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Zahvalnica 

 

�1�D�M�Y�H�ü�X zahvalnost dugujem svoj�R�M�� �P�H�Q�W�R�U�N�L�� �G�U�� �%�R�M�D�Q�L�� �6�W�D�Q�L�ü�� �E�H�]�� �N�R�M�H�� �R�Y�D�� �G�R�N�W�R�U�V�N�D��
�G�L�V�H�U�W�D�F�L�M�D�� �Q�H�� �E�L�� �E�L�O�D�� �P�R�J�X�ü�D���� �+�Y�D�O�D�� �Q�D�� �L�]�X�]�H�W�Q�R�M�� �S�R�V�Y�H�ü�H�Q�R�V�W�L���� �Q�H�L�]�P�H�U�Q�R�P�� �V�W�U�S�O�M�H�Q�M�X�� �L��
�S�R�å�U�W�Y�R�Y�D�Q�R�V�W�L�����+�Y�D�O�D���M�R�M���ã�W�R���M�H���X�Y�H�N���Q�D�O�D�]�L�O�D���Y�U�H�P�H�����V�Q�D�J�X�����U�H�þ�L���R�K�U�D�E�U�H�Q�M�D���L���E�L�O�D���Y�H�W�D�U���X���O�H�ÿ�D���N�D�G�D��
�M�H���W�R���E�L�O�R���S�R�W�U�H�E�Q�R�����+�Y�D�O�D���M�R�M���ã�W�R���M�H���V�D���P�Q�R�P ruku pod ruku �N�R�U�D�þ�D�O�D���G�R���F�L�O�M�D���L hvala joj na svom 
znanju koje mi je prenela na tom putu. 

�1�H�L�]�P�H�U�Q�X�� �]�D�K�Y�D�O�Q�R�V�W�� �G�X�J�X�M�H�P�� �ã�H�I�X�� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�H����prof. �G�U�� �1�H�E�R�M�ã�L�� �$�Q�G�U�L�ü�� �N�R�M�L�� �P�L�� �M�H�� �X�� �W�R�N�X��
doktorskih studija bio poput drugog mentora. Hvala mu na prenesenom znanju, strpljenju, savetima 
�L���V�W�D�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���N�R�M�D mi �M�H���þ�H�V�W�R���E�L�O�D���Q�H�R�S�K�R�G�Q�D���G�D bih nastavila dalje sa radom. 

�9�H�O�L�N�X���]�D�K�Y�D�O�Q�R�V�W���X�S�X�ü�X�M�H�P���%�L�O�M�D�Q�L���7�H�ã�L�ü�����6�D�P�R���%�L�O�M�D�Q�D���L���M�D���]�Q�D�P�R���V�Y�H���X�V�S�R�Q�H���L���S�D�G�R�Y�H��kroz 
koje smo zajedno �S�U�R�ã�O�H�� �N�D�R�� �V�W�X�Genti doktorskih studija. Dugujem joj zahvalnost jer je sve vreme 
�E�L�O�D���P�R�M���R�V�O�R�Q�D�F�����P�R�U�D�O�Q�D���S�R�G�U�ã�N�D�����D�O�L���S�U�H���V�Y�H�J�D prijatelj. 

�9�H�O�L�N�R�� �K�Y�D�O�D�� �G�X�J�X�M�H�P�� �0�D�U�L�M�L�� �2�S�D�þ�L�ü �L�� �G�U�� �'�U�D�J�D�Q�L�� �6�D�P�D�U�G�å�L�M�L�� �1�H�Q�D�G�R�Y �Q�D�� �S�R�P�R�ü�L����
�V�U�G�D�þ�Q�R�V�W�L���L���L�]�O�D�å�H�Q�M�X���X���V�X�V�U�H�W���X���S�U�D�Y�L�P���W�U�H�Q�X�F�L�P�D���� �+�Y�D�O�D���X�S�X�ü�X�M�H�P i �G�U���.�U�L�V�W�L�Q�L���3�R�J�U�P�L�ü-�0�D�M�N�L�ü����
�G�U���6�Y�H�W�O�D�Q�L���)�D���1�H�G�H�O�M�N�R�Y�L�ü���L���7�D�P�D�U�L���7�R�P�D�Q�L�ü���Q�D���N�R�O�H�J�L�M�D�O�Q�R�V�W�L�����S�U�H�G�X�V�U�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�L���L���S�R�]�L�W�L�Y�Q�R�P���G�X�K�X��
�N�R�M�L���V�X���Q�D�ã���W�L�P���X�þ�L�Q�L�O�L���Q�H�]�D�P�H�Q�M�L�Y�L�P�� 

�0�Q�R�J�R�� �K�Y�D�O�D�� �X�S�X�ü�X�M�H�P�� �V�Y�R�M�R�M�� �G�U�X�J�R�M�� �P�H�Q�W�R�U�N�L�� �S�U�R�I���� �G�U�� �-�H�O�H�Q�L�� ���R�U�ÿ�H�Y�L�ü�� �L�� �þ�O�D�Q�R�Y�L�P�D��
komisije prof. d�U�� �1�H�E�R�M�ã�L�� �$�Q�G�U�L�ü�� �G�U�� �-�H�O�H�Q�L�� �0�D�U�N�R�Y�L�ü�� �)�L�O�L�S�R�Y�L�ü �L�� �G�U�� �'�X�ã�D�Q�N�L�� �6�D�Y�L�ü-�3�D�Y�L�ü�H�Y�L�ü na 
�V�D�Y�H�W�L�P�D���L���V�X�J�H�V�W�L�M�D�P�D���N�R�M�H���V�X���X�þ�L�Q�L�O�H���R�Y�X���G�R�N�W�R�U�V�N�X���G�L�V�H�U�W�D�F�L�M�X���N�Y�D�O�L�W�H�W�Q�L�M�R�P���L��kompletnom. 

Posebnu zahvalnost dugujem mami Ani, tati Stevi, Bojanu i Nemanji �Q�D���E�H�V�N�U�D�M�Q�R�M���S�R�G�U�ã�F�L����
strpljenju i ljubavi jer bez njih ne bih bila tu gde jesam. 

�1�D�M�Y�H�ü�H�� �L�� �Q�D�M�O�H�S�ã�H�� �K�Y�D�O�D�� �å�H�O�L�P�� �G�D�� �X�S�X�W�L�P�� �V�Y�R�P�� �V�L�Q�X Damianu jer je dao potpuno novi 
�V�P�L�V�D�R���å�L�Y�R�W�X���L u svaki trenutak uneo lepotu, radost i novu energiju. 

 

 

 

 

  



U�W�L�F�D�M���H�Q�G�R�N�U�L�Q�L�K���R�P�H�W�D�þ�D�����E�L�V�I�H�Q�R�O�D���$���L���G�L�E�X�W�L�O-ftalata, na funkciju 
�K�X�P�D�Q�L�K���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���X���X�V�O�R�Y�L�P�D��in vitro 

 

�6�D�å�H�W�D�N 

Bisfenol A (BPA) i dibutil-ftalat (DBP) su prisutni �X�� �P�Q�R�J�L�P�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�L�P�D�� �N�R�M�H�� �þ�R�Y�H�N��
svakodnevno koristi. Negativan uticaj ovih hemikalija na endokrini i reproduktivni sistem je dobro 
ispitan, ali su podaci o njihovom uticaju na kardiovaskularni sistem oskudni. Cilj ove doktorske 
disertacije je da se �L�V�S�L�W�D�M�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�V�N�H�� �L�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�H�� �S�U�R�P�H�Q�H�� �Q�D�� �K�X�P�D�Q�L�P�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D��
EA.hy926 koje se javljaju kao odgovor na dugotrajno (12-14 nedelja) �L�]�O�D�J�D�Q�M�H���ü�H�O�L�M�D��10-9, 10-8 i 10-

7 �F��BPA i DBP i kratkotrajno (15 min �± 48 h) izlaganje 10-7, 10-6 i 10-5 M BPA i 10-6, 10-5 i 10-4 M 
DBP u uslovima in vitro. 

Dugotrajno �L�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �%�3�$��dovodi do funkcijskih i 
�P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�K�� �S�U�R�P�H�Q�D�� �N�R�M�H�� �S�R�V�S�H�ã�X�M�X�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�� �H�Q�G�R�W�H�O�D�� �X�� �X�V�O�R�Y�L�P�D��in vitro: smanjeno vezivanje 
�P�R�Q�R�F�L�W�D�� �]�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H�� �S�U�H�N�R�� �V�P�D�Q�M�H�Qja relativne ekspresije gena za adhezivni molekul 
VCAM-������ �S�R�Y�H�ü�D�Q�D �D�G�K�H�]�L�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q�� �L�� �V�P�D�Q�M�H�Q�D�� �P�L�J�U�D�F�L�M�D���� �V�P�D�Q�M�H�Q�D�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W��
�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���X�]���S�R�Y�H�ü�D�Qu ekspresiju okludina i ZO-1, kao i smanjeni nivo ROS, uz 
�L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �1�2�� �S�U�H�N�R�� �(�5�� �L�� �*�3�(�5�� �L�� �Q�L�]�Y�R�G�Q�R�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P�� �V�L�J�Q�D�O�Q�R�J�� �S�X�W�D��
PI3K/Akt i eNOS. 

Dugotrajno �L�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �'�%�3��dovodi do funkcijskih i 
�P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�K�� �S�U�R�P�H�Q�D�� �N�R�M�H�� �Q�D�U�X�ã�D�Y�D�M�X�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�� �H�Q�G�R�W�H�O�D�� �X�� �X�V�O�R�Y�L�P�D��in vitro���� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H��
�P�R�Q�R�F�L�W�D�� �]�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H���� �S�U�R�P�H�Q�H�� �X�� �P�L�J�U�D�F�L�M�L�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�L���� �S�U�R�P�H�Q�H�� �X�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�L��
�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���X�]���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���S�U�R�P�H�Q�H���X ekspresiji okludina i ZO-1�����N�D�R���L���S�R�Y�H�ü�D�Q�R��
stvaranje NO preko ER i GPER i nizvodne aktivacije signalnih puteva PI3K/Akt, MAPK/ERK i 
eNOS. �8�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �R�Y�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �L�P�D�M�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�L�� �L�� �P�L�J�U�D�F�L�M�L�� �ü�H�O�L�M�D���� �]�D�� �N�R�M�X�� �M�H��
�S�R�N�D�]�D�Q�R���G�D���V�H���G�H�ã�D�Y�D���X�]���S�R�Y�H�ü�D�Q�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���H�Q�]�L�P�D���0�0�3-2. 
 
�.�O�M�X�þ�Q�H���U�H�þ�L�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H�����E�L�V�I�H�Q�R�O���$�����G�L�E�X�W�L�O-ftalat, endotelna disfunkcija 
�1�D�X�þ�Q�D���R�E�O�D�V�W�� Biologija 
�8�å�D���Q�D�X�þ�Q�D���R�E�O�D�V�W�� Molekularna biologija eukariota 

 

  



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

 

Abstract 

Bisphenol A (BPA) and dibutyl phthalate (DBP) are present in many products people use 
daily. The negative impact of BPA and DBP on the endocrine and reproductive systems is well 
documented; however, the data regarding their impact on the cardiovascular system are scarce. The 
goal of this Doctoral Dissertation was to investigate whether in vitro long-term (12-14 weeks) 
exposure to 10-9, 10-8, and 10-7 �F��BPA and DBP and short-term (15 min �± 48 h) exposure to 10-7, 
10-6, and 10-5 M BPA and 10-6, 10-5, and 10-4 M DBP affects the functional and molecular properties 
of EA.hy926 cells. 

