \10° Ni BPALWM D
WUDMDQMX RG K n&ekispxedijl. garad QN D MMPR | MMP-9 (slika 4.2.6A).

6 REJLURP QD WR GD VX SUHWKRGQL UH]XOWDWL SRND]D
10°"M, 10° M i 10° 0 % 3$ QH X Vélativhu €kEpresiju genaa tri ispitivane MMP, u
VOHGHUHP NRUDNX MH SRPRUX A&HODWLQVNH JLPRnzihBhaMH S
poliakrialamidnom gelukopolimerizovaom a H O D WO.®URHPY Lj& Brimska aktivhost dve
003 L] JUXSH aHODWLQD]D NRMH VX YLVRNRMMMNYISUMP®LUDQH
dok je na zimogramu u izvesnoj meri detektovana i aktivnost MM@&nzima koji pripada grupi
kolagenazaRMH SULPDUQR UD]OD&X NR &®HO B @¥-vdp BEuaiBnR MbR ténP H U L
+RII 2VLP RGDEUDQLP NRQ FHigagaddDTNEM D ¥V DR %]3.3) RifH Q DMW
ovaj citokin SRYHUDYD QLYR L-2DMMPLYX R\QGRWHOQLP UHOLMDPD &
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5H]XOWDWL GRELMHQL aHODWLQV NRZgradnje&RH O Q DL M RFPD WIX FBIRR\M
dolazi samoaktivacijiom MMP-2, GHWHNWRYDQH SUL PROHNXOVNRM PDVL
NDWDOLWLPNRP GRPHQX RYRJ HQ]JLPD GRi2 pykhoBNIBKinY QD L
masama od-62 kDa i ~72 kDa, redom, kao i aktivna i latentna forma M&Pri molekulskim

masama od ~82 kDa i ~92 kDa, redom, nisu mogle detektovati na zimogramu (slika 4.2.6B). Na
SULND]DQRP JLPRJUDPX VH X Rpriakod 26DizIBgsné LTavQ Fo¥ Wi 106 3

M BPA pokazuje doznaavisni karaktert VPDQMXMH VH \kénc&Racii¢BP A MaHde
WDNR QDMPDQMD SURWHROLWLDSDAaDNW XYRUWRNXV PHHGE]IL R B PO 3
L]IODJDQMD MIiBRALTNB-. &vGUXJH VWUDQH SRYHUDYD -AQiRLPVNX
JLPRJUDPX VH XRpDYD L SURVYHWOMHQD WUDND NRMD RGJR
MMP- $QDOL]RP JLPRJUDPD ]DSD&aDMX VH L SURVYHWOMHQ
aktivnosti aktivne forme enzima MMP V. WLP GD MH HIHNDW NUDWNRWUDMAQ
10’M, 10° M i 10° M BPA na aktivnost MMP VOLpPpDQ NDR L -X AJDXPAN W-H0BR]Q
zavisno smanjenje aktivnosti ovog enzima (slika 4.2.6B).

Slika 4.2.6 Efekatkk DWNRWUDMQRJ L]ODJDQMD ($ Krelativiiu-e®spriesiu geba/il HQ R O )
aktivaciju matriksnih metaloproteinaza. $ 1DNRQ K L]ODJDQMD ($ K\ UHC
koncentracijama BPA (10M, 10° M i 10®° M), ispitan je uticaj tretmanaa ekspresiju genaa MMP-1

(MMP1), MMP-2 (MMP2) i MMP-9 (MMP9) NRUL & U HQ M HRP-gFRORVWDBLGdre vrednosti su
LIJUDAHQH NDR UHODWLYQD HNVSUHVLMD X RGQRVX QD NRQWUROX
(1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4 nezavisna eksperimenta. (B) Nakon 24 h
L]IODJDQMD ($ K\ GHOLMD RGDE UD®LRNRIDEM)QIWINFD.R1IOM@BL % 3 $
LVSLWDQ MH XWLFDM WUHWPDQD QD HQJLPVNX DNWLYQRVW 003 X
je reprezentativna fotografija zimograma.
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427.Ef ekat kratkotrajnog izIlaganja EA.hy926 |e
jednosl oja endotelnih [elija
Narednim eksperimentimae i spi tano da | i krat kotM,aj no
10°Mi10°M BPA, utrajanjuo#8h,ut i | e na propustljivost endot
uslovima u Transwell sistemu sa dva odeljka predstavljen konfluentnim jednoslojem EA.hy926
felija. Rezultati su pokazali da ni jedna od

jednosl oja EA.hy926 lelija (slika 4.2.7).

200+

- -
o o
e 2

o
i

107108 10°
BPA (M)

Endotelna propustljivost
(% od kontrole)

Slika4.2.7Ef ek at kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 i{eli
Nakon48h i z|l aganja EA. hy926 [ el ij a Mpl@&%vbido k) ispitakjenc e nt
uticaj tretmana na propustljivost jednosloja EA.nh
fluorescentnom bojom FITC uehyanbPwkijeséestvtemdn¢dyte
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.

428. Ef ekat kratkotrajnog izIlaganja EA.hy926 e
kiseonika

Ni vo ROS nakon kratkotr aj hh, 4d0°Mzl102NM BPAjea EA.
odrelivan pomMICFEFDAe adencsia jH utvrLlLivanja da
odabranim koncentracijama BRAt | |stvaramjgROS preko akti vacije pos
[ elijama ili preko povelane sinteze enzi ma Kk
odrelivan u dve vremenske talke: nakon 30 min

A B

Nivo reaktivnih
vrsta kiseonika
(% od kontrole)
Nivo reaktivnih
vrsta kiseonika
(% od kontrole)

O_
107 10° 10°® 107 10 10°

BPA (M) BPA (M)
Slika 428 Ef ek a't kratkotrajnog izl aganjnao réakivihwieta 6 | el
kiseonkaaNakon (A) 30 min i (B) 24 h izlaganja 'HMA. hy9:
10° M i 10°M),i spitan je wuticaj tret mana DC&DAnDobijene ROS
vrednost.i su izragene kao procenat ni voa ROS wu
isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 5 nezavisnih
eksperimenatap<c 0, 05 statistil ki znalajna razlika u odnos
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Rezultati su pokazal i “dvgi0PMilla da BjPA mAe. huy 93
nNvoROS ni nakon kratkog izlaganja |l elija u tr
izlaganja u trajanju od 24 h (slika 4.2.8B).

4.2.9. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy9261 el i j a b i stfaranje@dos A n a
monoksida

U daljem koraku j eodmea Li mamn oNO kgitekoramesemg| € n
koncentracijeni t ri ta u medi j,pretoiodng klagihy192\6 10 ! li 107 M
BPA, u trajanju od 1 h i 48 h. Raltati su pokazali daj@eakon 1 h izl aganj a
odabranim koncentracijama BPA detektoyamastkoncentracijn i t r i t a uzlagaihd@ i | e
5 M BPA za 150% (slika 4.2.9AHok je nakon 48 z| aganj a ov o 2p7/ikaan| e
4.2.9B) u odnosu na kontrolu.

500 500+
—_ —_ *
QD i Q i
RS 400 L3S 400
£ € 3001 *¥ =T 300]
g 2 g >
>3 2009 >3 2099
Z R 1004 = =[= < & 100
04 0
107 10 10°° 107 10 10°°
BPA (M) BPA (M)
0.57 : : : I Kontrola
* : ; Hm 10° MBPA
= 0.41 ; : :
S <
s2oy W
£ s : :
2 o 02 :
zZ =2 : :
= : :
=~ 0.11 : :
0.0 : =

ICI1 182,780 G-15 vortmanin

Slika4.29Ef ekat kratkotrajnog i zI| ag a rstvasanjeEaatnhogodstid | el i

Nakon (A) 1 h i (B) 48 h izlaganja EAMHOP®I2®W® | el i j
M), posredno je ispitan uticaj tretmana staaranjeNO preko merenj&oncentracijenitrita u medijumu
metodompo Griess . Dobi jene vrednosti su izragene kao pro
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%)) (CEA. hy 926 el ijesasQh 45 n
182,780 (10 uM), @ 5 (10 OM) [ vortmani no 0° ¥ BPAONAkon 48eh z at i
izlaganja posredno je ispitan utigagtretmana BPA nastvaranjeNO preko merenj&oncentracijenitrita u

medijumu metodom po Griess. Dobijene vrednost bDg prateina. Rezudtdfiesin e u
prikazani kao srednja vrednost £+ SEM ad 3ezavisnih eksperimenatgg<t0, 05 st ati sti | ki :
uodnosunakontroldp< 0, 05 statistil ki zm#MBRA. na razlika u od

U cilju ispitivanja ulogeodr el eni h signalnih puteva u p:
|l aganja EA>MyBRA bletiapanju od 48idntagonksor i § |
asi | n-&a5§ anEaBonist GPER i vortmanininhibitor PI3K i nishodnih enzima. Rezultati
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su pokazali da su sva tri pri menjena inhibito
| el i°jMaBPA astvaranjeNO (slika 4.2.9C).