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

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

 
  



�6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�H 

AC   �± adenilil ciklaza 

AhR   �± aril -hidrokarbonski receptor 

AJ   �± adherentne veze 

Akt   �± protein kinaza B, PKB 

AMPK  �± protein kinaza �N�R�M�D���V�H���D�N�W�L�Y�L�U�D���S�R�P�R�ü�X��adenozin-monofosfata 

BBP   �± benzilbutil-ftalat 

BCA   �± bicinhoninska kiselina 

bFGF   �± bazni faktor rasta fibroblasta 

BH4   �± tetrahidrobiopterin 

BPA   �± bisfenol A 

BSA   �± �D�O�E�X�P�L�Q���L�]���J�R�Y�H�ÿ�H�J���V�H�U�X�P�D 

CAM   �± �ü�H�O�L�M�V�N�L���D�G�K�H�]�L�Y�Q�L���P�R�O�H�N�X�O�L 

CaM  �± kalmodulin 

CaMKII  �± protein kinaza II zavisna od kalmodulina 

cAMP   �± �F�L�N�O�L�þ�Q�L���D�G�H�Q�R�]�L�Q���P�R�Q�R�I�R�V�I�D�W 

CBB   �± Coomassie Brilliant Blue 

cGMP   �± �F�L�N�O�L�þ�Q�L���J�X�D�Q�R�]�L�Q-monofosfat 

CHB   �± 3-hloro-4-hidroksibenzenska kiselina 

CPF   �± hlorpirifos 

DBP   �± dibutil-ftalat 

DCF   �± ���•�����•-dihlorofluorescein 

DCFH   �± ���•�����•-dihlorodihidrofluorescein 

DEHP   �± dietilheksil-ftalat 

DEPC   �± dietilpirokarbonat 

DMEM  �± Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMSO  �± dimetil-sulfoksid 

E2   �± ������-estradiol 

ECHA   �± Evropska agencija za hemikalije 

ECM   �± �Y�D�Q�ü�H�O�L�M�V�N�L���P�D�W�U�L�N�V 

EDC   �± �H�Q�G�R�N�U�L�Q�L���R�P�H�W�D�þ�L 

EDTA   �± �H�W�L�O�H�Q�G�L�D�P�L�Q�W�H�W�U�D�V�L�U�ü�H�W�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D 

EFSA   �± Evropska agencija za bezbednost hrane 



EGF   �± epidermni faktor rasta 

eNOS   �± endotelna azot-monoksid sintaza 

ER   �± estrogenski receptor 

ERK1/2  �± �N�L�Q�D�]�D���U�H�J�X�O�L�V�D�Q�D���Y�D�Q�ü�H�O�L�M�V�N�L�P���V�L�J�Q�D�O�L�P�D�������L���� 

FBS   �± �I�H�W�D�O�Q�L���J�R�Y�H�ÿ�L���V�H�U�X�P 

FITC   �± fluorescein-izotiocijanat 

FSH   �± �I�R�O�L�N�X�O�R�V�W�L�P�X�O�L�ã�X�ü�L hormon 

G-CSF  �± faktor stimulacije kolonije granulocita 

GAPDH  �± gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza 

GDP   �± guanozin difosfat 

GJ   �± komunikacijske, pukotinaste veze 

GMP   �± guanozin-monofosfat 

GPCR   �± receptor spregnut sa proteinom G 

GPER   �± estrogenski receptor spregnut sa proteinom G 

GTP   �± guanozin trifosfat 

H2DCFDA  �± ���•�����•-dihlorodihidrofluorescein-diacetat 

HBSS   �± �U�D�V�W�Y�R�U���+�D�Q�N�V�¶���%�D�O�D�Q�F�H�G���6�D�O�W 

HEPES  �± N-2-hidroksietilpiperazin-N-2-etansulfonska kiselina 

HIF-���.�� �± faktor indukovan hipoksijom-���. 

HUVEC  �± �K�X�P�D�Q�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H���Y�H�Q�H���S�X�S�þ�D�Q�H���Y�U�S�F�H 

ICAM-1  �± �P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�L���D�G�K�H�]�L�Y�Q�L���P�R�O�H�N�X�O-1 

ICAM-2  �± �P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�L���D�G�K�H�]�L�Y�Q�L���P�R�O�H�N�X�O-2 

IGF-1   �± �I�D�N�W�R�U���U�D�V�W�D���V�O�L�þ�D�Q���L�Q�V�X�O�L�Q�X-1 

IL   �± interleukin 

iNOS   �± inducibilna azot-monoksid sintaza 

JAM   �± spojni adhezivni molekuli 

JNK   �± c-Jun N-terminalna kinaza 

KVB   �± kardiovaskularne bolesti 

LDL   �± lipoproteini male gustine 

LPS   �± lipopolisaharidi 

L-NAME  �± �1�&-nitro-L-arginin-metil-estar 

MAPK  �± protein kinaza aktivirana mitogenima 

MAPKK  �± kinaza MAPK (MEK1/2) 



MAPKKK  �± kinaza kinaze MAPK (Raf) 

MBP   �± monobutil-ftalat 

MCP-1  �± hemoatraktant za monocite-1 

MEF2   �± �I�D�N�W�R�U���S�R�M�D�þ�L�Y�D�þ���P�L�R�F�L�W�D���� 

MMP   �± matriksna metaloproteinaza 

mTOR  �± meta rapamicina kod sisara 

NADPH  �± nikotinamidadenindinukleotid-fosfat 

NED   �± N-(1-naftil)etilendiamin 

NF-���%�� �± nukleusni faktor-��B 

NMDR  �± nemonotono dozno-zavisan odgovor 

nNOS   �± neuronska azot-monoksid sintaza 

NO   �± azot-monoksid 

NOS   �± azot-monoksid sintaza 

O2
�”�q   �± superoksid anjon radikal 

�”OH   �± hidroksil radikal 

ONOO�q  �± peroksinitritni anjon 

p90RSK  �± ribozomalna S6 kinaza od 90 kDa 

PAF   �± faktor aktivacije trombocita 

PBDE   �± polibromovani difenil-etri 

PBS   �± �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L���U�D�V�W�Y�R�U���S�X�I�H�U�L�V�D�Q���I�R�V�I�D�W�Q�L�P���S�X�I�H�U�R�P 

PDGF   �± faktor rasta poreklom iz trombocita 

PDK-1  �± kinaza zavisna od fosfoinozitida-1 

PECAM-1  �± �P�R�O�H�N�X�O���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D��koji vezuje trombocite-1 

PI3K   �± fosfatidilinozitol 3-kinaza 

PIP2   �± fosfatidilinozitol (3,4)-bifosfat 

PIP3   �± fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat 

PKA   �± protein kinaza A 

PKC   �± protein kinaza C 

Ras   �± hidrolaza GTP 

ROS   �± reaktivne vrste kiseonika 

RTK   �± �U�H�F�H�S�W�R�U���V�D���D�N�W�L�Y�Q�R�ã�ü�X���W�L�U�R�]�L�Q���N�L�Q�D�]�H 

RT-qPCR  �± �N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�D���O�D�Q�þ�D�Q�D���U�H�D�N�F�L�M�D���S�R�O�L�P�H�U�D�]�H���X���U�H�D�O�Q�R�P���Y�U�H�P�H�Q�X 

S1P   �± sfingozin 1-fosfat 



SA   �± sulfanilna kiselina 

SDS   �± natrijumdodecil-sulfat 

SDS-PAGE  �± SDS-poliakrilamid gel elektroforeza 

SRB   �± sulforodamin B 

TCA   �± �W�U�L�K�O�R�U�V�L�U�ü�H�W�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D 

TJ   �± �þ�Y�U�V�W�H���Y�H�]�H 

TNF-�.  �± faktor nekroze tumora �. 

VCAM-1  �± �P�R�O�H�N�X�O���D�G�K�H�]�L�M�H���Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D-1 

VEGF   �± vaskularni endotelni faktor rasta 

VEGFR-1  �± receptor za VEGF-1 

VEGFR-2  �± receptor za VEGF-2 

VE-kadherin  �± vaskularni endotelni kadherin 

vWF   �± von Willebrand-ov faktor 

ZO   �± zonnula occludens 
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1. Uvod 

1.1. Endotel krvnih sudova: struktura i funkcija  

�8�N�X�S�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D�� �Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�H�� �P�U�H�å�H�� �N�R�G�� �R�G�U�D�V�O�R�J�� �þ�R�Y�H�N�D�� �L�]�Q�R�V�L�� �S�U�H�N�R�� ����.�������� �N�P���� �ã�W�R�� �M�H�� �þ�L�Q�L��
�Q�D�M�Y�H�ü�L�P���V�L�V�W�H�P�R�P���R�U�J�D�Q�D���X���O�M�X�G�V�N�R�P���W�H�O�X�����9�D�V�N�X�O�D�U�Q�L���X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�L���V�O�R�M���M�H���S�R�]�L�F�L�R�Q�L�U�D�Q���L�]�P�H�ÿ�X���N�U�Y�L���L��
�]�L�G�D�� �N�U�Y�Q�R�J�� �V�X�G�D�� �L�� �V�D�G�U�å�L�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� ����12 �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� ���(�Q�G�H�P�D�Q�Q�� �L�� �6�F�K�L�I�I�U�L�Q���� ������������ �/�H�H�� �L�� �V�D�U������
2020; Camasão i Mantovan i, 2021). Ovaj sloj se naziva tunica intima i predstavlja gusti jednosloj 
endotelnih �ü�H�O�L�M�D, koje �Q�D�O�H�åu �Q�D�� �E�D�]�D�O�Q�X�� �P�H�P�E�U�D�Q�X�� �V�D�þ�L�Q�M�H�Q�X�� �R�G�� �N�R�O�D�J�H�Q�L�K�� �Y�O�D�N�D�Q�D�� �W�L�S�D�� �,�9����
laminina i heparin sulfatnih �S�U�R�W�H�R�J�O�L�N�D�Q�D���� �(�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H �þ�L�Q�H��intimu svih krvnih sudova, ali u 
�]�D�Y�L�V�Q�R�V�W�L�� �R�G�� �W�L�S�D�� �V�X�G�D�� �S�R�V�H�G�X�M�X�� �G�U�X�J�D�þ�L�M�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �L�� �I�H�Q�R�W�L�S�R�Y�H���� �(�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H�� �X�� �D�U�W�H�U�L�M�D�P�D�� �L��
venama su �Y�L�ã�H a �Y�H�]�H���L�]�P�H�ÿ�X���Q�M�L�K���X�å�H �X���S�R�U�H�ÿ�H�Q�M�X���V�D��onima u kapilarima, �N�R�M�H���V�X���Q�L�å�H���D���S�X�N�R�W�L�Q�H��
�L�]�P�H�ÿ�X�� �Q�M�L�K�� �ã�L�U�H�����N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�D�� �Q�H�V�P�H�W�D�Q�D�� �U�D�]�P�H�Q�D�� �P�H�W�D�E�R�O�L�W�D�� �L�� �J�D�V�R�Y�D�� ���.�U�•�J�H�U-Genge i 
sar., 2019). Sloj tunica intima �R�E�O�D�å�X���S�U�H�R�V�W�D�O�D���G�Y�D���V�O�R�M�D���N�U�Y�Q�R�J���V�X�G�D�����V�U�H�G�L�ã�Q�M�L���V�O�R�M����tunica media, 
�V�D�þ�L�Q�M�H�Q�� �R�G�� �V�S�L�U�D�O�Q�R�� �U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �V�O�R�M�H�Y�D�� �J�O�D�W�N�L�K�� �P�L�ã�L�ü�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�� �H�O�D�V�W�L�þ�Q�L�K�� �Y�O�D�N�D�Q�D���� �L��tunica 
adventitia �N�R�M�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�S�R�O�M�D�ã�Q�M�L�� �V�O�R�M�� �J�U�D�ÿ�H�Q�� �R�G�� �N�R�O�D�J�H�Q�L�K�� �L�� �H�O�D�V�W�L�þ�Q�L�K�� �Y�O�D�N�D�Q�D���� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�D����
masnog tkiva i kapilara (Newby, 2000) (slika 1.1). 

 

Slika 1.1. �â�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]���S�R�S�U�H�þ�Q�R�J���S�U�H�V�H�N�D���N�U�Y�Q�R�J���V�X�G�D�� 
Preuzeto uz modifikacije iz Zhao i saradnici (2015). 

 
�'�X�J�R���V�H���V�P�D�W�U�D�O�R���G�D���H�Q�G�R�W�H�O���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���L�Q�H�U�W�Q�X���E�D�U�L�M�H�U�X���L�]�P�H�ÿ�X�� �F�L�U�N�X�O�L�ã�X�ü�H���N�U�Y�L���L���R�N�R�O�Q�R�J��

�W�N�L�Y�D�����P�H�ÿ�X�W�L�P�����G�D�Q�D�V��se zna da je endotel aktivno �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�No i endokrino tkivo koje �L�P�D���N�O�M�X�þ�Q�X��
ulogu u regulaciji vaskularne homeostaze (Krüger-Genge i sar., 2019). Endotelni jednosloj 
�I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�ã�H���N�D�R���V�W�U�R�J�R�� �U�H�J�X�O�L�V�D�Q�D���S�R�O�X�S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�D���E�D�U�L�M�H�U�D���þ�L�M�L���M�H���L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W���R�G���N�U�X�F�L�M�D�O�Q�R�J�� �]�Q�D�þ�D�M�D��
�]�D�� �Q�R�U�P�D�O�Q�X�� �U�D�]�P�H�Q�X�� �P�H�W�D�E�R�O�L�W�D���� �N�L�V�H�R�Q�L�N�D���� �U�D�V�W�Y�R�U�H�Q�L�K�� �I�D�N�W�R�U�D�� �L�� �F�L�U�N�X�O�L�ã�X�ü�L�K�� �ü�H�O�L�M�D���L�]�P�H�ÿ�X�� �N�U�Y�L�� �L��
okolnih �W�N�L�Y�D���� �1�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �W�N�L�Ya dobijaju sve neophodne materije iz krvi za optimalno 
�I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�V�D�Q�M�H���L���H�O�L�P�L�Q�L�ãu nepotrebne gasove i metabolite (Lee i sar., 2020; Gurevich i sar., 2021). 

�(�Q�G�R�W�H�O�� �X�W�L�þ�H�� �Q�D�� �I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�X�� �R�N�R�O�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D���� �N�D�N�R�� �J�O�D�W�N�L�K�� �P�L�ã�L�ü�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�� �S�H�U�L�F�L�W�D�� �X�� �]�L�G�X��
krvnog suda�����W�D�N�R���L���Q�D���I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�X���F�L�U�N�X�O�L�ã�X�ü�L�K���ü�H�O�L�M�D���S�R�S�X�W���O�H�X�N�R�F�L�W�D���L���W�U�R�P�E�R�F�L�W�D�����1�D�L�P�H�����H�Q�G�R�W�H�O�Q�H��
�ü�H�O�L�M�H�� �L�P�D�M�X�� �ã�L�U�R�N�� �G�L�M�D�S�D�]�R�Q�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�K�� �I�X�Q�N�F�L�M�D���± �Y�U�ã�H�� �E�L�R�V�L�Q�W�H�]�X�� �L�� �G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�X�� �Y�D�]�R�D�N�W�L�Y�Q�L�K��
medijatora, enzimskim putem smanjuju aktivnost reaktivnih vrsta kiseonika (eng. reactive oxygen 
species���� �5�2�6������ �R�E�U�D�ÿ�X�M�X�� �F�L�W�Rkine, faktore rasta i supstance �V�O�L�þ�Q�H�� �K�R�U�P�R�Q�L�P�D���� �V�L�Q�W�H�W�L�ã�X��
�S�U�R�V�W�D�J�O�D�Q�G�L�Q�H�����W�U�D�Q�V�S�R�U�W�X�M�X���L���P�H�W�D�E�R�O�L�ã�X���O�L�S�R�S�U�R�W�H�L�Q�H�����Y�U�ã�H���V�H�N�U�H�F�L�M�X���L���U�H�P�R�G�H�O�R�Y�D�Q�M�H���Y�D�Q�ü�H�O�L�M�V�N�R�J��
matriksa (eng. extracellular matrix, ECM) i dr. (Gimbrone i García-Cardeña, 2016). Stoga, endotel 
�S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �Y�L�V�R�N�R�� �G�L�Q�D�P�L�þ�Q�R�� �W�N�L�Y�R�� �N�R�M�H�� �G�H�W�H�N�W�X�M�H�� �L�� �U�H�D�J�X�M�H�� �Q�D�� �K�R�U�P�R�Q�V�N�H�� �L�� �P�H�K�D�Q�L�þ�N�H�� �V�W�L�P�X�O�X�V�H����
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Kako predstavlja aktivno endokrino, autokrino i parakrino tkivo, u odgovoru �Q�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���V�W�L�P�X�O�X�V�H��
�V�H�N�U�H�W�X�M�H�� �E�U�R�M�Q�H�� �L�� �U�D�]�Q�R�U�R�G�Q�H�� �E�L�R�O�R�ã�N�L�� �D�N�W�L�Y�Q�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H���� �þ�L�P�H�� �U�H�J�X�O�L�ã�H�� �Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�� �W�R�Q�X�V�� �L��
�K�R�P�H�R�V�W�D�]�X�����S�U�R�W�R�N���N�U�Y�L�����Y�D�]�R�P�R�W�R�U�V�N�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���L���L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�H���S�U�R�F�H�V�H�����L�Q�K�L�E�L�ã�H���ü�H�O�L�M�V�N�X���D�G�K�H�]�L�M�X����
�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���W�U�R�P�E�R�F�L�W�D���L���S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X���J�O�D�W�N�L�K���P�L�ã�L�ü�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���L���G�U�������(�Q�G�H�P�D�Q�Q���L���6�F�K�L�I�I�U�L�Q�������������� Hadi i 
sar., 2005; Lee i sar., 2020; Gurevich i sar., 2021). Dakle, u �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�V�O�R�Y�L�P�D���H�Q�G�R�W�H�O���L�V�S�R�O�M�D�Y�D��
antiinflamacijski, antitrombogeni i antiproliferacijski fenotip (Krüger-Genge i sar., 2019). 

�.�D�G�D�� �M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�� �I�L�]�L�þ�N�L�� �S�R�Y�U�H�ÿ�H�Q�� �L�O�L�� �I�X�Q�N�F�L�M�V�N�L�� �S�R�U�H�P�H�ü�H�Q�� �X�V�O�H�G�� �L�V�K�H�P�L�M�V�N�H�� �U�H�S�H�U�I�X�]�L�M�H����
�D�N�X�W�Q�H���L�O�L���K�U�R�Q�L�þ�Q�H �L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�H���L���V�O�L�þ�Q�L�K���S�U�R�P�H�Q�D����reaguje na navedene promene odgovorima koji su 
u potpunosti suprotni gore�Q�D�Y�H�G�H�Q�L�P���� �3�U�R�W�U�R�P�E�R�J�H�Q�R�� �L�� �S�U�R�L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�R�� �V�W�D�Q�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D��
�N�D�U�D�N�W�H�U�L�ã�H�� �Y�D�]�R�N�R�Q�V�W�U�L�N�F�L�M�D�� �N�U�Y�Q�R�J�� �V�X�G�D�� �L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �L�� �D�G�K�H�]�L�M�D�� �W�U�R�P�E�R�F�L�W�D�� �L�� �O�H�X�N�R�F�L�W�D���� �7�H�� �S�U�R�F�H�V�H��
�H�Q�G�R�W�H�O�� �S�R�G�V�W�L�þ�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P�� �V�L�Q�W�H�]�R�P�� �L�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�R�P�� �I�D�N�W�R�U�D�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �ü�H�O�L�M�D�� �S�R�S�X�W�� �Y�R�Q��
Willebrand-ovog faktora (vWF), faktora aktivacije trombocita (eng. platelet-activating factor, 
PAF), interleukina-8 (IL-8), P-selektina i faktora nekroze tumora �.�� ���H�Q�J�����W�X�P�R�U�� �Q�H�F�U�R�V�L�V�� �I�D�F�W�R�U�� �., 
TNF-�.������ �ã�W�R�� �G�D�O�M�H�� �V�W�L�P�X�O�L�ã�H�� �V�Y�H�� �I�D�]�H�� �K�H�P�R�V�W�D�]�H�� ���%�H�F�N�H�U�� �L�� �V�D�U������ �������������� �N�D�R�� �L�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �L�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X��
leukocita kroz endotel u cilju saniranja povrede (Cerutti i Ridley, 2017). 

 

1.1.1. Uloga azot-�P�R�Q�R�N�V�L�G�D���X���U�H�J�X�O�D�F�L�M�L���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�K���I�X�Q�N�F�L�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�D 

�3�R�V�H�E�Q�R�� �V�H�� �L�V�W�L�þ�H�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �H�Q�G�R�W�H�O�D�� �G�D�� �V�L�Q�W�H�W�L�ã�H�� �D�]�R�W-�P�R�Q�R�N�V�L�G�� ���1�2������ �P�R�O�H�N�X�O�� �þ�L�M�H�� �M�H��
otkr�L�ü�H���E�L�O�R���R�G���L�]�X�]�H�W�Q�H���Y�D�å�Q�R�V�W�L���]�D���U�D�]�X�P�H�Y�D�Q�M�H���Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�H���I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�H�����1�2���M�H���J�D�V���N�R�M�L���M�H�����S�U�H���Q�H�J�R��
�ã�W�R���M�H���R�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�D�Q�����Q�R�V�L�R���Q�D�]�L�Y���Ä�R�S�X�ã�W�D�M�X�ü�L���I�D�N�W�R�U���H�Q�G�R�W�H�O�Q�R�J���S�R�U�H�N�O�D�³�����H�Q�J����endothelium derived 
relaxing factor���� �(�'�5�)������ �1�2�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�H�� �/-arginina do L-
�F�L�W�U�X�O�L�Q�D���X�]���X�þ�H�ã�ü�H���H�Q�]�L�P�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���1�2���V�L�Q�W�D�]�H�����H�Q�J����endothelial nitric oxide synthase, eNOS). 

�=�E�R�J�� �V�Y�R�M�L�K�� �D�Q�W�L�R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�L�K�� �L�� �D�Q�W�L�L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�L�K�� �V�Y�R�M�V�W�D�Y�D�� �1�2�� �L�P�D�� �N�O�M�X�þ�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X��
�R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X�� �Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�H�� �K�R�P�H�R�V�W�D�]�H�� ��Gimbrone i García-Cardeña, 2016; Cyr i sar., 2020). Bazalna 
�S�U�R�G�X�N�F�L�M�D�� �1�2�� �X�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�P�� �V�W�D�Q�M�X�� �M�H�� �Q�H�R�S�K�R�G�Q�D�� �U�D�G�L�� �U�H�J�X�O�L�V�D�Q�M�D�� �W�R�Q�X�V�D�� �L�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D�� �]�G�U�D�Y�O�M�D��
krvnog suda. Naime, sinteza NO je stimulisana fluktuacijama u krvnom pritisku i hormonskim 
�V�W�L�P�X�O�X�V�L�P�D�� �L�]�� �N�U�Y�L���� �2�Y�L�� �V�W�L�P�X�O�X�V�L�� �S�R�N�U�H�ü�X�� �S�U�R�F�H�V sinteze NO, a transkripcija gena koji kodira 
�H�1�2�6���M�H���W�D�N�R�ÿ�H���U�H�J�X�O�L�V�D�Q�D���L�V�W�L�P���W�L�P���P�H�K�D�Q�L�þ�N�L�P���V�L�O�D�P�D���I�O�X�L�G�D�����R�G�Q�R�V�Q�R���N�U�Y�L����Gimbrone i García-
�&�D�U�G�H�x�D���� �������������� �6�L�Q�W�H�W�L�V�D�Q�L�� �1�2�� �G�L�I�X�Q�G�X�M�H�� �N�U�R�]�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�� �N�D�R�� �S�D�U�D�N�U�L�Q�L��
�P�H�G�L�M�D�W�R�U���X�W�L�þ�H���Q�D���J�O�D�W�N�H���P�L�ã�L�ü�Q�H���ü�H�O�L�M�H�����O�H�X�N�R�F�L�W�H���L���W�U�R�P�E�R�F�L�W�H����Gimbrone i García-Cardeña, 2016). 
�1�2�� �S�R�G�V�W�L�þ�H�� �Y�D�]�R�G�L�O�D�W�D�F�L�M�X�� �N�U�Y�Q�R�J���V�X�G�D�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �ã�W�R��aktivira solubilnu formu guanil ciklaze, 
koja prevodi guanozin-monofosfat (GMP) u �F�L�N�O�L�þ�Qi GMP (cGMP) �X�� �J�O�D�W�N�L�P�� �P�L�ã�L�ü�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D��
���)�|�U�V�W�H�U�P�D�Q�Q���L���6�H�V�V�D�������������������3�R�U�H�G���W�R�J�D�����1�2�����R�W�S�X�ã�W�H�Q���X���F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�X�����L�Q�K�L�E�L�ã�H���D�J�U�H�J�D�F�L�M�X���W�U�R�P�E�R�F�L�W�D��
�L���Q�M�L�K�R�Y�X���D�G�K�H�]�L�M�X���]�D���H�Q�G�R�W�H�O���� �þ�L�P�H���V�H���V�S�U�H�þ�D�Y�D���W�U�R�P�E�R�]�D����Förstermann i Sessa, 2012; Gimbrone i 
García-Cardeña, 2016������ �1�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�H�� �U�H�J�X�O�L�ã�H��protok krvi i homeostaza (Gimbrone i García-
�&�D�U�G�H�x�D���� �������������� �1�2���� �R�V�L�P�� �ã�W�R�� �V�S�U�H�þ�D�Y�D�� �D�G�K�H�]�L�M�X�� �W�U�R�P�E�R�F�L�W�D���� �V�S�U�H�þ�D�Y�D�� �L�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X�� �L�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X��
�J�O�D�W�N�L�K���P�L�ã�L�ü�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����N�D�R���L���D�S�R�S�W�R�]�X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����,�Q�K�L�E�L�ã�H���L���D�G�K�H�]�L�M�X���P�R�Q�R�F�L�W�D�����N�D�R���L���Q�M�L�K�R�Y�X��
�P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �X�� �V�X�E�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�� �S�U�R�V�W�R�U�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�L deluje kao 
hemoatraktant za monocite-1 (eng. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1) u endotelnim 
�ü�H�O�L�M�D�P�D�����)�|�U�V�W�H�U�P�D�Q�Q���L���6�H�V�V�D�����������������&�\�U���L���V�D�U���������������������3�R�U�H�G���W�R�J�D�����1�2���X�þ�H�V�W�Y�X�M�H���X���U�D�]�Q�L�P���G�U�X�J�L�P��
�S�U�R�F�H�V�L�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R��su regulacija sistemske distribucije kiseonika, egzocitoza, aktivnost jonskih 
�N�D�Q�D�O�D�����D�S�R�S�W�R�]�D���L���S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�D���ü�H�O�L�M�D���N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�R�J���V�L�V�W�H�P�D���L���Q�H�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�L�]�D�F�L�M�D����Förstermann i 
Sessa, 2012; Gimbrone i García-Cardeña, 2016) (slika 1.2). Zbog svega navedenog, NO se smatra 
protektivnim molekulom vaskulature (Förstermann i Münzel, 2006). 