4210Efekatk r at kot rajnog izI|l aganj a ElatvnoegkSpeesijul el i | a
genaza eNOS

U svetlu prethodno dobijenih rezultata je potom metod@iftgPCR ispitano da li
kratkotrajno izI| agsnmp®eviERMh B @ 26 u telativria jekampaesijo
genaz a e NOS. Rezultat.i su pokazal: d a ekapkesijn 4 8
NOS3ni sa jednom od ispitivanih koncentracija BPA (slika 4.2.10).

-
[}
1

NOS3
2
l
|
'

(relativna ekspresija)

o
3y

0-
107 10® 10
BPA (M)

Slika4.210Ef ek at kratkotrajnog i z| ag a mea@nuEksprdsijgehd | el
zaeNOSNakon 48 h izlaganja EA.hy926 I[(7éM 1i0jMil@@MBabr ani
ispitan je uticaj tretmana nakspresiju genaa eNOS(NOS3 k or i g i e nj RTmPCR @tbijedee
vrednost.i su izragene kao relativna ekspresiija
isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4 nezavisha eksperimenta.

4.2.11 Efekat kratkotrajnog izlaganja EA. hy 926 [ el i jaltivabiju Akkienol u A r
ERK1/2

Metoda Western blot je primenjena u cilju identifikacije signalnih puteva koji se u
EA. hy926 lelijama aktiviraMuloMdkOSMBPRAr at kot r aj

Nakon izlaganja EA.hy926 | el iujtrajanjoddalbm ani m
utvrleno | e poveAkninojze~58%k K% id3% j ednobumna Komtrolu nakon
izl aganj’a 1l0eMing’m BPA, redom (slika 4.2.11A).
ekspresijafosfERK1/ 2 j e detektovana samo °MaBRPANMozazl ag
~72% u odnosu na kontrolu, dok su ostale ispitivane koncentracije BPA bile bez efekta (slika
4.2.11B).
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Slika4.2.11 Efekatk r at kot raj nog izl aganj a Bkiivadiy /AR ERKL/2| i j a
Nakon 1 h izlaganja EA.hy926 [ &Mji1p’ai nod s)bispianjem k or
uticaj tretmana nakspresijuA) fosfo-Akt i (B) fosfoERK 1/ 2 kori gl enjem met ode V
Su reprezentativne Western bl ot slike. Kvantifi ki
vrednosti za svaki uzorak su mmalizovane na nivo nefosforilisane forme proteina u datom uzorku, a
rezul tati su izrageni rel at i v pAkti @) fasfd-BRKS2iu kangoli n o r me
(1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEMiedrizavisna eksperimentgp<c0, 05 st at i s

znalajna razlika u odnosu na kontrol u.
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4.3. Efekatdugotrajnogi z| aganj a EA. hyt®a2u6 [ el i ja di
4.3.1. Efekatdugotrajnogi z| aganj a EA. hy 326 altal injaa vd ij lawbti il In
Rezul tati i spitivanja metabol il ke™aadkdni vno:

dugotrajnogi z1 aganj a EAZ®Myl®2M i 10%eM DEPasu pokazalda je nakon
dvanaest nedel j & MIDBR detgkionajncasmanjerijei vjjahilnodticod 6,14% u

odnosunakontrollost al im i spitivanim nedeljama nije &
izme Lu tretirani(shka4¢3llpa i kontrol e
3 nedelje 6 nedelja 9 nedelja 12 nedelja
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Slika 4.3.1 Efekat dugotrajnogi z | aganj a EA. hy Q26 altel injaa vdgkandij il Ino s

gest, devet izHamgampat EAetdedpPa lelija OMaMani m k
10"M),i spitan je uticaj tretmana na metabol il ku ak:
alamarBluéM. Dobijene vrednost.i su izragene kao proce
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM

od 4 nezavi snp<Ol,e&I5 jsstkaa ifsltadka. z*nal ajna razlika u

4.3.2. Efekat dugotrajnogi z | aganj a EA. hy 9 A6 alt a1l injaa vaizb wtainl]
za jednosl oj endotelnih lelija

Rezul tati i spitivanja vezivanja humani h m
uslovimain vitro su pokazali da je u svim ispitivanim nedeljama dugotrajatagganja EA.hy926
[ el i%Ma109Mi10°’M DBP doglo do znalajno povelanog
fluorescentnom bojom kalcein AM zendotelnel el i j e koj e®Miu0’iMzDBR g an e
odnosu na kontrol u: nakon tri nedel je izl agan
nedelja izlaganja za ~140% i ~122%, redom (slika 4.3.2B), nakon devet nedelja izlaganja za
43,25% i 70,3%, redom (slika 4.3.2C) i nakon dvanaest nedelja izlaganja za 83,85% i 72,3%, redom
(slika 4.3.2D).
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Slika 4.3.2 Efekat dugotrajnogi z| aganj a EA. hyf92a6l alteul injaa vdeizbiutainlj e
jednosl!| o] enNa@akehn{ A) i etija(B) gest izlagara)EA.Hy826 e t [
[ elija odabrani m k%M &08 Kt 104 M)i ijpham e utibaptRetména fa vezivanje
monocita za jednosloj EA.hy926 lelija korigienjei
reprezentativne fluorescentne fotomikrografiije.

felija vezanih za jednosilléj nBAumy 921® ioelaibjra nji & dno
grupi , a dobijene vrednosti su zatim izragene kao
je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100Rgzultati su prikazani kao srednja vrednost *

SEM od 4 nezavi pat, 0% | stj stkias tfil laksik aznal ajna razl i k:

4.3.3. Efekatdugotrajnogi z I aganj a EA. hft8latuta relativni ékspresiju b u t i |
genaza | elijske adhezivne mol ekul e

S obzirom na to da su prethodni rez@d/t at i
monocita za Elagatedy®M 6107TMeIODBP tokom dvanaest ne
kor aku | arelatdnma ekspregija geza ICAM-1, VCAM-1iEs el ekt in nakon
devet i dvanaest nedeljaz | aganj a EA?M $0§ K 6107MeDBP. jRezultatidnerenja
relativne ekspresije genaa ispitvane CAM nakon tri nedel j e i zIl a
nanomol arnim koncentr aciyekspasijuyénB kop kodifpselékanz a | i
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za 130%u grup | &dijeisy ialagane T0M DBP u odnosu na kontrolu (slika 4.3.3A). Nakon

g e sdeljamisu detektovane razlikagika 4.3.3B) dok jenakon devet nedeljsamo koncentracija
0d108°M DBP 1z n al tmgkspesijp genaa bva tri ispitivan&AM: ICAM-1 za ~223%,
VCAM-1 za 321% i Esdektin za ~289% u odnosu na kontrolu (slika 4.3.3C). Nakon dvanaest

nedeligi z| aganja EA. hy926 [lelija odabranim nanomo
razlike u ekspresiji genaza ICAM-1 ni sa jednom ispitivanom koncentracijom DBP, dok je
p o v alekspresija gena koji kodiéCAM-1 z a pua ggernu p i | el i j &MIDBA a s u
i to za ~230% u odnosu na kontrol u. Pajeed to
p o v elelkspresija gerea Eselektinza~ 17 1% u gr upi | e1D%M DBP (klikaj e s u
4.3.3D).
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Slika 4.3.3 Efekat dugotrajnogi z | aganj a E Alibutlyftal@uena felativnu gkapresiju gena

za Ilelijske adNaekbwndg Amoltekul e(.B) gest, izlaganja deve
EA. hy926 Ilelija odabr afMnm0®Mo a0d M) ispitam geiuficaj reamaria® P ( 1 (
ekspresiju genaa ICAM-1 (ICAM1), VCAM-1 (VCAMY) i E-selektin(SELB k or i gl enj RTm met

gPCR Dobijene vrednosti su izragene kao relativn:
horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4 nezavisna
l el ijskm0Offl0Obslsaati stil ki znal ajna razlika u odnos
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4.3.4. Efekat dugotrajnog LJODJDQMD ($ K\  -I WOIOMIW & LEXWGEH]LMX it
A8HODWLQ

8 VOHGHUHP NRUDNX MH LW DW DRQMDL D KV GIXIDRVIUNDIM Q R
107 0 '%3 QD DGKH]LMX GUHOLMD ]D 8HODWLQ 5H]XOWDWL VX S
devet nedelja (slika 4.3.4C)]JODJDQMD UHOLMD RGDEUDQLP QDQRPRODL
]DSD&HQ VWDWLVWLpPNL ]QDpDMDQ HIHNDW OaDdriygd Jdtra2 Q M H
GHWHNWRYDQR MH VPDQMHQR YH]JLYDQMH GUHOLMD ]D &8HODYV
nedeliaL]ODJDQMD ($ K¥© 0 '#30 LMMOCL N D % NDR L SRYHUDQR Y

RGQRVX QD NRQWUROX X JUX$IDBRHQrajNh[D o Bvsidest dedelj(BlilD Q H
4.3.4D).