�3�U�L�O�L�N�R�P�� �S�R�Y�U�H�G�H�� �W�N�L�Y�D���� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �V�H�� �Q�L�Y�R�� �D�N�W�L�Y�Q�R�J�� �1�2��poreklom iz endotela. Time se 
�S�R�M�D�þ�D�Y�D���H�I�H�N�D�W���1�2���N�R�M�L�����N�D�R���L���X���]�G�U�D�Y�R�P���V�W�D�Q�M�X���N�U�Y�Q�R�J���V�X�G�D�����V�S�U�H�þ�D�Y�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���J�O�D�W�N�L�K���P�L�ã�L�ü�Q�L�K��
�ü�H�O�L�M�D���L�� �L�Q�K�L�E�L�ã�H�� �D�G�K�H�]�L�M�X�� �O�H�X�N�R�F�L�W�D�� �]�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H���� �D�� �V�D�P�L�P�� �W�L�P�� �L�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H���Q�H�R�L�Q�W�L�P�H�� �L�� �G�D�O�M�H��
�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H���N�U�Y�Q�R�J���V�X�G�D�����1�H�Z�E�\�����������������)�|�U�V�W�H�U�P�D�Q�Q���L���6�H�V�V�D�������������������,�D�N�R���V�H���1�2���S�U�H�W�H�å�Q�R���V�L�Q�W�H�W�L�ã�H���X��
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�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D�����G�R�G�D�W�Q�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H���1�2���V�H���X���X�V�O�R�Y�L�P�D���L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�H���V�L�Q�W�H�W�L�ã�X �L���X���J�O�D�W�N�L�P���P�L�ã�L�ü�Q�L�P���L��
�L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D���� �7�L�P�H�� �V�H�� �S�U�X�å�D�� �G�R�G�D�W�Q�D���]�D�ã�W�L�W�D���W�N�L�Y�D�� �R�G�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�����1�H�Z�E�\���� �������������� �6�W�X�G�L�M�H��
�V�X���S�R�N�D�]�D�O�H���G�D���X���V�O�X�þ�D�M�X���Q�H�G�R�Y�R�O�M�Q�H���S�U�R�G�X�N�F�L�M�H���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L���D�N�W�L�Y�Q�R�J���1�2���R�G���V�W�U�D�Q�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D��
�G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�D�� �N�O�L�Q�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�W�V�N�L�K�� �S�U�R�P�H�Q�D�� ��Gimbrone i García-Cardeña, 
���������������'�D�N�O�H�����V�H�N�U�H�F�L�M�D���1�2���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���Y�H�R�P�D���Y�D�å�D�Q���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���R�þ�X�Y�D�Q�M�D���I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�H���N�U�Y�Q�R�J���V�X�G�D����
�D���X���V�W�D�Q�M�X���L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�H���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���Y�D�å�D�Q���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���R�G�E�U�D�Q�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�L���ü�H�O�L�M�H���N�R�U�L�V�W�H���G�D��
�V�S�U�H�þ�H���G�D�O�M�L���U�D�]�Y�R�M���X�S�D�O�Q�L�K���S�U�R�F�H�V�D���L���D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�X�����1�H�Z�E�\���������������� 

 

Slika 1.2. Uloga azot-monoksida u vaskulaturi. eNOS �± endotelna azot-monoksida sintaza; NO �± azot-
monoksid. Preuzeto iz Gimbrone i García-Cardeña (2016). 

 
 
1.1.2. �8�O�R�J�D���þ�Y�U�V�W�L�K���P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�L�K���Y�H�]�D���X���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�M���U�H�J�X�O�D�F�L�M�L���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���E�D�U�L�M�H�U�H 

�(�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H�� �X�� �N�U�Y�Q�R�P�� �V�X�G�X�� �I�R�U�P�L�U�D�M�X�� �S�R�O�X�S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�X�� �P�H�P�E�U�D�Q�X�� �þ�L�M�D�� �M�H�� �X�O�R�J�D�� �G�D��
�R�G�Y�R�M�L���N�U�Y���R�G���S�H�U�L�I�H�U�Q�L�K���R�U�J�D�Q�D���L���W�N�L�Y�D�����W�H���V�D�P�L�P���W�L�P���L�P�D���N�O�M�X�þ�Q�X���X�O�R�J�X��i �X���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X���K�R�P�H�R�V�W�D�]�H��
vaskularnog sistema (Arroyo i Iruela-Arispe, 2010; Franco i sar., 2013������ �,�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X��
�V�X�V�H�G�Q�L�K�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �V�H�� �R�V�W�Y�D�U�X�M�X�� �S�U�H�N�R�� �W�U�L�� �W�L�S�D�� �Y�H�]�D���� �D�G�K�H�U�H�Q�W�Q�H�� �Y�H�]�H�� ���H�Q�J����adherens 
junctions, AJ), komunikacijske pukotinaste veze (eng. gap junctions���� �*�-���� �L�� �þ�Y�U�V�W�H�� �Y�H�]�H�� ���H�Q�J����tight 
junctions���� �7�-������ �8�� �P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�R�P�� �S�U�R�V�W�R�U�X�� �V�X�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�L�� �L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�L�� �S�R�S�X�W�� �P�R�O�H�N�X�O�D��
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D��vezivanje trombocita-1 (eng. platelet endothelial cell adhesion molecule 1, 
PECAM-1) (pregledni rad Sluiter i sar., 2021). GJ �þ�L�Q�H��transmembranski polukanali koneksoni, koji 
�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X�� �G�L�U�H�N�W�Q�X�� �N�R�P�X�Q�L�N�D�F�L�M�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D, koja se obavlja razmenom jona i 
�P�D�O�L�K�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� ���S�U�H�J�O�H�G�Q�L�� �U�D�G�� �6�O�X�L�W�H�U�� �L�� �V�D�U������ �������������� �$�-�� �V�X�� �X�J�O�D�Y�Q�R�P�� �V�D�þ�L�Q�M�H�Q�H�� �R�G��
�N�D�G�K�H�U�L�Q�D���L���G�D�M�X���P�H�K�D�Q�L�þ�N�X���þ�Y�U�V�W�L�Q�X���P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�L�P���Y�H�]�D�P�D�����S�U�H�J�O�H�G�Q�L���U�D�G���6�O�X�L�W�H�U���L���V�D�U���������������������G�R�N��
TJ grade transmembranski proteini okludin, klaudin, spektrin, cingulin i spojni adhezivni molekuli 
(eng. junctional adhesion molecules, JAM) (Alexander i Elrod, 2002; pregledni rad Sluiter i sar., 
2021������ �7�-�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �S�U�L�� �Y�U�K�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �L�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�R�� �M�H�� �R�N�U�X�å�X�M�X���� �D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �P�H�V�W�R��spajanja 
�P�H�P�E�U�D�Q�D�� �V�X�V�H�G�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D���� �ý�Y�U�V�W�H�� �Y�H�]�H�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�X�� �G�D�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�ã�H�� �N�D�R�� �V�Q�D�å�Q�D�� �E�D�U�L�M�H�U�D��
�L�]�P�H�ÿ�X�� �F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�H�� �L�� �R�N�R�O�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� �N�R�M�D�� �V�W�U�R�J�R�� �U�H�J�X�O�L�ã�H�� �S�D�U�D�ü�H�O�L�M�V�N�X�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�� ���)�L�V�K�H�U���� ������������
pregledni �U�D�G���6�O�X�L�W�H�U���L���V�D�U������ �������������� �1�D�L�P�H���� �7�-�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�ã�X���S�D�U�D�ü�H�O�L�M�V�N�X���S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W���H�Q�G�R�W�H�O�D���Q�D���W�D�M��
�Q�D�þ�L�Q�� �ã�W�R�� �X�þ�H�V�W�Y�X�M�X�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�L�� �G�L�I�X�]�L�M�H�� �W�H�þ�Q�R�V�W�L���� �M�R�Q�D�� �L�� �P�D�O�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�]�� �N�U�Y�Q�H�� �S�O�D�]�P�H���� �N�D�R�� �L��
�S�U�R�O�D�V�N�D���L�P�X�Q�V�N�L�K���ü�H�O�L�M�D���S�R�S�X�W���O�H�X�N�R�F�L�W�D�����Q�H�X�W�U�R�I�L�O�D���L���O�L�P�I�R�F�L�W�D�����W�H���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���V�Y�R�M�H�Y�U�V�Q�X���E�D�U�L�M�H�U�X��
�X�� �N�U�Y�Q�R�P�� �V�X�G�X���� �3�R�U�H�G�� �W�R�J�D���� �7�-�� �X�þ�H�V�W�Y�X�M�X�� �L�� �X�� �S�R�O�D�U�Q�R�V�W�L�� �ü�H�O�L�M�H���M�H�U�� �I�R�U�P�L�U�D�M�X�� �E�D�U�L�M�H�U�X�� �N�R�M�D�� �V�S�U�H�þ�D�Y�D��
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difuziju apikalnih i bazolateralnih membranskih proteina i lipida (Cong i Kong, 2020). TJ su 
�S�R�P�R�ü�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���V�N�H�O�H�����H�Q�J����scaffold proteins�������N�D�R���ã�W�R���V�X��zonnula occludens ���=�2���������������L���������þ�Y�U�V�W�R��
�Y�H�]�D�Q�L�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R, �D�O�L�� �L���]�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �F�L�W�R�V�N�H�O�H�W�D�� ���$�O�H�[�D�Q�G�H�U���L�� �(�O�U�R�G���� ������������ �ý�H�M�N�R�Y�i�� �L�� �V�D�U������ �������������� �6��
tim u vezi, pokazano je da protein ZO-1 interaguje sa domenima na C kraju okludina i klaudina i sa 
globularnim regionom na N kraju cingulina (slika 1.3). Pored toga, domen okludina koji vezuje 
proteine ZO �M�H���W�D�N�R�ÿ�H���S�R�W�U�H�E�D�Q���]�D���S�U�D�Y�L�O�Q�X���O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�X���R�N�O�X�G�L�Q�D���X���7�-�����ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���W�R���G�D��proteini 
�=�2�� �V�O�X�å�H�� �N�D�R�� �Ä�V�N�H�O�D�´�� �]�D�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�F�L�M�X�� �7�-���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �R�Y�L�K�� �Y�H�]�D����
Pored toga, proteini ZO imaju glavnu ulogu u povezivanju TJ sa citoskeletom, pre svega sa F-
aktinom (Solár i sar., 2020). 

 

Slika 1.3. �â�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]��molekulske struk�W�X�U�H���þ�Y�U�V�W�L�K�� �L�� �D�G�K�H�U�H�Q�W�Q�L�K���P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�L�K�� �Y�H�]�D�� AJ �± adherentne 
veze; JAM �± spojni adhezivni molekuli; PECAM-1 �± �P�R�O�H�N�X�O���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�L���Y�H�]�X�M�H���W�U�R�P�E�R�F�L�W�H-1; TJ 
�± �þ�Y�U�V�W�H���Y�H�]�H�� ZO �± zonnula occludens. Preuzeto uz modifikacije iz Cerutti i Ridley (2017). 

 
�3�R�Y�U�H�G�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �S�U�H�N�L�G�� �X�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D���� �P�R�å�H�� �G�D�� �G�R�Y�H�G�H�� �G�R��

�S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D���X���I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�V�D�Q�M�X���L���L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�X���R�Y�H���E�D�U�L�M�H�U�H�����6�U�H�ü�R�P�����H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H���V�X���Y�H�R�P�D���S�R�N�U�H�W�Q�H���L��
�L�P�D�M�X�� �V�Q�D�å�D�Q�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �]�D�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� ���)�U�D�Q�F�R�� �L�� �V�D�U������ �������������� �(�Q�G�R�W�H�O�� �Q�L�M�H�� �V�W�D�W�L�þ�D�Q�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M���� �Q�H�J�R��
�Y�H�R�P�D�� �G�L�Q�D�P�L�þ�Q�R�� �W�N�L�Y�R�� �V�D�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�V�N�L�P�� �S�R�N�U�H�W�L�P�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �N�R�M�L�K�� �V�H�� �W�N�L�Y�R�� �U�H�P�R�G�H�O�X�M�H����
�5�D�]�O�R�J�� �]�D�� �W�R�� �M�H�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�D�� �S�R�W�U�H�E�D�� �]�D�� �S�U�L�O�D�J�R�ÿ�D�Y�D�Q�M�H�P�� �S�R�W�U�H�E�D�P�D�� �N�U�Y�L�� �L�� �W�N�L�Y�D�� �N�R�M�D�� �R�N�U�X�å�X�M�X��
endotelni jednosloj (Arroyo i Iruela-�$�U�L�V�S�H���� �������������� �7�D�N�R���� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �S�R�Y�U�H�G�H���� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H��
reaguju na prekide u jednosloju i migriraju u �Q�H�S�R�S�X�Q�M�H�Q�H���S�U�R�V�W�R�U�H���� �(�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H���L�Q�W�H�U�D�J�X�M�X���V�D��
komponentama �(�&�0�� �L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�W�U�R�J�R�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�ã�X�� �S�U�R�F�H�V�� �V�D�Q�L�U�D�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�D���� �â�W�D�Y�L�ã�H���� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H��
�ü�H�O�L�M�H���V�L�Q�W�H�W�L�ã�X���H�Q�]�L�P�H���N�R�M�L���U�H�P�R�G�H�O�X�M�X���(�&�0���N�R�M�L���V�H���]�R�Y�X���P�D�W�U�L�N�Vne metaloprotein�D�]�H�����0�0�3������ �ã�W�R 
�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���L���V�D�Q�L�U�D�Q�M�H���S�R�Y�U�H�G�H�����$�U�U�R�\�R���L���,�U�X�H�O�D-Arispe, 2010). 
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1.1.3. �8�O�R�J�D���ü�H�O�L�M�V�N�L�K���D�G�K�H�]�L�Y�Q�L�K���P�R�O�H�N�X�O�D���X���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�P���R�G�J�R�Y�R�U�X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���Q�D��
inflamaciju  

�-�R�ã�� �M�H�G�Q�D�� �R�G�� �P�Q�R�J�L�K�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�D�� �M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�D�� �X�O�R�J�D�� �X�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�P�D�� �U�H�S�D�U�D�F�L�M�H�� �X��
�V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���R�N�R�O�Q�R�J���W�N�L�Y�D���L���L�Qfekcije (Tesfamariam, 2016; Cerutti i Ridley, 2017). Takve 
�S�U�R�P�H�Q�H�� �X�� �W�N�L�Y�X�� �S�R�N�U�H�ü�X�� �Q�L�]�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �S�U�R�P�H�Q�D�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �ã�W�R�� �G�D�O�M�H�� �S�R�N�U�H�ü�H��
vezivanje, a potom i transendotelnu migraciju makrofaga i monocita u subendotelni prostor (Cerutti 
�L�� �5�L�G�O�H�\���� �������������� �1�D�L�P�H���� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H�� �U�H�D�J�X�M�X�� �Q�D�� �S�U�R�P�H�Q�H�� �X�� �R�N�R�O�Q�R�P�� �W�N�L�Y�X�� �L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�� �V�H����
Postoje dva tipa aktivacije endotela. Tip 1 je brza aktivacija endotela, �S�U�L�� �N�R�M�R�M�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H��
�U�H�D�J�X�M�X�� �Q�D�� �L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�H�� �V�W�L�P�X�O�X�V�H�� �W�D�N�R�� �ã�W�R���Q�D�� �V�Y�R�M�R�M���S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �E�U�]�R�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�M�X��ranije sintetisane 
adhezivne molekule, te je ovaj proces nezavisan od sinteze proteina (Nourshargh i Alon, 2014). P-
selektin i E-�V�H�O�H�N�W�L�Q���� �P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�L�� �D�G�K�H�]�L�Y�Q�L�� �P�R�O�H�N�X�O-1 (eng. intercellular adhesion molecule-1, 
ICAM-�������L���P�R�O�H�N�X�O���D�G�K�H�]�L�M�H���Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D-1 (eng. vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-
�������V�X���S�U�R�W�H�L�Q�L���L�]���J�U�X�S�H���ü�H�O�L�M�V�N�L�K���D�G�K�H�]�L�Y�Q�L�K���P�R�O�H�N�X�O�D�����H�Q�J����cellular adhesion molecules, CAM) koji 
�V�H�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�M�X�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�� �]�D�V�O�X�å�Q�L�� �V�X�� �]�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �O�H�X�N�R�F�L�W�D�� ���*�X�U�H�Y�L�F�K�� �L�� �V�D�U������
2021). Promene u rigidnosti tkiva, u protoku krvi, prisustvo proinflamacijskih hemokina i citokina i 
�P�Q�R�J�L�� �G�U�X�J�L�� �V�W�L�P�X�O�X�V�L�� �L�]�� �N�U�Y�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �P�R�J�X�� �G�D�� �L�]�D�]�R�Y�X�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�� �Q�L�Y�R�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �R�Y�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D��
(Cerutti i Ridley, 2017). Proinflamacijski faktori poput citokina, posebno TNF-�.�����L���K�H�P�R�N�L�Q�D���W�D�N�R�ÿ�H��
�L�Q�G�X�N�X�M�X���L���W�L�S�������D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���H�Q�G�R�W�H�O�D���N�R�M�L���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���V�S�R�U�L�M�X���U�H�D�N�F�L�M�X���N�R�M�D���W�U�D�M�H���Q�H�N�R�O�L�N�R���þ�D�V�R�Y�D�����7�L�S��
2 predstavlja aktivaciju plejotropnih transkripcionih faktora i de novo transkripciju gena koji 
kodiraju molekule odgovorne za vezivanje i migraciju leukocita (Nourshargh i Alon, 2014). 

Prvi korak u vezivanju leukocita predstavljaju slabe i prolazne adhezivne interakcije sa 
�H�Q�G�R�W�H�O�R�P�� �X�� �E�O�L�]�L�Q�L�� �W�N�L�Y�D�� �S�R�G�� �L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�R�P���� �1�D�N�R�Q�� �W�R�J�D�� �V�O�H�G�L�� �þ�Y�U�V�W�R�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �O�H�X�N�R�F�L�W�D�� �]�D�� �]�L�G��
�N�U�Y�Q�R�J�� �V�X�G�D���� �M�D�þ�D�Q�M�H�� �D�G�K�H�]�L�M�H���� �S�X�]�Z�Q�M�H�� �O�H�X�N�R�F�L�W�D���� �L�� �Q�D�� �N�U�D�M�X��njihova migracij�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K��
�ü�H�O�L�M�D���X���V�X�E�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L���S�U�R�V�W�R�U�����W�]�Y�����H�N�V�W�U�D�Y�D�]�D�F�L�M�D�������2�Y�L���V�X�N�F�H�V�L�Y�Q�L���N�R�U�D�F�L���V�H���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���Q�D�G�R�Y�H�]�X�M�X��
�L���V�Y�D�N�L���M�H���S�U�H�G�X�V�O�R�Y���]�D���Q�D�U�H�G�Q�L�����6�Y�L���V�X���X�V�O�R�Y�O�M�H�Q�L���S�U�L�V�X�V�W�Y�R�P���Y�H�ü���Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K���D�G�K�H�]�L�Y�Q�L�K���P�R�O�H�N�X�O�D���L��
�V�H�O�H�N�W�L�Q�D�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �H�Q�G�R�W�H�O�D�� ���1�R�X�U�V�K�D�U�J�K�� �L�� �$�O�R�Q���� �������������� �L�U�D�Q�V�H�Q�G�R�W�H�O�Q�Z�� �P�L�J�U�D�F�L�M�D��
�P�R�Q�R�F�L�W�D���O�H�X�N�R�F�L�W�D���M�H���Y�H�R�P�D���Y�D�å�D�Q���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���R�G�E�U�D�Q�H���X���V�O�X�þ�D�M�X���L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�H���L���S�R�Y�U�H�G�H���W�N�L�Y�D�����2�Y�D�M��
�S�U�R�F�H�V�� �M�H�� �V�W�U�R�J�R�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�V�D�Q�� �L�� �N�U�D�M�Q�M�H�� �Q�H�R�S�K�R�G�D�Q�� �]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �R�S�W�L�P�D�O�Q�H�� �I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�H�� �W�N�L�Y�D�� ���V�O�L�N�D��
1.4). 

 

Slika 1.4. �â�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]��kaskade vezivanja leukocita za zid krvnog suda. CD99 �± glikoprotein sa jednim 
lancem, tip 1; CXCL1, 2 ili 3 �± pripadnici CXCL familije hemokina; ESAM �± molekul adhezije koji 
�V�H�O�H�N�W�X�M�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H�����,�&�$�0-1 �± �P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�L���D�G�K�H�]�L�Y�Q�L�� �P�R�O�H�N�X�O-1; ICAM-2 �± �P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�L���D�G�K�H�]�L�Y�Q�L��
molekul-2; IL-�������± �L�Q�W�H�U�O�H�X�N�L�Q�� ��������JAM �± spojni adhezivni molekuli; LPS �± lipopolisaharidi; oksi-LDL �± 
oksidovani lipoproteini male gustine; PECAM-1 �± �P�R�O�H�N�X�O���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�L���Y�H�]�X�M�H���W�U�R�P�E�R�F�L�W�H-1; TNF-
�.���± �I�D�N�W�R�U�� �Q�H�N�U�R�]�H�� �W�X�P�R�U�D�� �.; VCAM-1 �± molek�X�O�� �D�G�K�H�]�L�M�H�� �Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D-1; VE-kadherin �± vaskularni 
endotelni kadherin. Preuzeto uz modifikacije iz Patten i Shetty (2018). 
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1.1.4. �$�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�D���X���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�V�O�R�Y�L�P�D 

�1�H�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�L�]�D�F�L�M�D�� �M�H�� �S�R�M�D�Y�D�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �Q�R�Y�R�J�� �N�U�Y�Q�R�J�� �V�X�G�D�� �N�R�M�D�� �V�H�� �G�H�ã�D�Y�D�� �X�� �U�D�]�Q�L�P��
�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �S�U�R�F�H�V�L�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �H�P�E�U�L�R�J�H�Q�H�]�D�� �L�� �S�U�R�P�H�Q�H�� �X�� �H�Q�G�R�P�H�W�U�L�M�X�P�X�� �W�R�N�R�P�� �P�H�Q�V�W�U�X�D�O�Q�R�J��
�F�L�N�O�X�V�D���� �D�O�L�� �L�� �X�� �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �X�V�O�R�Y�L�P�D�� �S�R�S�X�W�� �L�V�K�H�P�L�M�H���� �L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�H���� �]�D�U�D�V�W�D�Q�M�D�� �U�D�Q�D���� �K�L�S�H�U�W�U�R�I�L�M�H��
tkiva, rasta tumora, ateroskleroze i dr. (Felmeden i sar., 2003; Simons, 2005). Postoje tri tipa 
neovaskularizacije: angiogeneza, vaskulogeneza i arteriogeneza (Simons, 2005). Angiogeneza 
podrazumeva proces formiranja �Q�R�Y�L�K���N�U�Y�Q�L�K���V�X�G�R�Y�D���R�G���S�R�V�W�R�M�H�ü�L�K ���Ä�S�X�S�O�M�H�Q�M�H�´�� i za posledicu ima 
�X�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�R�N�D�� �N�U�Y�L 2�±3 puta. Arteriogeneza predstavlja de novo formiranje ili remodelovanje 
�S�R�V�W�R�M�H�ü�L�K�� �D�U�W�H�U�L�M�D�� ���V�O�L�N�D�� ������������ �7�R�N�R�P�� �R�Y�R�J�� �S�U�R�F�H�V�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �E�U�]�H�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H �ü�H�O�L�M�D�� �L�]�� �Y�H�ü��
�S�R�V�W�R�M�H�ü�L�K�� �N�R�Oate�U�D�O�Q�L�K�� �N�U�Y�Q�L�K�� �V�X�G�R�Y�D���� �.�D�R�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �D�U�W�H�U�L�R�J�H�Q�H�]�H�� �S�U�R�W�R�N�� �N�U�Y�L�� �V�H�� �X�Y�H�ü�D�Y�D�� �����±30 
puta. Vaskulogeneza podrazumeva de novo �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H���L�O�L���U�H�P�R�G�H�O�R�Y�D�Q�M�H���S�R�V�W�R�M�H�ü�L�K���N�U�Y�Q�L�K���V�X�G�R�Y�D��
�R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �F�L�U�N�X�O�L�ã�X�ü�L�K�� �Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�K�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�V�N�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� ���)�H�O�P�H�G�H�Q�� �L�� �V�D�U������ �������������� �)�X�Q�N�F�Ljsk�L�� �]�Q�D�þ�D�M��
ovog tipa neovaskularizacije je nepoznat. 

�$�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�D�� �M�H�� �M�H�G�D�Q�� �R�G�� �N�O�M�X�þ�Q�L�K�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �X�� �P�Q�R�J�L�P�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �L �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P��
procesima (Felmeden i sar., 2003; Simons, 2005; Lamalice i sar., 2007). Angiogeneza se normalno 
javlja tokom embrionalnog razvoja, menstrualnog ciklusa i formiranja placente nakon oplodnje, 
tokom zarastanja rana, zarastanja i rasta kostiju i kose (Carmeliet i sar., 2003; Stegen i sar., 2015). 
�8���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�V�O�R�Y�L�P�D���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�D���M�H���L�]�E�D�O�D�Q�V�L�U�D�Q�D���L���V�W�U�R�J�R���N�R�Q�W�U�R�O�L�V�D�Q�D���R�G���V�W�U�D�Q�H proangiogenih i 
antiangiogenih faktora (Hu i sar., 2015). U proangiogene faktore se svrstavaju vaskularni endotelni 
faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF), TNF-�.�����D�Q�J�L�R�J�H�Q�L�Q�����H�S�L�G�H�U�P�Q�L���I�D�N�W�R�U��
rasta (eng. epidermal growth factor, EGF), estrogeni, prostaglandini, faktor stimulacije kolonije 
granulocita (eng. granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF) i drugi, dok se u inhibitore 
angiogeneze ubrajaju angiostatin, endostatin, kalretikulin, trombospondin-1, tkivni inhibitori 
metaloproteinaza, interleukini, interferoni i prostaglandini (Tonini i sar., 2003). Procesom 
�D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H�� �V�H�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �N�D�S�L�O�D�U�L���� �G�R�N�� �M�H�� �X�� �Q�H�N�L�P�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�� �]�D�E�H�O�H�å�H�Q�R�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �Y�H�ü�L�K�� �N�U�Y�Q�L�K��
sudova (Felmeden i sar., 2003; Simons, 2005). 