Slika 4.3.4 Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ i WODIOMDDV & LEXWIGK H]LM X 0HO
IDNRQ $ WUL % &aHVW & GHYHWODRJDQM®Y DR BMVWIKOIGHD I
koncentracijama DBP (IOM, 108 M i 10" M), LVSLWDQ MH XWLFDM WUHWPDQD QD
BULND]DQH VX UHSUH]JHQWDWLYQH IRWRPLNURJUDILMH %URM Yl
'RELMHQH YUHGQRVWL VX LJUDaHQH NDR SURFHQDW DGKH]LMH ]I
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4

QH]DYLVQD UHELMVNIW DOMDWNLPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
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4.3.5. Efekat dugotrajnog LJODJDQMD ($ K\  -I WOIOMW & LEXWLOUDFLMX i

Modifikovanom Boyden Chamber tehnikom u Transwell sistemu je ispitano da li dugotrajno
LIODJDQMH ($ K\®° M, uB.OMLMID’ 0 '%3 XWLpH QD PLJUDFLMX HQ
5HIXOWDWL VX SRND]DOL GD L]ODJDQMH ($ K\ UHOLMD VYLF
RG QHGHOMH ]QDPpDMQR VPDQMXMH PLJUDFLMX HQGRWHOQ
JUXSL UHOLMD NPRPMH¥%»X JPODJDQ@HIUXSL UHOLMBMDBRIKaV X L]C
a X JUXSL UHOLMD NRMM % ¥ XVIQDDDDQH$ 1DNRQ AHVW QHGH
dvanaest nedelja (slika 4.3.5D)L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD RGDEUDC(
NRQFHQWUDFLMDPD '%3 QLMH ]DSDaHQ VWD W3awidgepdidne] Q D p D
GHWHNWRYDQD MH SRYHUDQD RIJODDBEOWD @H MM i@ ®H WDQ H (
DBP, ito za ~113% i ~181%, redom (slika 4.3.5C).

Slika 4.3.5 Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ -0 WOIOMDDV & LEX W L KkEnRA)M X U H C
WUL % aHVW & GHYHW]QDJDERWIDQOHKW QIHIHOMMDDRGDEUDQLP NF
°M, 108 Mi10°"M), LVSLWDQ MH XWLFDM WUHWPDQD QD PLJUDFLMX UHOL
pora8 P OHOLMH NRMH VX PLJULUDOH NUR] SROLNDUERQDWQX PHPI
obojene fluorescentnom bojom DAPI. Prikazane su reprezentativne fluorescentne fotomikrografije. Srednja

YUHGQRVW EURMD IOXRUHVFHQW&R RPNWARA&APQR KR GHE IUNDD IVKH PG R B
SR JUXSL D GRELMHQH YUHGQRVWL VX |DWLP LJUDA@HQH NDR SUR|
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +

6(0 RG QH]DYLVQD pHOLNMWNDDVLYDMMYDL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQ
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4.3.6. Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ -ttt Iny o bidtIf/EstV L O
MHGQRVORMD HQGRWHOQLK UHOLMD

Zatim je ispitano da li dugotrajnd ]JODJDQMH ($ KV M, 108 @ L MDM DBP
XWLpH QD SURSXVWOMLYRVW NRQIOXHQWQRJ MHGQRVORMD (
Rezultati su pokazali da je nakon tri nedeli g ODJDQMD ($ K\® 0 U'GBLMRPHQR
SRYHUDQMH HQGRWHOQH SURSXVWOMLYRVWL ]D X RGQR\
izlagane 1M DBPi10' 0 '%3 WDM HIHNDW L]RV W DRO DLIDNRMD 5(1$ VRN Q Hi
RGDEUDQLP QDQRPRODUQLP NRQFHQWUDFLMDPD *¥®BPDPR M
]DSDAHQR SRYHUDQMH HQGRWHOQH SURSXVWOMLYRaM& L ]D =
UHOLMD NRMH®WKDBRROMIDQPL3 XRPHQR VPDQMHQMH HQGRWHC
a L a UHGRP 6PDQMHQD SURSXVWOMLYRVW MHGQRVORN
devet nedeljaL]ODJDQMD ($ KY® M illB‘OM. PEP, i to za 32% i ~51% u odnosu ha
kontrolu, redom. Nakon dvanaest nedelig ODJDQMD ($ K\ UHOLMD RGDEUD
NRQFHQWUDFLMDPD '%3 QLMH |DSD&HQ ]QDpDMDQ HIHNDW Q
(slika 4.3.6).

Slika 4.3.6 Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ ftala@uLnd BndGtelRLIXoYEhutljivost.
1DNRQ WUL &HVW GHYHW JD@WDQHKW QHEHMWDRGDEUDPQLP NRQ!
108 M i 10’ M), LVSLWDQ MH XWLFDM WUHWPDQD QD SURSXVWOMLYR'
GHNVWUDQD 0z N'D REHOHAHQRJ IOXRUHVFHQWQRP ERWRP ),78&
'RELMHQH YUHGQRVWL VX LJUDA@HQH NDR SURFHQDW HQGRWHOQH
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4
QHIDYLVQD UHELMVNI DOMDWNVLpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q

4.3.7. Efekat dugotrajnog L]JODJDQMD ($ K\ -ftdda@u In i dxs@dsid RN dita i
Z0-1

8L P DM Xbtir pfethodno navedene rezultate vezane za promene u propustljivosti
MHGQRVORMD HQGRWHOQLK UHOLMD SRG GHORYDQMHP "%3
L]IODJDQMD ($ K¥M, iDBINDiL10r ™M DBP naekspresijuokludina i ZO1. Rezultati su
pokazali da je nakon tri nedelie ]ODJDQMD ($ K\ M DB srivafjea ekspresija
okludina za ~41% u odnosu na kontrolu, dok je efekat izostao kad je u pitarfjudi®a 4.3.7A).
Sa druge strane QDNRQ aHWWO R HHNDj DkdhCehthdlji DBP detektovao je
S RY heleRsPresij@kludina, i to za ~41% u odnosu na kontrolu, dok je efekat ponovo izostao kad
je u pitanju ZO1 (slika 4.3.7B). Nakon devet nedella]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD
nanomolarnim koncentracijama DBPD S DeaM B S Raeksp@s)aRED SURWHLQD X JU?
izlagarih 108 M DBP i 10’ M DBP u odnosu na kontrolu, i to okludina za ~75% i 98%, alz@a
109,5% i ~137%, redom (slika 4.3.7C)Nakon dvanaest nedelld ]ODJDQMD ($ K\ u
odabranim nanomolarnim koncentracijama DEFLMH ELOR J]QDpDMQLK UD]JOLND
Z0O-1 u odnosu na kontrolu (slika 4.3.7D)
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Slika 4.3.7. Efekat dugotrajnogizlaganja EA. K\ U H O L M-bhalau ia>ekghréesiju okludina i ZO-

1. 1IDNRQ $ WU,L(C) devetd KDY Wivanaestnedelja L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD
koncentracijama DBP (10M, 108 M i 107 M), ispitanje uticaj tretmana nakspregu okludina i ZG1
PHWRGRP :HVWHUQ EORW 3ULND]JDQH VX UHSUH]HQWDWLYQH :I
NRULAOUHQMHP SURJUDPD ,PDJH - '"RELMHQH Y UH ékeprSiMGAPTIH VY DN L
X GDWRP X]JRUNX D UH]XOWDWL VX L]UD aldkapresijlismtDandg pQBnXuR G Q R\
NRQWUROL BHIXOWDWL VX SULND]DQL NDR VUHGQM®ROOMBUHGQR
VWDWLVWLPNL ] @rdeumai@ioD]OLND X R

4.3.8. Efekat dugotrajpog L]ODJDQMD ($ K\ -{tadau In® ivoGdakiMnild kréta
kiseonika

8 VOHGHUHP NRUDNX MH LVSDW DDQXMDL FD K G XIDRVIUNDD Q R
10" M DBP nastvaranje52 6 N R U L draadénd&HFCFDA. Rezultati su pokazali da je nakon
tri nedelie LIODJDQMD ($ K\ UHOLMD RGDEUDQLP QDQRPRODUQ
VPDQMHQMH QLYRD 526 RG X RGQRVX QD NRQWUROX VDP
NRQFHQWUDFLML '"%3 GRN VX RVWDOH NRQFHQWUDFLMH "%3
VPDQMHQMH QLYRD 526 X JUXSL UHOLMD NRMH VX L]ODJDQH
odnosu naNRQWUROX GRN idNagank 10U X S% 31 HIDMEHQR SRYHUDQMH Q
26,3% u odnosu na kontrolu. Nakon devet nedeljidODJDQMD ($ K\ UHOLMD
QDQRPRODUQLP NRQFHQWUDFLMDPD '% 3tveranj¢RO3.[58 Dra¢geQ ]1QD
strane nakon dvanaest nedelja] ODJD QM B MIiH®' IMWOBP, I DSD&4HQR MH VPDQMH
ROS, itoza 12,2% i ~21% u odnosu na kontrolu, redom (slika 4.3.8).
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Slika 4.3.8 Efekat dugotrajpog L]JODJDQMD ($ K\ iteladdu MDnive keBKiWih Orsta

kiseonika. 1IDNRQ WUL &HVW GHYHWDUDEWII DH KW QHKBGIOWID RGDEUD Q
DBP (10° M, 108 M i 107 M), ispitan MH XWLFDM WUHWPDQD QD QLY.BCHI6 NRUL:?
'RELMHQH YUHGQRVWL VX LJUDAHQH NDR SURFHQDW QLYRD 52¢
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4
QHIDYLVQD UHELMVNIW DOWDWNLPNL |]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q