 
Slika 1.5. �â�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H���X���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�V�O�R�Y�L�P�D����P�R�Y�H�ü�D�Q�Me permeabilnosti krvnog suda (A), 
�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �H�N�V�W�U�D�Y�D�]�D�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �S�O�D�]�P�H�� ���%������ �0�D�W�U�L�N�Vne �P�H�W�D�O�R�S�U�R�W�H�L�Q�D�]�H�� ���V�L�P�E�R�O�L�þ�Q�R�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�H��
makazama) degradiraju komponente �Y�D�Q�ü�H�O�L�M�V�Nog matriksa���� �ã�W�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�D�� �I�D�N�W�R�U�D�� �U�D�V�W�D�� ���&������
�(�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H�� �P�L�J�U�L�U�D�M�X�� �L�� �S�U�R�O�L�I�H�U�L�ã�X�� ���'������ �D�� �]�D�W�L�P�� �S�R�G�O�H�å�X�� �P�R�U�I�R�J�H�Q�H�]�L�� �L�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�X�� �W�X�E�D�� �V�D�� �F�H�Q�W�U�D�O�Q�L�P��
lumenom (E). Preuzeto uz modifikacije iz Montemagno i Pagés (2020). 
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�5�D�V�W�� �Q�R�Y�L�K�� �N�U�Y�Q�L�K�� �V�X�G�R�Y�D�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �S�R�N�U�H�Q�X�W�� �X�� �X�V�O�R�Y�L�P�D�� �K�L�S�R�N�V�L�M�H, koja kod sisara 
�S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���M�H�G�D�Q���R�G���Q�D�M�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�L�K���V�W�L�P�X�O�X�V�D���]�D���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X�����6�L�P�R�Q�V, 2005; pregledni rad Camaré 
i sar., 2017). U uslovima hipoksije aktivira se faktor indukovan hipoksijom-���.�� ���H�Q�J����hypoxia-
inducible factor-���., HIF-���.�����N�R�M�L���G�D�O�M�H���D�N�W�L�Y�L�U�D transkripcione faktore za gene koji kodiraju VEGF i 
njegove receptore tipa-1 (VEGFR-1, kodiran genom FLT1) i tipa-2 (VEGFR-2, kodiran genom 
KDR). Ovi receptori, �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�L�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D���� �V�W�L�P�X�O�L�ã�X�� �ü�H�O�L�M�V�N�X�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X����
�P�L�W�R�J�H�Q�H�]�X�����G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�X���S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W���L���R�U�J�D�Q�L�]�D�F�L�M�X���N�U�Y�Q�R�J���V�X�G�D����
�ã�W�R�� �L�Q�G�X�N�X�M�H�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X�� ���)�H�Omeden i sar., 2003; Simons, 2005). Pored toga, VEGF indukuje 
�V�L�Q�W�H�]�X���1�2���X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D���W�R�N�R�P���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H���N�R�M�L���W�D�N�R�ÿ�H���V�W�L�P�X�O�L�ã�H���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���Q�R�Y�R�J���N�U�Y�Q�R�J��
suda (Felmeden i sar., 2003). 

�$�G�K�H�]�L�M�D�� �L�� �P�L�J�U�D�F�L�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�U�R�]�� �(�&�0�� �V�X�� �Q�H�L�]�R�V�W�D�Y�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�L�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �W�R�N�R�P��
�D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H�� �L�� �R�þ�X�Y�D�Q�M�D�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D�� �R�N�R�O�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� ���0�D�O�L�Q�L�Q�� �L�� �V�D�U������ �������������� �2�Y�L�� �S�U�R�F�H�V�L�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X��
�ü�H�O�L�M�L���G�D���V�H���Y�H�å�H���]�D���(�&�0���L���X�þ�H�V�W�Y�X�Me �X���ü�H�O�L�M�V�N�R�M���V�L�J�Q�D�O�L�]�D�F�L�M�L�����5�H�L�Q�K�D�U�W-King, 2008). Molekuli koji 
�S�U�L�S�D�G�D�M�X���J�U�X�S�L���U�H�F�H�S�W�R�U�D���R�G�J�R�Y�R�U�Q�L�K���]�D���D�G�K�H�]�L�M�X���ü�H�O�L�M�D���]�D���(�&�0���Q�D�]�L�Y�D�M�X���V�H���L�Q�W�H�J�U�L�Q�L�����8���S�L�W�D�Q�M�X���V�X��
�J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�L�� �K�H�W�H�U�R�G�L�P�H�U�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �N�R�M�L�� �V�H�� �I�R�U�P�L�U�D�M�X�� �Q�H�N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�L�P�� �Y�H�]�D�P�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �.�� �L�� ����
�V�X�E�M�H�G�L�Q�L�F�H�����%�D�U�F�]�\�N���L���V�D�U���������������������.�R�G���Y�L�ã�L�K���V�L�V�D�U�D���M�H���R�S�L�V�D�Q�R���������.���L�����������V�X�E�M�H�G�L�Q�L�F�D���N�R�M�H���V�H���V�S�D�M�D�M�X��
�X���Y�L�ã�H���R�G���������U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���K�H�W�H�U�R�G�L�P�H�U�D�����,�Q�W�H�J�U�L�Q�L���V�X���S�R�G�H�O�M�H�Q�L���S�U�H�P�D���Y�D�Q�ü�H�O�L�M�V�N�R�P��supstratu za koji se 
vezuju, pa se tako dele na receptore za: �I�L�E�U�R�Q�H�N�W�L�Q�� ���.���������� �.������������ �N�R�O�D�J�H�Q�� ���.���������� �.������������ �O�D�P�L�Q�L�Q��
���.�����������.���������L���.�������������R�V�W�H�S�R�Q�W�L�Q�����.�����������L���Y�L�W�U�R�Q�H�N�W�L�Q�����.�Y�������L���.�Y�����������8���S�U�R�F�H�V�X���P�L�J�U�D�F�L�M�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K��
�ü�H�O�L�M�D�� �L�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H�� �V�X�� �N�O�M�X�þ�Q�L�� �L�Q�W�H�J�U�L�Q�L�� �.�Y������ �.�Y�������� �.���������� �.���������� �.�������� �L�� �.�������� �N�R�M�L�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X��
�ü�H�O�L�M�V�N�X�� �D�G�K�H�]�L�M�X�� �]�D�� �E�D�]�D�O�Q�X�� �P�H�P�E�U�D�Q�X���� �3�R�N�D�]�D�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �W�R�N�R�P��
procesa angiogeneze (Silva i sar., 2008). 

 

1.2. Endotelna disfunkcija i ateroskleroza 

�.�D�R���ã�W�R���M�H���S�U�H�W�K�R�G�Q�R���R�S�L�V�D�Q�R�����H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H���X���X�V�O�R�Y�L�P�D povrede ili inflamacije aktiviraju 
�N�R�P�S�O�H�N�V�Q�H�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�H�� �R�G�E�U�D�Q�H�� �L�� �R�S�R�U�D�Y�N�D�� �W�N�L�Y�D���� �.�D�G�D�� �G�R�ÿ�H�� �G�R�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �N�U�Y�Q�R�J�� �V�X�G�D���� �V�X�V�H�G�Q�H��
�ü�H�O�L�M�H���V�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�� �X�� �U�H�J�H�Q�H�U�D�F�L�M�L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� ���&�O�R�Z�H�V���� �������������� �8�]�U�R�F�L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���N�U�Y�Q�L�K�� �V�X�G�R�Y�D��
�V�X���P�Q�R�J�R�E�U�R�M�Q�L�����D�O�L���M�H���]�D�S�D�å�H�Q�R���G�D���L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W���R�G�J�R�Y�R�U�D���N�U�Y�Q�R�J���V�X�G�D���Q�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H���S�U�H�W�H�å�Q�R���]�D�Y�L�V�L���R�G��
�W�H�å�L�Q�H�� �S�R�Y�U�H�G�H�� �L�� �R�G�� �W�R�J�D�� �G�D�� �O�L�� �V�H�� �S�R�Y�U�H�G�D�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D�� ���&�O�R�Z�H�V���� �������������� �$�N�X�W�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �Q�D�� �S�R�Y�U�H�G�X����
�R�G�Q�R�V�Q�R���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�D���M�H���E�U�]�D�����R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�R�J���M�H���W�U�D�M�D�Q�M�D���L���R�E�L�þ�Q�R���Q�H���X�]�U�R�N�X�M�H���W�U�D�M�Q�H���I�X�Q�N�F�L�M�V�N�H��
i �P�R�U�I�R�O�R�ã�N�H�� �S�U�R�P�H�Q�H�� ��Gimbrone i García-Cardeña, 2016). Ipak, ovakva endotelna aktivacija u 
okolnostima �N�D�R���ã�W�R���V�X���R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�L���V�W�U�H�V�����L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�D�����D�N�X�W�Q�D���L�Q�I�H�N�F�L�M�D�����W�U�R�Y�D�Q�M�H���L���G�U�����P�R�å�H���G�D���E�X�G�H��
�R�N�L�G�D�þ�� �]�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�X�� �G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�X���� �(�Q�G�R�W�Hlna disfunkcija predstavlja prvi korak u nastanku 
�D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H�� �N�R�M�L�� �V�H�� �R�G�O�L�N�X�M�H�� �J�X�E�L�W�N�R�P�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �]�D�� �L�Q�W�D�N�W�Q�L�� �H�Q�G�R�W�H�O���� �D�� �S�R�G�U�D�]�X�P�H�Y�D��
�S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �V�L�Q�W�H�]�X�� �L�� �V�H�N�U�H�F�L�M�X�� �F�L�W�R�N�L�Q�D���� �K�H�P�R�N�L�Q�D���� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �&�$�0�� �]�D�� �O�H�X�N�R�F�L�W�H�� �L�� �W�U�R�P�E�R�F�L�W�H����
�S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �H�Q�G�R�W�H�O�D���� �N�D�R�� �L�� �Y�D�]�R�N�R�Q�V�W�U�L�N�F�L�M�X�� �N�U�Y�Q�L�K�� �V�X�G�R�Y�D�� ���'�H�D�Q�I�L�H�O�G�� �L�� �V�D�U������ ������������
Poredos i sar., 2021; Ivnitsky i sar., 2023������ �8�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�� �N�D�G�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �Q�H�S�R�Y�U�D�W�Q�R�J�� �J�X�E�L�W�N�D��
�L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�D���� �R�Y�H�� �S�U�R�P�H�Q�H�� �L�]�D�]�L�Y�D�M�X�� �R�U�N�H�V�W�U�L�U�D�Q�X�� �D�N�X�W�Q�X�� �L�O�L�� �K�U�R�Q�L�þ�Q�X�� �L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�X��
(Gimbrone i García-�&�D�U�G�H�x�D���� �������������� �3�R�V�O�H�G�L�þ�Q�R�� �P�R�å�H�� �G�R�ü�L�� �G�R��nepovratnih promena u odnosu na 
�Q�R�U�P�D�O�D�Q�� �I�X�Q�N�F�L�M�V�N�L�� �I�H�Q�R�W�L�S�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D���� �ã�W�R�� �G�D�O�M�H�� �X�W�L�þ�H�� �Q�D�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �K�H�P�R�V�W�D�]�H���� �O�R�N�D�O�Q�R�J��
vaskularnog tonusa i redoks balansa, na vaskularno remodelovanje, vazokonstrikciju i trombozu 
(Hadi i sar., 2005; Gimbrone i García-Cardeña, 2016). 

�2�V�Q�R�Y�Q�L�� �N�R�U�D�F�L�� �X�� �Q�D�V�W�D�Q�N�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�H�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �&�$�0�� �Q�D��
�S�R�Y�U�ã�L�Q�L���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���N�D�R���R�G�J�R�Y�R�U���Q�D���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���ü�H�O�L�M�D���R�G���V�W�U�D�Q�H���F�L�W�R�N�L�Q�D���L���G�U�X�J�L�K���V�W�L�P�X�O�X�V�D�����ã�W�R��
�]�D���S�R�V�O�H�G�L�F�X���G�D�O�M�H���L�P�D���S�R�Y�H�ü�D�Q���D�I�L�Q�L�W�H�W���O�H�X�N�R�F�L�W�D���]�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�X���H�Q�G�R�W�H�O�D�����Q�D�U�X�ã�H�Q�X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�X���E�D�U�L�M�H�U�X��
�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�� �S�U�R�O�D�]�� �O�H�X�N�R�F�L�W�D�� �X�� �V�X�E�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�� �S�U�R�V�W�R�U���� �]�D�W�L�P�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�� �Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�� �P�L�ã�L�ü�Q�L�� �W�R�Q�X�V�� �X�V�O�H�G��
�V�P�D�Q�M�H�Q�H�� �S�U�R�G�X�N�F�L�M�H�� �Y�D�]�R�G�L�O�D�W�D�F�L�M�V�N�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �S�R�S�X�W�� �1�2�� �L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �S�U�R�G�X�N�F�L�M�H��
�Y�D�]�R�N�R�Q�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�K���V�X�S�V�W�D�Q�F�L�����D���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���V�H���L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���]�D stvaranje tromba (Bonetti i sar., 2003; 
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�6�W�H�\�H�U�V�� �L�� �0�L�O�O�H�U���� �������������� �2�Y�L�� �S�U�R�F�H�V�L�� �V�H�� �V�P�D�W�U�D�M�X�� �N�O�M�X�þ�Q�L�P�� �N�R�U�D�F�L�P�D�� �X�� �S�D�W�R�J�H�Q�H�]�L�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H��
(Ross, 1999; Davignon i Ganz, 2004). 

Ateroskleroza je sistemsko zapaljenje velikih krvnih sudova i u osnovi je �Y�H�ü�L�Q�H 
�N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L�� ���.�9�%������ �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �J�R�G�L�Q�D�P�D�� �X�Q�D�]�D�G�� �Y�R�G�H�ü�L�� �X�]�U�R�N�� �E�R�O�H�V�W�L�� �L�� �V�P�U�W�Q�L�K��
�L�V�K�R�G�D�� �X�� �L�Q�G�X�V�W�U�L�M�V�N�L�� �U�D�]�Y�L�M�H�Q�L�P�� �G�U�å�D�Y�D�P�D�� ���*�L�P�E�Uone i García-Cardeña, 2013; Steinl i Kaufmann, 
2015). Aterosklerotsko formiranje plaka, odnosno zadebljanje zida krvnog suda usled povrede i 
�L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�H���� �J�R�G�L�ã�Q�M�H�� �R�G�Q�H�V�H�� �Q�D�M�Y�L�ã�H�� �å�L�Y�R�W�D�� �Q�D�� �J�O�R�E�D�O�Q�R�P�� �Q�L�Y�R�X�� ���-�R�K�Q�V�R�Q���� �������������� �$�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�D��
�P�R�å�H�� �G�D�� �V�H�� �S�R�M�D�Y�L�� �X�� �U�D�Q�R�P�� �å�L�Y�R�W�Q�R�P�� �G�R�E�X�� �L�� �G�D�� �V�H�� �U�D�]�Y�L�M�D�� �G�X�J�L�� �Q�L�]�� �J�R�G�L�Q�D���� �G�H�F�H�Q�L�M�D�P�D���� �W�L�K�R���� �E�H�]��
ispoljavanja simptoma (Getz i Reardon, 2012; Steinl i Kaufmann, 2015). Upravo disfunkcionalni 
endotel inicira razvoj aterosklerotskih promena u krvnom sudu, koje na kraju dovode do formiranja 
�I�L�E�U�R�P�X�V�N�X�O�D�U�Q�R�J�� �S�O�D�N�D�� �L�� �S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�R�� �G�R�� �V�X�å�D�Y�D�Q�M�D�� �O�X�P�H�Q�D�� �N�U�Y�Q�R�J�� �V�X�G�D���� �X�]�U�R�N�X�M�X�ü�L�� �R�W�H�å�D�Q�� �S�U�R�W�R�N��
krvi i simptome ishemije tkiva (Gimbrone i García-�&�D�U�G�H�x�D���� �������������� �8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �Q�H�V�W�D�E�L�O�Q�R�J�� �S�O�D�N�D����
�Q�M�H�J�R�Y�R�� �S�X�F�D�Q�M�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �S�U�R�F�H�V�H�� �D�J�U�H�J�D�F�L�M�H�� �W�U�R�P�E�R�F�L�W�D�� �L�� �N�R�D�J�X�O�D�F�L�M�X���� �ã�W�R�� �L�Q�G�X�N�X�M�H�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H��
�W�U�R�P�E�D�� �N�R�M�L�� �P�R�å�H�� �G�D�� �G�R�Y�H�G�H�� �G�R�� �N�R�Q�D�þ�Q�L�K�� �L�V�K�R�G�D�� �S�R�S�X�W�� �L�Q�I�D�U�N�W�D�� �P�L�R�N�D�U�G�D���� �F�H�U�H�E�U�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�K��
�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���L���E�R�O�H�V�W�L���S�H�U�L�I�H�U�Q�L�K���N�U�Y�Q�L�K���V�X�G�R�Y�D�����3�R�V�W�R�Q���������������� 

Ateroskl�H�U�R�]�X�� �R�G�O�L�N�X�M�H�� �N�D�V�N�D�G�D�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�D �P�H�ÿ�X�� �N�R�M�L�P�D�� �V�H�� �L�V�W�L�þ�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�D�� �G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�D����
oksidacija holesterola vezanog za lipoproteine male gustine (eng. low density lipoprotein, LDL), 
inflamacija i proliferacija �J�O�D�W�N�L�K���P�L�ã�L�ü�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D����El Hadri i sar., 2022�������1�D�Y�H�G�H�Q�L���G�R�J�D�ÿ�D�M�L���X�W�L�þ�X���Q�D��
�V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�W�V�N�L�K���S�O�D�N�R�Y�D���X���N�U�Y�Q�L�P���V�X�G�R�Y�L�P�D���N�R�M�L�����ã�W�R���V�H���Y�L�ã�H���U�D�]�Y�L�M�D�M�X�����G�D�O�M�H���Y�R�G�H���N�D���V�Y�H��
�R�]�E�L�O�M�Q�L�M�L�P�� �N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�P�� �V�P�H�W�Q�M�D�P�D���� �D�� �Y�U�H�P�H�Q�R�P�� �N�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�L�P�D�� �L�� �N�R�P�S�O�L�N�D�F�L�M�D�P�D�� ���6�W�H�L�Q�O�� �L��
�.�D�X�I�P�D�Q�Q���� �������������� �0�Q�R�J�H�� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�H�� �X�� �S�U�R�F�H�V�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H���± �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H���� �O�L�P�I�R�F�L�W�L����
makrofag�L�����G�H�Q�G�U�L�W�V�N�H���ü�H�O�L�M�H���L���J�O�D�W�N�H���P�L�ã�L�ü�Q�H���ü�H�O�L�M�H���N�U�Y�Q�R�J���V�X�G�D�����=�K�X���L���V�D�U���������������������-�H�G�D�Q���R�G���Y�D�å�Q�L�M�L�K��
uzroka povrede krvnog �V�X�G�D�� �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��LDL u krvi i njihova akumulacija u 
neointimi, u novoformiranom sloju krvnog suda ispod endotelnog jednosloja (slika 1.6). Naime, 
�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�D���� �W�X�U�E�X�O�H�Q�W�D�Q��pro�W�R�N�� �N�U�Y�L�� �L�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�L�� �X�� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�P�X�� �O�L�S�L�G�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R��
�K�L�S�H�U�O�L�S�L�G�H�P�L�M�D���� �S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�R�� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �D�N�X�P�X�O�D�F�L�M�H�� �O�L�S�L�G�D�� �X�� �V�X�E�H�Q�G�R�W�H�O�Q�R�P�� �S�U�R�V�W�R�U�X�� �L�� �G�R��
�L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�L�K���S�U�R�P�H�Q�D���Q�D���Q�L�Y�R�X���H�Q�G�R�W�H�O�D�����=�K�X���L���V�D�U���������������������/�'�/���V�H���S�R�W�R�P���R�N�V�L�G�L�ã�H���G�R���R�N�V�L-LDL, 
�ã�W�R�� �Y�R�G�L�� �N�D�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L�� �H�Q�G�R�W�H�O�D���� �$�N�X�P�X�O�L�U�D�Q�L�� �/�'�/���� �R�V�L�P�� �ã�W�R�� �Q�D�U�X�ã�D�Y�D�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�� �H�Q�G�R�W�H�O�D���� �W�D�N�R�ÿ�H��
�Y�H�]�X�M�H�� �L�� �D�N�X�P�X�O�L�U�D�� �P�D�N�U�R�I�D�J�H���� �'�D�O�M�D�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�D�� �/�'�/�� �V�H�� �G�H�ã�D�Y�D�� �X�V�O�H�G�� �Y�L�V�R�N�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �5�2�6��
�S�R�U�H�N�O�R�P���L�]���J�O�D�W�N�L�K���P�L�ã�L�ü�Q�L�K�����H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���L���L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�L�K���ü�H�O�L�M�D�����1�H�Z�E�\�������������������2�V�L�P���R�N�V�L-LDL, na 
�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�D�� �X�W�L�þ�X�� �L�� �V�Y�L�� �I�D�N�W�R�U�L�� �N�R�M�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�� �R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�L�� �V�W�U�H�V�� �X�� �N�U�Y�Q�R�P�� �V�X�G�X���� �S�R�S�X�W��
�S�R�Y�L�ã�H�Q�R�J�� �N�U�Y�Q�R�J�� �S�U�L�W�L�V�N�D���� �G�L�M�D�E�H�W�H�V�D���� �S�X�ã�H�Q�M�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D i dr. (Jaipersad i sar., 2014; Steinl i 
Kaufmann, 2015������ �2�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�L�� �V�W�U�H�V�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �&�$�0��
poput VCAM-1, ICAM-1, MCP-1, E-selektina, P-selektina i drugih inflamacijskih faktora 
(Jaipersad i sar., 2014; Steinl i Kaufmann, 2015�����N�R�M�L���S�U�L�Y�O�D�þ�H���P�R�Q�R�F�L�W�H���L���O�L�P�I�R�F�L�W�H�����þ�L�P�H���]�D�S�R�þ�L�Q�M�H��
inflamacijski proces (slika 1.6). Naime, posredstvom navedenih CAM se monociti vezuju za 
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H�����1�D�N�R�Q���W�R�J�D�����V�O�H�G�L���Y�D�O�M�D�Q�M�H���P�R�Q�R�F�L�W�D���S�R���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���H�Q�G�R�W�H�O�D�����]�D�X�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H�����S�X�]�D�Q�M�H���L��
na kraju njihova ekstravazacija, odnosno njihov prolazak kroz monosloj endotela (Woollard i 
�*�H�L�V�V�P�D�Q�Q�������������������.�D�G�D���S�U�R�ÿ�X���N�U�R�]���H�Q�G�R�W�H�O�Q�X���E�D�U�L�M�H�U�X���L���P�L�J�U�L�U�D�M�X���X���V�X�E�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L���S�U�R�V�W�R�U�����R�G�Q�R�V�Q�R��
u novonastali sloj neointime, monociti se diferenciraju u makrofage. Makrofagi zatim putem svojih 
receptora vezuju preostale oksi-�/�'�/�����ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�H���P�R�Q�R�F�L�W�D���X���S�H�Q�D�V�W�H���ü�H�O�L�M�H�����2�Y�D�M��
�S�U�R�F�H�V���G�R�G�D�W�Q�R���S�R�M�D�þ�D�Y�D���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���H�Q�G�R�W�H�O�D�����D�O�L���V�H���W�D�N�R�ÿ�H���U�H�J�U�X�W�X�M�X��i �O�H�X�N�R�F�L�W�L���S�R�P�R�ü�X���7�1�)-�.���N�Rga 
makrofagi sekretuju (Steinl i Kaufmann, 2015; Zhu i sar., 2018). Dalje dolazi do rasta i razvoja 
�D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�W�V�N�R�J�� �S�O�D�N�D�� �S�U�H�N�R�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �Q�R�Y�L�K�� �P�R�Q�R�F�L�W�D���� �D�O�L�� �L�� �X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�Q�M�D�� �G�U�X�J�L�K�� �W�L�S�R�Y�D�� �ü�H�O�L�M�D����
�S�R�S�X�W�� �J�O�D�W�N�L�K�� �P�L�ã�L�ü�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�U�Y�Q�R�J�� �V�X�G�D���� �3�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �]�D�S�U�H�P�L�Q�H�� �I�L�E�U�R�P�X�V�N�X�O�D�U�Q�R�J�� �S�O�D�N�D�� �L�]�D�]�L�Y�D��
�O�R�N�D�O�Q�X�� �K�L�S�R�N�V�L�M�X���� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �V�H�� �S�R�N�U�H�ü�H�� �S�U�R�F�H�V�� �Q�H�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�L�]�D�F�L�M�H�� ���V�O�L�N�D 1.6). Sa druge strane, 
inflamacija endotela, osim monocita i drugih �O�H�X�N�R�F�L�W�D���� �W�D�N�R�ÿ�H�� �V�W�L�P�X�O�L�ã�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �L�� �D�N�X�P�X�O�D�F�L�M�X��
�W�U�R�P�E�R�F�L�W�D�� ���6�W�H�L�Q�O�� �L�� �.�D�X�I�P�D�Q�Q���� �������������� �1�D�L�P�H���� �S�U�L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�D���� �W�U�R�P�E�R�F�L�W�L�� �X�� �N�U�Y�L�� �E�L�Y�D�M�X��
�L�]�O�R�å�H�Q�L���Y�:�)���S�R�U�H�N�O�R�P���L�]���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R��njihovog vezivanja z�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�X��
�S�O�D�N�D�� ���3�R�V�W�R�Q���� �������������� �7�U�R�P�E�R�F�L�W�L�� �]�D�N�D�þ�H�Q�L�� �]�D�� �P�H�V�W�R�� �S�R�Y�U�H�G�H�� �N�U�Y�Q�R�J�� �V�X�G�D�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�M�X�� �I�D�N�W�R�U�� �U�D�V�W�D��
poreklom iz trombocita (eng. platelet-derived growth factor, PDGF) koji predstavlja i mitogen i 



 

9 
 

�K�H�P�R�D�W�U�D�N�W�D�Q�W���]�D���J�O�D�W�N�H���P�L�ã�L�ü�Q�H���ü�H�O�L�M�H�����3�R�U�H�G���W�R�J�D���ã�W�R���V�W�L�P�X�O�L�ã�H���G�H�R�E�X�����K�L�S�H�U�S�O�D�]�L�M�X���L���P�L�J�U�D�F�L�M�X���R�Y�L�K��
�ü�H�O�L�M�D�� �Q�D�� �P�H�V�W�R�� �S�R�Y�U�H�G�H���� �3�'�*�)�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �L�Q�G�X�N�X�M�H�� �V�H�N�U�H�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�L�� �X�O�D�]�H�� �X�� �V�D�V�W�D�Y�� �(�&�0��
���1�H�Z�E�\���� �������������� �2�Y�L�P�� �S�U�R�F�H�V�L�P�D�� �V�H�� �I�D�Y�R�U�L�]�X�M�H�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�R�� �Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�R�� �U�H�P�R�G�H�O�R�Y�D�Q�M�H���� �R�G�Q�R�V�Q�R��
nagomilavanje ECM i formiranje aterosklerotskog plaka (Chistiakov i sar., 2015). 