4.3.9. Efekat dugotrajpog L]ODJDQMD ($ K\ -ftddafu N dngiédeBexWIL O
uslovimain vitro

Uticaj dugotrajnogL]ODJDQMD ($ K¥ M, 108 L@ DV DBP na angiogenezu

u uslovimain vitro je ispitivan testom formiranja endotelnih tuba. Morfometrijska analiza je

XUDYyHQD SRPRUX DODWD $QJLRJHQHVLYVY $QDO\JHU X RNYLUX
NYDQWLWDWLYQLK SRGDWDND ]D YHUL EURM SDUDPHWDUD
RGDEUDQR a&HVW QDMUHOHYDQWQLMLK SDUDPHWDUD XNOM
XNUaAwDQMD EURM VHIJPHQDWD XNXSQX GXaLQX VHJIJPHQD
posmatrano, analiza navedenih parametara je pokazala da je formiranje endotelnih tuba smanjeno
QDNRQ WUL L AaHVW QHGHOMD GRN]QBJODWMDQ (& KY HWI H GELWID
QDQRPRODUQLP NRQFHQWUDFLMDPD '"%3 GHWHNWRYDQR SRY

'"HWDOMQLMH QDNRQ WUL QHGHDN HOANOG DT MQBM) syi$ K\
DQDOL]LUDQL SDUDPHWUL DQJLRJHQH]H VX ELOLAWPOBRMHQL
L WR XNXSQD GX&LQD WXED ]D X R G Q Rtk 2all78R, @i U R O X
XN U&aWw D QuidiiongHZQ 17,8% i broj segmenata za 19,8% (slika 4.3.98).iPored toga,
GHWHNWRYDQD MH ]D PDQMD XNXSQD GXA&4LQD VHJPHQDW
X RGQRVX QD NRQWUROX UH]XOWDWL QL ViXagahd BOhWOBL QD
UHOLMD RGDEUDQLP QDQRPR Q Svla@dlifrahi Ragametangibferd s BIP D ' % 3
VPDQMHQL i&y&ihiaOM MID’ 0 '%3 8 JUXSL GHOLMD NRMH VX W
izlagane 16 0 '%3 XNXSQD GXA4LQD WXED MH VPDQMHQD ]D
XNUawDQMD ]D D EURM VHIPHQDWD ]D X RGQRVX QL
d4HVW QHGHOMD L¥%3BDGREHMHQH VX VOLpQH YUHGQRVWL SD
VPDQMHQD ]D EURM pYRURYD ]D EURM XNUawDQMD
odnosu na kontrolu (slika 4339 C 3RUHG WRJD iz¥ganhA®E IDBEPHIEtekMENa je
1D PDQMD XNXSQD GXAaLQD VHJPHQDWD L ]D PDQMD
NRQWUROX GRN idaganh 10U ¥S'1% 8 HOHWBNWRYDQD ]D PDQMD
UDpYDQMD GRN XNXSQD GXaLQD VHJPHQDWD QLMH VWDWLYV
(rezultati nisu prikazani na slicipa druge stranenakon devet nedelj@a ]ODJDQMD ($ K\ U
10°M, 108 Mi10"MDBPsu VYL DQDOL]LUDQL SDUDPHWUL DQJLRJHQH
koje su izlagane 100 '%3 L WR XNXSQD GXALQD WXED ]D X RGQR
1D EURM XNUaAWDQMD ]D L EURM NHDPRofedDtdHB, ]D
GHWHNWRYDQD MH ]D YHUD XNXSQD GXaLQD VHIJPHQDWL
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(rezultati nisu prikazani na slici). Nakon dvanaest nedélpODJDQMD ($ K\ UHOLMD
nanomolarnim koncentracijama DB YL DQDOL]LUDQL SDUDPHWUL DQJLRJ}
UHOLMD NRMHB®WDBRROMIDQ®W3 8 JUXSL GUHOLMD NRMH VX WRN
izlagane 18 0 '%3 XNXSQD GXALQD WXED MH SRYHUDQD ]D
XNUAWDQMD ]D a D EURM VHIJPHQDWD ]D a X RGQRVX
tokom dvanaest nedelja izlagane’10 '%3 GRELMHQH VX VOLpQH YUHGQRVWL
WXED SRYHuUDQD ]D EURM pYRURYD ]D EURM XNUA&\
975% u odnosu na kontrolu (slika 489 ( 3RUHG WRJD iXlagadiX®Ef DBAROLMD
GHWHNWRYDQD MH ]D a YHUD XNXSQD GXaLQD VHIJPHQDWLI
odnosu NaNRQWUROX GRN Mlegaih 10 X0SL%BHGHMWBINWRYDQD ]D a
XNXSQD GXaLQD VHIJPHQDWD L ]D a YHUD XNXSQD GXaLQb
nisu prikazani na slici).
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Slika 4.3.9 Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ -ttdda@u Ln dhgiedeBex VWLLSIoviman

vitro. (A) Prikazane su reprezentativne fotomikrografiiakon @) tri, (C & H B\devet i E) dvanaest
nedelaL]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD RGDEUDOMPLONNR QIOH QWpiakje M D P D
uticaj tretmana na formiranje endotelnih tuba u uslovimgitro NRULAUHQMHP WURGLPHQ]LRC
Cultrex BME. Formiranje endotelnih tuba je posmatrano pod svetlosnim mikroskopom nakon 8 h.
.YDQWLWDWLYQD DQDOL]D MH XUDyHQD NRULaAUHQMHP DODWD $Q.
YUHGQRVWL VX LJUDAHQH NDR SURFHQDW RGJRYDUDMXuUHJ SDUD
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
RG QH]DYLVQD i(HOLMWWNDWOWDWNIDNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRV:

4.3.10.Efekat dugotrajnog LJODJDQMD ($ K\  -fada@ilniblati/ilEekspresiu
gena]D RGDEUDQH SURWHLQH XNOMXpHQH X NRQWUROX DC

6 REJLURP QD WR GD VX SUHWKRGQL UH]XOWDWL SRND]D
IRUPLUDMX HQGRWHOQH WXE®GDX DM 6 MpHGH MR DQ'HVGDHBR,M D P D
VOHGHUHP NRUDRXIRACR RRGHINHE IRIGA ekspresija geza odabrane proteine
XN O M X [kbinfpolu angiogeneze: receptor za vaskularni endotelni faktor rasta 2 (VEGFR
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kodiran genonKDR), vaskularni endotelni faktor rasta A (VE@¥% kodiran genonVEGFA) i
vaskularni endotelni kadherin (VEadherin, kodiran genor@DH5). Rezultati su pokazali da je
nakon tonedelpog L]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD RGDEUDQLP QDQRPR

S RY Hidlativna ekspresija geraji kodiraVEGF$ 1D X JU X &laganH 00 M D
'%3 L X JUXSL iiH1oLmDBR, J®@QIDYX XRpHQH ]QDrpl@ivhgH UD](
ekspresiji genaa VEGFR2 i VE-kadherin VOLND $ 1D N Rz2agarih\EW.hyd26G H O M

UHOLMD RGDEUDQLP QDQRPRQ DdietavBa j8 BGaRjeéh@RAPLEBIR gdndaP D ' % 3
VEGFR X JU XS Lizlégdr L1IB' DM DBP za ~24% u odnosu na kontrolu, kaaai VE-
kadherinu JU X S L iziaty@h 0B M i 10’ M DBP, i to za ~24% i ~28% u odnosu na kontrolu,
redom (slika 4.3.10B).

Slika 4.3.10 Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ il MaDekspieRX \Yen&za
RGDEUDQH SURWHLQH XNOMXpHOQBINR QN RE WUWRIO X 9 QIHRWH QB ]HGH Y
nedeliaL]ODJDQMD ($ K\ UHOLMD RGDE UDONM,PLONR QIOAH K)WdpiaRje M D P D
uticaj tretmana naekspresiju genaza VEGFR-2 (KDR), VEGFA (VEGFA i VE-kadherin (CDHY)
NRULAUHQMRATRIPERWREBIHMHQH YUHGQRVWL VX LIJUDAHQH NDR UHODW
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijjom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
6(0 RG QH]DYLVQD pHOLNMWNDDNLYDMNMPDL JQDpDMQD UD]JOLND X RGQ
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1IDNRQ GHYHW Q HGHHRO/NHDelMyha]dkpRsijbl @ena koji kodVEGFA za

X RGQRVX QD NRQWUROX X JUXSIM DBFO M [k ibtévidrieny X L]C
] D S Desshhé&hjem ekspresija genaa VEkadherinza a X JUXSL UHOLMD NRMH VX
DBP (slika 4.3.10C)Nakon dvanaest nedelin] ODJDQMD ($ KY° M, 1icd @Il MDD M
DBP, detektovaa M H S Ravrélaiiih@ ekspresija gema VEGFR2 i VEGF$ VDPR VD QDMYH
koncentracijom DBP, i to za 66,8% i 29% u odnosu na kontrolu, redemanjema ekspresija gena
koji kodira VE-kadherin sa svim ispitivanim koncentracijama DBP: za ~18% u odnosu na kontrolu
X JUXSL UHOLMD NRMHW ¥ X]D]@DIXQHIXSL GHOLMBPMNDBRRIEAV X L]C
a X JUXSL UHOLMD NRNDBP \skkal4®IDD)D Q H

4.3.11 Efekat dugotrajpog L]ODJDQMD ($ K\ -ftadauIn® dva@hjEa¢d¥ L O
monoksida

U daljem koraku je metodom po Grieds R G U H kangddi@acijanitrita u medijumu
($ K\ U H O LsMddgdtrRjniFagane 16 M, 108 M i 107 M DBP tokom dvanaest nedelja.
Rezultati su pokazali da nakon tri nedelje nije bilo razlika ackatraciji nitrita u odnosu na
NRQWUROX QL VD MHGQRP RG NRULAUHQLK NRQEMgMWaUDFLM
($ K\ UHOLMD RGDEUDQLP, NXR®HRWNHD FS_ RN B ¢&MBRCIIS R Y H U
nitrita u medjumuVDPR VD QDMYHURP NRQFHQWUDFLMRP "%3 L WR
NRQWUROX UHGRP GRN MH QDNRQ GYDQDHVW QHGHOMD L]
JUXSL idlay@nb B 0 '%3 a X RGQRVX QD NRQWHaBadXI0LMX JUX S
DBP (~468% u odnosu na kontrolu) (slika 4.3.11).

Slika 4.3.11 Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ uftdl@xl M® st@iaBjX \e400
monoksida 1DNRQ WUL aHVW GHYHOWD 1D&WIDQ DHKNW QUHBMHOMDDR GDE UD Q
DBP (10° M, 10® M i 107 M), posrednoje ispitan uticaj tretmana natvaranjeNO preko merenja
koncentracijenitrita u medijumu metodom po Gries§ 'RELMHQH YUHGQRVWL VX L]JUDAH
nitrita u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su
SULND]DQL NDR VUHGQMD YUHGQRVW “®B(0 RGWD@HNW L NMQLD ] QHD® DX
odnosu na kontrolu.

4.3.12 .Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 U H O L M Dft&atubnA Wlat@nu ekspresiju
genaza eNOS

Metodom RT-gPCR je u svetlu prethodno dobijenih rezultata ispitano da li dugotrajno
LIODJDQMH ($ KVM, i0BINDILIM'D0 '% 3 X W Irdddtivied Bkspresiju germa eNOS.
5H]XOWDWL VX SRND]DOL GD QDNRQ WUJQDEHYMD GH®HMD LI
QDQRPRODUQLP NRQFHQWUDFLMDPD '%k3pré€3ijiMéha2d @NOS|QDp DI
odnosu na kontrol(slika 4.3.12).
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Slika 4.3.12 Efekat dugotrajpog LJODJDQMD ($ K\ -ftadafu L ielaterhEek presu gena
zaeNOS.1DNRQ WUL &HVW GHYH@DL DENDO DH WitebrerimEi@iodvEIacijama

DBP (10° M, 108 M i 107 M), ispitanje uticaj tretmana nakspresiju genaa eNOS(NOS3 NRULAUHQMMHF
metodeRT-gPCR 'RELMHQH YUHGQRVWL VX LJUDA@HQH NDR UHODWLYQD
prikazana horizontalnom isprekidanom linijjom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4
QH]DYLVQD UHEPLMVNIW DOMDWNLPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q

4.3.13.Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ -ttdda@u In b s asdsiIX AMtlvariju
eNOS

6 REJLURP QD WR GD VX SUHWKRGQL UH]XOWDWL SRND]D
stvarajul2 X UD]OLpLWLROPHGKYOIDRADOM MID’ M DBP, a da istovremeno
nisu detektovane razlikerelativnoj ekspresiji genaa eNOS, enzima odgovornog za sintezu NO u
HQGRWHOQLP UHOLMDRBDP KWMROG-RFH UHH\PWNHRIWDR S @ dsialkRoBaJi H y L Y D
fosforilisane formeeNOS S U D U HaRlivheidee fosforilacije na Serll7y 8RSaAWHQR SRVPDW
uglavnom QLVX XRpPpHQH ]Q D peRapréshi HIR BO XN K DXO L p L WizlegaglaH G H O M
($ K\ UHOLMD RGDEUDQLP QDQRPRODU (Ekdprenijpfesfotilisaé U D F L M
formeeNOStokomnedelja uglavnompratia W U HQ G Skentehtraciairida u medijumu.

Detaljnije, rezultati su pokazali da nakon tri nedelie] O D J D Q Mslim (oidaDramiib
koncentracijama DBHije bilo razlika uekspresiji aktivirandj. fosforilisaneforme eNOS (slika
4.3.13A). Detektovanoje |1QDpDMQR SRYHUDQMNOS N V98 HVKMH URINDIIRM D
izlaganh 108 M DBP i 10’ M DBP, i to za ~324% i ~209% u odnosu na kontrolu, reddok je
samoQDNRQ A4HVW QHGHONMD %D PO AH RHOAMPMHQMH HNVSUF
u odnosu na kontrolu (slika 4.3.13B.).DNRQ GHYHW QHGHOMD L]|EMIDAIMD ($
MDBP, |DSDAHQ MHUMQGpPpBRY H D Q MdNGSNY S34644/i306Rb, FElr Rslika

& GRN MH QDNRQ GYDQDHVW QHGHOMD VDPR QDMYHUI
ekspresije fosfonibaneforme eNOS od oko 225 u odnosu na kontrolu (slika 4.3.13D).
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Slika 4.313. Efekat dugotrajnog LJODJDQMD ($ K\ {fitéda@ulLrid [eksBredtui Valktigaciju

eNOS. 1IDNRQ $ WUL % &aHVW & GHYHW IDQMDBDYBEWHVWHQHMB((
koncentracijama DBP (10M, 10® M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana naekspresiju ukupne i
fosforilisane formeg(Ser1177eNOSmetodom Western blot. Prikazane su reprezentativhe Western blot slike.
.YDQWLILNDFLMD MH XUDVHQD NRULAaUHQM KEBprédijaNOD tobijen® DIH -
YUHGQRVWL ]D VYDNL X]JRUDN VX QRUPDOL]RYDQH QD QLYR SURWF
relativno u odnosu na normalizovani nivo proteina eNOS u kontroli (1). Za prikaziedsjeresije
fosforilisane formeeNOS dobijene vrednosti za svaki uzorak su normalizovane na nivo nefosforilisane
forme eNOS u datom uzorku, areyMDWL VX LJUDAHQL UHODWLYQR X -BNOQRVX QD
NRQWUROL 5H]XOWDWL VX SULND]DQL NDR VUHGQM®ROMBUHGQR
VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD NRQWUROX

86



4.3.14 Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ Klbutil -@tadaulnMdktivaciju Akt

Metodom Western blot je ispitano da li dugotrapg ODJDQMH ($ KV¥M, 10BN L M D
i107 0 '%3 XWLpH QD IRV BRADLIGHIEEEUME f@sToNlacije na Serd73, odnosno
DNWLYDFLMX VLIQDOQRJ SXWD 3, . $NW 8RSaAWHQR SRVPDW
prethodno prikazani rezultati o fosforilaciji eNOS. Naime, nakon tri neddhganja EA.hy926
UHOLMD RGDEUDQLP QDQRPRODUQLP NR EkbpfeQijifosidNki (8P D '% 3

$ GRN MH QDNRQ d8HVW L GHYHW QH Gakspriebpeakiivirsviel N W R Y
forme SNW X J U XZagaiitHOIMVDBP i 10’ 0 '%3 QDNRQ dHVW QHGHOMD ]LC
odnosu na kontrolu, redom (slika 4.3.14B), a nakon devet nedelja za ~706% i 127% u odnosu na
kontrolu, redom (slika 4.3.14C). Nakon dvanaestielnog L]/ODJDQMD ($ KYM, iDAEOLMD
Mil0’ 0 '%3 XPRPeHY H i DeRsprésijefosforilisane formeAkt od ~131% u odnosu na
kontrolu samosabMYHURP NRQFHQWUDFLMRP '"%3 VOLND '

Slika 4.3.14 Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ -Gtadiafu In ditivakijd Xk, N&kon (A)

WUL % &dHVW & GHYHW]QDJD@WIQ BHKW QHEHONDRGDEUDQLP NF
°M, 10% M i 107 M), ispitanje uticaj tretmana nakspresijufosforilisane forme Akt(Ser473 metodom
‘HVWHUQ EORW 3ULND]DQH VX UHSUH]J]HQWDWLYQH :HVWHUQ EO
programa Image J. Dobijene vrednosti za svaki uzorak su normalizozamneo nefosforilisane forme Akt u
GDWRP X]JRUNX D UH]XOWDWL VX L]JUDAHQL UHOAWLKSQ®& (. RGQR\
S5H]XOWDWL VX SULND]DQL NDR VUHGQMD YUHGQRVW VWDW RWGNL|
]ODPDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD NRQWUROX

4.3.15.Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ Klbutil -@tdda@ulnMdktivaciju ERK1/2

Nadalje je ispitano da li dugotrajlo]ODJDQMH ($ KV M, iDA@ L1aDV DBP
XWLpH QD IRVIRULSOUDHIMMXMHE. DNWLY D FTHRQMTYIRY, IcRbEr@ D FL M |
aktivaciju MAPK signalnog puta 5SH] XOWDWL VX SRND]DOL GD QDNRQ WU
4.3.15B) i dvanaest nedelja (slika 4.3.15MigotrajnogL]ODJDQMD UHOLMD RGDEUDC
koncentracijama DBP nije bilo razlikaaktivaciji ERK1/2 u odnosu na kontrolu ni sa jednom od
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NRULAUHQLK NRQFHQWUDFLMD "%3 GRN MH VDPBs@Q&ieRQ Gt
fosfoERK1/2 X RGQRVX QD NRQWUROX L WR ]D a X RGQRVX Q

izlagane 1§ 0 '%3 ]D a X JUXSL GHOLMBDONRAMHLV|® L]ODIDIQUKKSL i
koje su izlagane 10M DBP (slika 4.3.15C).

Slika 4.3.15. Efekat dugotrajnog L]ODJDQMD ($ K\ iftell @ MaDakiachuX BRKD'2.

IDNRQ $ WUL % aHvw & GHYHWODRJDQM®Y DR BMVWIKOIGHD I
koncentracijama DBP (10M, 108 M i 107 M), ispitanje uticaj tretmana nekspresiju fosforilisane forme

ERK1/2 (Thr202/Tyr204 metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne Western blot slike.
.YDQWLILNDFLMD MH XUDYHQD NRULAUHQMHP SURJUDPD ,PDJH
QRUPDOL]JRYDQH QD QLYR QHIRVIRULOLVDQH IRUPH (5. X GDWRF
odnosu na normalizovani niviosfo-ERK1/2 u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +

6(0 RG QH]DYLVQD pHOLNMWNDIWVLYDMNMDL ]1QDpDMQD UDJOLND X RGQ
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44, Ef ekat kratkotrajnog i zlfalgtanj a EA. hy
441. Ef ekat kratkotrajnog i zI|fatgalngtau Ema hwi9j2&b il ler
Uticaj kratkotrajnog MA0 MglhN aD BEPA . rhay 9ni2est d be

aktivnost/vijabilnosf el i ja je ispitan ™esAman isma brog toanb all ie
je pokazala da odabrane mikromolarne koncent
vijabil nosti EA. hy Bi2l&anja élika 4.4dl). nakon 24 h i 48
A 1251 B 125
S LA
Eiémo E%mo-
w S 757 B S 757
[e] (]
£35 501 3 50
o © o ©
SR 251 SR 254
5 o S 0
10%10%10* 10¢10% 10
DBP (M) DBP (M)

Slika441Ef ekat kratkotrajnog i zlfatgalnatau EMa hy Ngkabil lem o
(A) 24 hi (B) 48 h izlaganja EA. hy926 #MI10°Mal106M)abr ani
ispitan | e uticaj tret mana na met abol il ku aktivnost
alamarBluéM. Dobijene vrednosti su izragene kao proce
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
od 5 nezavisnih eksperimenata.

442. Ef ekat kratkotrajnog i zl-fatgalngtau Ema hwez2i6v d rej
za jednosl oj endotelnih lelija

Met odom koja se zasniva na obelegavanju hu
cein AM, a potom pralenju vezivanja ovako
i ja unvirepombma fluorescentnog mikroskopa
kotrajno izl a§Mao®>dilE™ HDyBP2 6utlidlei jnaa 1spos otk
j vezuju monocite. Pokazano je da | e
m koncentracijama DBP doglo do z
[

r

j e*MDBP,aa 160)6%iu ndn@sy re tkantrolll, @ok je ovaj efekat
ugim koriglenim koncentracijama

4007
10° M DBP 10+ M DBP
2a%27 oo 75T G 300+

200+

.~

100

Adhezija U937 celija
(% od kontrole)

0-
10® 10 10

DBP (M)
Slika4.42Ef ekat kratkotrajnog i zlfatgalndatau Efha hy®2i6v d rej é
jednosl oj enNakehn2#h heiiz)aganja EA.hy926 I[i®lija
M, 10° M i 10* M), ispitanj e ut i caj tretmana na vezivanje mol
kori glenjem U937 1ielija obelegenih kalceinom A
fotomi krografije. Dobijene vrednost:i Ssu izragene
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
SEM od 3 nezavisna eksperimentgs*0 , 05 st atisti |l ki znalajna razlika
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4.4.3. Efekatkrat k ot raj nog izl aganj -ftalaft Aa rélagivdileBsprésiul i j a
genaza | el i jske adhezivne mol ekul e

S obzirom na to da je prethodni rezultat
EA. hy926 (elije*MWo0BP su tirzaljaagnajnue oldd 24 ha u s
relativna ekspresqjgenazaodabraneCAM. Uop gt eno pos matr ab clatvrejea u |
ekspresije gena 2&AM-1, VCAM-1iEs el ekt i n k o r RTgPGRnisu @ saglasrostio d e
s a prethodno prikazanim rezultati ma o] povel
EA. hy926 1f(elija.i zNaigme,j an ELa’iMy®2M i 10EM DBPa 1 0
relativna ekspresija gena koji kodirailGAM-1, VCAM-1 i E-slektin nije bia promenjea pod
datim uslovima izl aganja (sl ika 4svih.sBithehin Na k
mikromdarnim koncentracijama DBR e efekat t a k o Lrile bilozraztka a o , o]
ekspresiji genaa ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin u odnosu na kontrolu (slika 4.4.3B).

A

w
]
w
1
w
1

) S o)
‘B ‘D ‘B
o o o
o 2 - O 2 o 2
2 s2 w e
R 3% 3% |7
=S > S5 ST
ko) ko ©
[ L o
= o = o = o
10 10° 10 10 10 107 10® 10 10
DBP (M) DBP (M) DBP (M)
—~ 37 — 37 — 31
S o) )
o o o
S o a 24 S 2
S 2 S 2 W 2
S o Sa e
%)
9L g4 “ g
5 8 ©
Q0 o o
~ o ~ o =~ o
10® 10 10 10° 10° 10 10 10° 10™
DBP (M) DBP (M) DBP (M)
Slika4.43Efekat krat kotrajnog i z| a gftlaty rmreBt&nuleksmeRija gehae | i j a
za | elijske admiNaekionne Amoleekhl . ( B) 24 h izl agal

koncentracijama DBP (10M, 10° M i 10* M), ispitanje uticaj tretmanana ekspresiju genaa ICAM-1
(ICAM1), VCAM-1 (VCAM]) i E-selektin(SELB k or i g | e n | RTygPCR &©tbijedeevrednosti su

izragene kao relativna ekspresija u odnosu na kon
(1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEMi&dn@zavisnih eksperimenatgpg<0, 05 st at i s
znalajna razlika u odnosu na kontrol u.
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4.4.4. Efekatk r at kot rajnog i z| ag a nfjalatu ra relativnu 8k8psesiji e | i | a
genazallL-8i MCP-1

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazah daj e armrelatienbekspresija gena
za sva triispivan€AMnakon i z| aganj a®MEIA> Miy® MOBH uetrhjanjua 10

od6hi2dha uzi maj ul i u, poredzCAM, | i @7 leinliictui dlaemoki ni
u regrutovanju i vezivar(Noushargb o P0lQu zal edalod |
koraku je korRTgQPERM jsepmt mebo de | i kratkotrajnc

odabranim mikromol arni m Kk celatwrelneksprasigui germanava D B P
hemokina: hemokinski ligand 8 sa motivomXaC (eng.C-X-C motif chemokine ligand, &XCL-

8; kodiran genonCXCL§ , kKoj i S k-8, ji leegpokinski #igand @ saimotivom-C (eng.
C-C motif chemokine ligand ZCL-2; kodiran genon€CL2) , koj i se -l ®epultatiazi v e
su pokazali da je nakon “BMii0*MDBRdgtakioyaap oEvAealhaynd 2

ekspresija gena koji kodird.-8 za 126% i 106% u odnosu na kontrolu, redom, dolelgivna
ekspresija genkoji kodiraMCP-1 pri istim uslovima izlaganja oséenepromenjea (slika 4.4.4A).
Sadrugestrane nakon 24 h i zI| af\ bG°MilEM DBF €j@blo rdzlkd i | a
u relativnoj ekspresiji genaa IL-8 i MCP-1 u odnosu na kontrolu ni
koncentracija DBP (slika 4.4.4B).

A

® 37 m 37
:E—J' :E_J‘
o 2 o~ & 21
§ ® a3
o, ©Z,l
= =
= ©
2 2
10 10 107 o 10 10%° 10
DBP (M) DBP (M)
T 3 T 3
:g_" :Q‘aTJ_J'
[ ‘5.2_ 5.2_
og, gl
= =
© I
e 2
10 107 107 0% 10° 107
DBP (M) DBP (M)
Slika4.44Ef ekat kratkotrajnog i z|-falgtanajekmtiviAksiiegijd @efa | el i
zalL-8i MCP-1.Nakon (A) 6 h i (B) 24 h izlaganja E®WA. hy9:
M, 10° M i 10* M), ispitanje uticaj tretmana nakspresiju genaa IL-8 (CXCL§ i MCP-1 (CCL2
kori gl enjRa-gPCRie tbooche j ene vrednost.i su izragene kao
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijjom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost *
SEM od 35 nezavisnih eksperimenatgp<*0 , 05 stati sti | ki znalajna razl:.
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445 Ef ekat kratkotrajnog i zl-fatgalngtau Ema hwe2i6v d rej
za jJjednosl o] e n d o t amtgonistaER, @RER jinhibitara gignalnghu st v u
puteva ERK1/2 i PI3K/Akt

U cilju ispitivanja ulogeER i signalnih puteva ERK1/2RI3K/Aktupov el anom vezi
U937monodi a za | ednos| ialaggank X0 M DBP 2 Gajahjieod R4jhékr i gl:eni
ICl 182,7807 antagonistk | a s i | n d%yi aB&yonistGPER, U0126/ inhibitor ERK1/2 i
vortmanini inhibitor PI3K/Akt. Rezultati su pokazali da je primeb®126u pot punost i ¢
efekat kratkotrajnog *“iMDB®qavejivanje Enanoditay 2 Je@nosioje | i |
endotel ni h [ielito,jdek efakaiGl<82F80 Gt vortmaninanije dostigao nivo
statistil ke znal ajnost.i (slika 4.4.5).

- _IC1 182,780 G-15 U0126 vortmanin

104 M DBP Kontrola

3007 &

N
o
Q

Adhezija U937 celija
(% od kontrole)

|-
_ H

0

10*“MDBP + + o+ o+ 4
IC1 182,780 - + - - -
G-15 - - + -
uo126 - - - +
vortmanin - - - - +

Slika 4.4.5.Efekat kratkotraj nog i zI|l aganj a EAtbhya&ga hael vpai dabpe
jednosl!| o] endot el antagonista &R, iGPER i inhibipora signainshtputaya ERK1/2 i

PI3K/Akt. EA. hy926 Iielije su 45 min 5 @umMedoi2s Ggmi):i | Cl
vortmaninom (1 uM), a zatim izlagariel0* M DBP. Nakon 24 h izlaganja, ispitan je uticaj tretmana i
antagonistai nhi bi t or a na vezivanje monocita za jednos
obel egeni h kalceinom AM. Prikazane su reprezentat
su izragene kao procenat vezivanja U937 flelija
isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3 nezavisna
eksperimenta.p< 0, 05 st ati sti |l ki znal a%<n0a, Or5a zsltiaktai sut id dknio s:

u odnosu na 1®M DBP.

446. Ef ekat kratkotrajnog i zI|fatgalngtau Ema ha®dR&éz il jel
gel atin
U sledeiem koraku je ispitan utitVwlo°Miratko

10°M DBP na adheziju lelija za ¢gel atin. Ut vr Le
~13% u odnosu na kontrolu nak?dM DBPAdokhsu ostale a g a n

ispitivane koncentracije DBP bile bez efekta (slika 4.4.6).
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Kontrola 10 M DBP 105 M DBP 104 M DBP £ 1507
‘ : o 89
p % 100 e =
S5
.E‘ o 504
£
T
10%10°10%

DBP (M)

Slika4.46.Ef ekat kratkotrajnog i zIfatgalngtau EmMa haydReéz iljed il
Nakon 24 h izlaganja EA. hy926 |%M, 107Mil@'Mp ispitanjei m ko

uticaj tretmana na vezivanje lelija za ¢gel atin.

l el ija odr elbgomSRBeD otbei sjteonne svar edno st i su izragene Kk
odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linjjom (100%). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost £+ SEM od 4 nezavisna eksperimgmta0* 05 st ati sti | ki znal aj
kontrolu.

447. Ef ekat kratkotrajnog i zI|fatgalngtau EmMa hmidRréa d iej

Testom Azarastanja povredeod je zatim ispit
10°M, 10°Mi10°M DBP u trajanju od 24 h wutile na m
pokazal. povelanje migracije za 48,4% u odnos
10°M DBP, dok ostale ispitivane Kkoncentraciije
(slika 4.4.7).

Kontrola 10¢ M DBP

o v

105 M DBP 10+ M DBP
R . PR 200-

-
(€)]
g

Oh |

6
@

Migracija celija
(% od kontrole)
S

24 h 04
10%10°10*

DBP (M)

Slika 447.Ef ekat kratkotrajnog izIl-hBgahatu EMAahpmWaBobati] i

24 h izlaganja EA.hy926 1| el ifM 105M alo¥M,ispitanjelutecaj c e nt r

tretmana na migraciiju lelija kori gl enjem metode

fotomi krografije u trenutku pravljenja povrede (

kvantifi kovana koriglenjem p8&ildprmemrehimhgeadt djaanijs
a ut k

r
lelija s obe strane u tren u p rDobijéng erednoati sp ov r e
izragene k ao procenat Zzatvaranj a povrede u odn
isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 7 nezavisnih
eksperimenatap< 0, 05 statistil ki znalajna razlika u odnos
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448. Ef ekat kratkotrajnog i zI|fatgalngtau EmMa hmidgréa d iej
prisustvu antagonista ER, GPER i inhibitora signalnih putevaERK1/2, PI3K/Akt i

eNOSNO
U cilju ispitivanja ulogeER i nishodnihsignalnih puteva ERK1/RI3K/Akt i eNOSNO u
povel anoj mi graciji EA. AMIDBP el ijaj &«mjj &u cd 2
ICI 182,780, G15, U0126, vortmanin iINAME i inhibitor signalnog puta eNOGNO. Rezltati su
pokazali da je primen&-15, U0126 i LNAME u potpunosti poni gtil
izl aganja EA?KRy®B® hal imigra0iju endotelnih |
vortmanina nije dostigao nivo statistil ke zna
200+
o~
- O
3?3150-
o g
%2 100H == -&- -
Do 50
= —
0
105MDBP +
IC1182,780 -  + -
G15 - - o+ -
uo126 - - - +
vortmanin - - - -+ -
L-NAME - - - - - 4+
Slika 448.Ef ek at kratkotrajnog i zl| afgtaanljaat uUEANLah y®i2@r al ceil
prisustvu antagonista ER, GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2, PI3K/Akt i eNOSNO.
EA. hy926 lelije su 45 min {45 (®uM), 80126r(5uMke vortmartiom 18 2, 7
uM) i L-NAME (100 pM), a zatim izlagané 10° M DBP. Nakon 24 h izlaganja, ispitan je uticaj
pretretmana it r et mana na mi graciju felija koriglenjem
kvantifikovana koriglenjem p&ildgrmenehmhgeast ajaanis
l elija sa obe strane u trenutku pravl jenbdbijenreovr ed
vrednost.i su izragene kao procenat zatvaranja pov
isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM @&dexavisnih
eksperimenatap<c 0, 05 stati stil ki znal| @<r0g Or5a =ltiakd su i d knos

u odnosu na 1®M DBP.

4.4.9. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy9261 e | i j aftaldtii & velativiu ekspresiju
genaza matriks ne metaloproteinaze i aktivnost matriksnih metaloproteinaza

U cilju wutvrlblivanja da | k¥VaDBR o ttajargujoci ¢ i z |
h poveiava migraciju endotelnih flelija preko
ispitan uticaj navedenog izlaganja i tretmana refativhu ekspresiju genaa tri matrikee
metaloproteinaze: MMR, MMP-2 i MMP-9. Rezultati dobijeni metodoRT-gPCRsu pokazali da
izl aganje EA®SMy® M6 10°HI DB® wLO0trajanju od 24 h
ekspresiju genaa MMP-2 i MMP-9, dok Jeekspresua gena koodiraMMP-1 smanjea za ~38%

uodnosu nakontrolsamo u gr upi | el M DBP (slikg 4e4.98).u i z|l agane

S obzirom na to da su prethodni rezul tati
10°M,10°Mi10*M DB P n e relativriu bkspresija gersa MMP-2iMMP-9 , u sl edel
koraku | e pomol u gelatinske zimografije pr a
poliakrialamidnom gelu koji je kopolimerizovasa g el at i n o m. Rezultati d

zimografijom su pokazali da doazgradnjeg el at i na  ddostrameaktiviraneMiiP-2
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detektovane pri mol ekul skoj mas i od ~48 kDa,
dok se aktivna i latentna forma MMPpri ~62 kDa i ~72 kDa, redom, kao i aktivna i latentna
forma MMP-9 pri molekulskim masama od ~82 kDa i ~92 kDa, redom, nisu mogle detektovati na

zi mogramu (slika 4.4.9B). N asegktivimokt dR2makam 24 i mo ¢
h izlaganja E%V, hoyd21®*M RBPp p u e [l &a porastom koncentracije
DBP, pa se tako najvela pr2ateapagal kia valotricvm
dobijenim nakonr®MilOfMRPA (slikaad.498) i j a 10
A
T20 T 207 207
g‘I.S- é 1.54 §1.5-
§%10 E%m g%;m-
=g ¥ =g =g
£ 0.5 Z05 £ 0.51
e o e
0 s 10510+ 200 10% 10 00 s 105104
DBP (M) DBP (M) DBP (M)
B Mw (kDa)
Kataliticki
domen — B
MMP-2

10 105 104
DBP (M)

Slika 4.4.9.Efekatkratkot r aj nog i z| aganj a -falatu rayetRré edspedsiju jeaa di b u
za matriksne metaloproteinaze i aktivnost matriksnih metaloproteinaza. (A) Nakon 24 h izlaganja

EA. hy926 Ilelija odabr afiMnmn0®Mo a0¢ M) ispitamje uticag treanan® BaP (1
ekspresiju genaa MMP-1 (MMP1), MMP-2 (MMP2) i MMP-9 (MMP9 k or i gl e njRTmPCRet ode

Dobijene vrednosti s u i zragene kao relativna e |
horizontalnom isprekidanom linijjom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SENM5o0d 3
nezavisnih eksperimenata. (B) Nakon 24 h izffagan]j
M, 10°Mi10%M),ispitanj e uti caj tretmana na aktivnost MMP u
Prikazana je reprezentativha fotografija zimogramps ® , 05 st ati sti | ki znal ajn
kontrolu.

4410Ef ekat kratkotrajnog i z|-falgtamajpkivndtAathikgreh2 6 | e
metaloproteinaza u prisustvuantagonista GPER i inhibitora signalnih putevaERK1/2
i eNOSNO

U svetlu prethodno dobijenih rezultatji pokaaiju ulogu GPER i signalnih puteva
ERK1/21eNOSNO u mi graci j iizIagﬁ%.lWM%BlB u ttajanjuiogl 24 h, kao i

ulogu aktiviranih MMP u procesu migracie u sl edel em koraku je ispi
puteva ERK1/2 ieNOSIO u akti vaci]j.i MMP . S tim u vezi,
odr el i tiveost MMPakuzorcima medijumsakuplienmi z bunarifia u kojin
izlagane 10 M DBP u prisustvuG-15, U0126 i ENAME. Rezul tati su pokaz
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aktivnost MMR2 u potpunosti smanjena samo u prisustvNAME, dok je efekatantagonista
GPER i inhibitora ERKXZ izostao (slika 4.4.10).

Mw (kDa)

250+
250
130 ~ *
Y . 200+
100 (=) _T_ T l
aktivna 70 E °
MMP-2 —p F = 150+ A
s 55 ]
kataliticki — | 23 100H =|=|= H -
domen - E -
MMP-2 £
< 50+
25
0
10°M DBP N 105MDBP + + 4+ o+
G-15 - + o+ - - - - G15 - + .
uo0126 - - + o+ - - uo126 - -+ -
L-NAME - - + o+ L-NAME - - - +

Slika 4.4.10.Ef ek a't kratkotrajnog i z| -#ajptumg aktiviibsh matrikshia 6 [ e |
metaloproteinaza u prisustvuantagonista GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2 i eNOSNO.

EAhy9% [ el i j e su 2@&15BiuM), UDT2e (6 pM i ENAME (180 puM), a zatim izlagane

i 10° M DBP. Nakon 24 h izlaganja, ispitan je utigagtretmana fretmana na aktivnost MMP u medijumu
pomolu ¢gelatinske zimografiije. Prikazana je repre
aktivnosti je uralena pomoiu programa | mage J. D
MMP-2 u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 3 nezavisna eksperimert® * 05 st ati sti | ki Z
odnosu nakontrofp< 0, 05 statistil ki znmaMDBR.na razlika u odn

4411Ef ekat kratkotrajnog
[

i z |-felgtarma prapushjilosth y 926 | e
jednosl oja endoteln I

h elija

Korigienjem Transwell sistema sa dva odel
EA. hy926 ®iMe10° Mai 100f®™ DBP wu trajanju od 24 h
konfluentnog jednosloja EA.hy926 ielija. Rezu
el i“Ma DB®P smanjuje propustljivost jednosl oj a
(slika 4.4.11).

®

S 150,

=0

w_

2 £ 100

° ¢

Q_X

® 3 501

o

qav

© 04

S 10 10 10

DBP (M)

Slika 4.4.11. Ef ek a't kratkotrajnog i z| agfmlaty ana dbdotelhuy 9 2 6
propustlivost Nakon 24 h izlaganja EA. hy926 I[%10jMilOodabr ¢
4M), ispitanj e ut i caj tretmana na propustljivost jednos!
k Da) obel egenog fluorescentnom boj om em)l Ddbijene Tr a
vrednost.i su izragene kao procenat endotelne pr

horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 5
nezavisnih eksperimenatp 0, 05 st at drazlika U oklniosu nankantrauj n
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4412Ef ekat kratkotrajnog i z |-falgtanmajkspresijaoklidnai2 6 | e
Z0-1

Uz i maj obzii prethodno navedene rezultate vezane za smanjenu propustljivost
jednosl oja endotelnih ifelija pod uticajem DBP
uticaj kratkotraj nog®N,20°M gla‘ VD8P radkspresij@kubinali el i j
ZO-1. Rezultati su pokazali da | & Mn®DBPn pda4eha
ekspresijaokludina za ~116%40-1 za87,5% u odnosu na kontrolu (slika 4.4.12).

$2 ] :
S g NE
= T
£ K 10°10° 10 £ K 10°® 10° 10
DBP (M) DBP (M)
O T —— ZO-1 [ o o |
GAPDH [mm == = |  GAPDH [www e e s |

Slika 4412 Ef ek a't kratkotrajnog i z|-tapm ng ekspréshu.okiugdifa2i 6 I el
ZO-1.Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 | eMilg°MidM)br ani r
ispitanje uticaj tretmana nakspresijwkludina i ZG1 metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne

Western blot slike. Kvanifk aci ja je wuralena koriglenjem progral
uzorak su normalizovane na nivo GAPDH u datom uz
normalizovani nivo ispitivanog proteina u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od

41 5 nezavisnih eksperimenatga<*0 , 05 st ati stil ki znalajna razlika

4413Ef ekat kratkotrajnog i z|-fmlgtamajie reBkivnihwse26 | e

kiseonika

U sledeiem koraku jBCFDAmMobdr erlé agqensmi v
kratkotrajnog izI| agMig°ali BAMhPB8P6 Uelcij a ul @t v i
izlaganje EA.hy926 ielija odabruatii|swarame®S mol a
nivo ROS je odrelivan u dve vremenske tal ke:
pokazali da kratko i%M, a0y &njoéM BBP.utirgjaja 6d 30 mih i j a
smanjuje nivo ROS samo u “§DBR ito4ae20¥juadndswrijae s
kontrolu (slika 4.4.13A), dok duge izl aganje
u svim ispitivanim grupama u odnosu na kontr
13,4% u grupi | el&M aDBkPoj el 2s,u7 % zul aggraunpei INDe | i | a
DBP i 15,3% u grupi *“MRBP{sijka4.4K®B).e su i zI|l agane 1
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Slika 44.13.Ef ek a't kratkotrajnog i z|-#ajpmmng rivo rEaktiviihyvesta 6 | e |

kiseonkka.Nakon (A) 30 min i (B) 24 h izlaganja® EA. hy9:
10° M i 10* M), ispitanj e uti caj tret mana na ni;DCBDA.RDDISjenk or i ¢
vrednostii su izragene kao procenat nivoa ROS wu
isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM ®dekavisnih
eksperimenatap<c 0, 05 statisti| ki znalajna razlika u odnos

4414Ef ekat kratkotrajnog i z|-falgtamajprgiogentzubhy 926 | e
uslovimain vitro

Uticaj i zl aganj & M,ELB> M iyl9“2Ns DBP eiltrajgnja 0d12@ h na
angiogenezu u uslovima vitro je ispitivan testom formiranja endotelnih tuba.

Slika4.414Ef ekat kratkotrajnog i z|-fmlgtamprgiogEntzulysbant | el i
invitto.(A)Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 |[®MI0PMilodabr al
M), ispitan je uticaj tretmana na formiranje endotelnih tuba u uslovimavitto kor i gl enj e
trodimenzionalnog matriksa Cultrex BME. Formiranje endotelnih tuba je posmatrano pod svetlosnim
mi kroskopom nakon 8 h. (B) Prikazane su reprezent
korigienjem alata Angiogenesis Analyzer iz progra
odgovarajuleg parametra angiogeneze u odnosu na k
linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM idd rizavisnih eksperimenata.

*p<O0, 05 statistil ki znal ajna razlika u odnosu na Kk
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