�3�H�Q�D�V�W�H�� �ü�H�O�L�M�H���G�R�G�D�W�Q�R�� �S�R�J�R�U�ã�D�Y�D�M�X�� �V�W�D�Q�M�H�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�W�V�N�R�J�� �S�O�D�N�D�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �ã�W�R�� �V�H�N�U�H�W�X�M�X��
�F�L�W�R�N�L�Q�H�����I�D�N�W�R�U�H���U�D�V�W�D�����5�2�6�����0�0�3���L���G�U�����7�L�P�H���V�H���X�E�U�]�D�Y�D���S�U�R�F�H�V���U�H�P�R�G�H�O�R�Y�D�Q�M�D���W�N�L�Y�D���ã�W�R���Q�H�L�]�E�H�å�Q�R��
�Y�R�G�L���N�D���G�H�V�W�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�L���L���S�X�F�D�Q�M�X���S�O�D�N�D�����'�H���/�H�R�Q���L���V�D�U���������������������3�R�U�H�G���W�R�J�D�����S�H�Q�D�V�W�H���ü�H�O�L�M�H���Y�U�H�P�H�Q�R�P��
�X�O�D�]�H�� �X�� �S�U�R�F�H�V�� �D�S�R�S�W�R�]�H���� �X�� �X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�R�V�W�L�� �S�O�D�N�D�� �V�H�� �Q�D�J�R�P�L�O�D�Y�D�M�X�� �O�L�S�L�G�L�� �L�� �ü�H�O�L�M�V�N�L�� �R�V�W�D�F�L�� �L�� �I�R�U�P�L�U�D�� �V�H��
�Q�H�N�U�R�W�V�N�D���O�L�S�L�G�Q�D���V�U�å�����V�O�L�N�D���������������3�U�L���S�X�F�D�Q�M�X���S�O�D�N�D�����H�O�D�V�W�L�Q�����N�R�O�D�J�H�Q�����W�N�L�Y�Q�L���I�D�N�W�R�U�L���L���G�U�X�J�L��molekuli 
ECM katalizuju proces tromboze (Steinl i Kaufmann, 2015). Krajnja posledica ateroskleroze je 
�I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H�� �W�U�R�P�E�D�� �L�� �]�D�þ�H�S�O�M�H�Q�M�H�� �N�U�Y�Q�R�J�� �V�X�G�D�� ��Gimbrone i García-Cardeña, 2016). Paradoks u 
procesu formiranja tromba predstavlja dvojaka uloga MMP u poodmaklim stadijumima 
�D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H���� �1�D�L�P�H���� �0�0�3�� �Y�U�ã�H�� �S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�X�� �G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�X��komponenti �(�&�0�� �H�Q�G�R�W�H�O�D�� �þ�L�P�H��
�V�W�L�P�X�O�L�ã�X���U�D�V�W���L���P�L�J�U�D�F�L�M�X���J�O�D�W�N�L�K���P�L�ã�L�ü�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����R�G�Q�R�V�Q�R���G�R�S�U�L�Q�R�V�H���G�D�O�M�H�P���U�D�]�Y�R�M�X���S�O�D�N�D�����6�D���G�U�X�J�H��
�V�W�U�D�Q�H���� �X�S�U�D�Y�R�� �G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�D�� �(�&�0�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �G�R�G�D�W�Q�X�� �D�N�X�P�X�O�D�F�L�M�X�� �P�D�N�U�R�I�D�J�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �G�H�E�O�M�D�Q�M�H��
plaka, a samim tim i njegovu destabilizaciju i pucanje (Johnson, 2017). 

 

Slika 1.6. Proces nastanka i razvoja ateroskleroze. ICAM-1 �± �P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�L�� �D�G�K�H�]�L�Y�Q�L�� �P�R�O�H�N�X�O-1; IL �± 
interleukin; LDL �± lipoproteini male gustine; MCP-1 �± protein hemoatraktant za monocite-1; MMP �± 
matriksna metaloproteinaza; ROS �± reaktivne vrste kiseonika; TGF-�E �± �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�ã�X�ü�L�� �I�D�N�W�R�U�� �U�D�V�W�D-�E; 
VCAM-1 �± �P�R�O�H�N�X�O���D�G�K�H�]�L�M�H���Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D-1. Preuzeto iz Wilck i Ludwig (2014). 

 
 

1.2.1. Uloga azot-monoksida u endotelnoj disfunkciji i aterosklerozi 

Smatra se da je u osnovi endotelne disfunkcije gubitak vazoprotektivnog efekta NO usled 
�S�R�M�D�Y�H�� �R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�R�J�� �V�W�U�H�V�D�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �N�R�M�L�� �V�Q�L�å�D�Y�D�� �Q�L�Y�R�� �1�2���� �3�U�R�P�H�Q�H�� �X��stvaranju i 
�E�L�R�U�D�V�S�R�O�R�å�L�Y�R�V�W�L�� �1�2�� �V�H�� �G�R�Y�R�G�H�� �X�� �Y�H�]�X�� �V�D�� �Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�P�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�L�P�D�� �S�R�S�X�W�� �K�L�S�H�U�W�H�Q�]�L�M�H�� �L��
ateroskleroze (Zhao i sar., 2015). Uzroci deficita NO mogu biti njegova transformacija u druge 
oblike i prestanak s�L�Q�W�H�]�H���1�2���X���H�Q�G�R�W�H�O�X�����*�X�E�L�W�D�N���U�D�V�S�R�O�R�å�L�Y�R�J���1�2 je prisutan u inflamaciji gde se 
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�1�2�� �W�U�R�ã�L�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �U�H�D�J�X�M�H�� �V�D�� �5�2�6�� �N�R�M�H�� �Q�D�V�W�D�M�X�� �H�Q�]�L�P�V�N�L�P�� �G�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P��
nikotinamidadenindinukleotid-fosfat (NADPH) oksidaza u stanju oksidativnog stresa. Posebno je 
�Y�D�å�Q�R���U�H�D�J�R�Y�D�Q�M�H���1�2���V�D���V�X�S�H�U�R�N�V�L�G���D�Q�M�R�Q���U�D�G�L�N�D�O�R�P�����22

�”�q�������S�U�L���þ�H�P�X nastaju peroksinitritni anjoni 
(ONOO�í���� �N�R�M�L�� �X�]�U�R�N�X�M�X�� �Q�L�W�U�D�F�L�M�X���� �R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �L�� �6-nitrozilaciju molekula DNK, lipida i 
proteina (Förstermann i Sessa, 2012; Cyr i sar., 2020). Pored toga, efekat ONOO�í se ogleda i u 
�W�R�P�H�� �ã�W�R�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �P�H�G�L�M�D�W�R�U�� �X�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�L�� �/�'�/���� �þ�L�P�H�� �S�R�M�D�þ�D�Y�D�� �S�U�R�D�W�H�U�R�J�H�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �O�L�S�R�S�U�R�W�H�L�Q�D����
Pored toga, ONOO�í �X�þ�H�V�W�Y�X�M�H�� �L�� �X�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�L�� �W�H�W�U�D�K�L�G�U�R�E�L�R�S�W�H�U�L�Q�D�� ���%�+4���� �N�R�M�L�� �M�H�� �Y�D�å�D�Q�� �N�R�I�D�N�W�R�U�� �X��
�V�L�Q�W�H�]�L�� �1�2���� �þ�L�P�H�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �S�U�R�P�H�Q�H�� �X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �H�1�2�6���� �H�Q�]�L�P�D�� �R�G�J�R�Y�R�U�Q�R�J�� �]�D�� �V�L�Q�W�H�]�X�� �1�2�� �X��
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D���� �L�� �S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�Rg razdvajanja na monomere (eng. uncoupling) (Endemann i 
Schiffrin, 2004). Ukoliko se dimer eNOS razdvoji na dva monomera, nastali enzimski monomer 
dobija funkciju slabe NADPH oksidaze, te umesto NO produkuje O2

�”�q���� �7�L�P�H�� �V�H���� �R�V�L�P�� �ã�W�R�� �V�H��
�V�P�D�Q�M�X�M�H�� �V�L�Q�W�H�]�D�� �1�2�� �L�� �Q�M�H�J�R�Y�R�� �S�U�R�W�H�N�W�L�Y�Q�R�� �G�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �X�� �Y�D�V�N�X�O�D�W�X�U�L���� �W�D�N�R�ÿ�H�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �Q�D�N�X�S�O�M�D�M�X��
ROS. Sintetisani O2�”�q �ü�H�� �G�D�O�M�H�� �U�D�]�G�Y�D�M�D�W�L�� �G�L�P�H�U�H�� �H�1�2�6�� �H�Q�]�L�P�D���� �þ�L�P�H�� �V�H�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �S�R�V�S�H�ã�X�M�H��
�L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�D���L���G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�D�����&�\�U���L���V�D�U�������������������X�V�O�H�G���R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�R�J���V�W�U�H�V�D�����ã�W�R���S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�R���Y�R�G�L��
�N�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�� �S�R�M�D�Y�L�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�H�� ���)�|�U�V�W�H�U�P�D�Q�Q�� �L�� �0�•�Q�]�H�O���� ������������ ���V�O�L�N�D��
1.7). 

 
Slika 1.7. �â�H�P�D�W�V�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �X�O�R�J�H endotelne azot-monoksid sintaze, azot-monoksida i reaktivnih vrsta 
kiseonika �X�� �R�þ�X�Y�D�Q�M�X���Q�R�U�P�D�O�Q�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�D, kao i nastanku endotelne disfunkcije. eNOS �± endotelna 
azot-monoksid sintaza; NADPH �± nikotinamidadenindinukleotid-fosfat; NO �± azot-monoksid; ONOO�í �± 
peroksinitrit; O2

�”�q �± superoksid anjon radikal; ROS �± reaktivne vrste kiseonika. Preuzeto uz modifikacije iz 
Dawoud i Malinski (2018). 

 
ROS imaju izuzetnu ulogu u fiziologiji i patofiziologiji endotela. Naime, aktivacija endotela, 

�L�]�P�H�ÿ�X�� �R�V�W�D�O�R�J���� �S�R�G�U�D�]�X�P�H�Y�D�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�D�Q�M�H�� �]�D�ã�W�L�W�Q�L�K�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �1�2�� �L�� �S�U�H�O�D�]�D�N�� �Q�D�� �U�H�G�R�N�V�� �V�L�J�Q�D�O�Q�H��
�S�U�R�F�H�V�H���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �S�R�M�D�þ�D�Q�X�� �V�L�Q�W�H�]�X�� �5�2�6���� �22

�”�q u prisustvu enzima superoksid dismutaze gradi 
vodonik peroksid �N�R�M�L�� �O�D�N�R�� �G�L�I�X�Q�G�X�M�H�� �N�U�R�]�� �ü�H�O�L�M�X�� �L�� �U�H�D�J�X�M�H�� �V�D�� �R�V�W�D�F�L�P�D��cisteina proteina. ROS su 
odgovorne za fosforilaciju transkripcionih faktora, remodelovanje hromatinske strukture, aktivaciju 
�W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�H���� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�� �G�U���� �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �U�H�þ�H�Q�R���� �U�D�]�G�Y�R�M�H�Q�L�� �P�R�Q�R�P�H�U�L�� �H�1�2�6�� �S�R�V�S�H�ã�X�M�X��
sintezu ROS. Aktivacija endotela �L�� �S�U�H�O�D�]�D�N�� �Q�D�� �U�H�G�R�N�V�� �V�L�J�Q�D�O�Q�X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�X��
�S�R�M�D�Y�X�� �X�� �R�G�E�U�D�Q�L�� �R�G�� �S�D�W�R�J�H�Q�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �K�U�R�Q�L�þ�Q�D�� �S�U�R�G�X�N�F�L�M�D�� �5�2�6�� �P�R�å�H�� �G�D�� �S�U�H�P�D�ã�L�� �ü�H�O�L�M�V�N�H��
�D�Q�W�L�R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�H���P�H�K�D�Q�L�]�P�H�����ã�W�R���G�R�S�U�L�Q�R�V�L���N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�R�M���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L��endotela �L���S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�R���Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�P��
�E�R�O�H�V�W�L�P�D���� �â�W�H�W�Q�D�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�D�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �S�R�V�O�H�G�L�F�D�� �S�U�L�U�R�G�H���� �W�U�D�M�D�Q�M�D���� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�D�� �L�O�L��
�N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�H�� �S�U�R�L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�L�K�� �V�W�L�P�X�O�X�V�D���� �K�L�S�R�N�V�L�M�H�� �L�O�L�� �K�U�R�Q�L�þ�Q�L�K�� �R�E�R�O�M�H�Q�M�D�� �S�R�S�X�W�� �G�L�M�D�E�H�W�H�V�D�� �W�L�S�D�� ������
Aktivacija signalnih puteva posredovanih �5�2�6�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �S�R�N�U�H�Q�X�W�D�� �D�N�X�P�X�O�D�F�L�M�R�P�� �/�'�/����
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delovanjem inflamacijskih citokina i faktora rasta, kao i interakcijom endotela sa leukocitima. U 
�V�Y�D�N�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X���� �K�U�R�Q�L�þ�Q�D�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �5�2�6�� �L�� �1�2�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �]�D�þ�D�U�D�Q�L�� �N�U�X�J�� �N�R�M�L�� �Y�R�G�L�� �N�D�� �G�D�O�M�R�M��
�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L�� �H�Q�G�R�W�H�O�D���� �L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�L���� �D�� �P�R�å�H�� �G�D�� �G�R�Y�H�G�H�� �L�� �G�R�� �R�]�E�L�O�M�Q�L�K�� �S�R�V�O�H�G�L�F�D�� �S�R�S�X�W�� �D�W�H�U�R�J�H�Q�H�]�H�� �L��
�N�O�L�Q�L�þ�N�L�K���R�E�R�O�M�H�Q�M�D�����'�H�D�Q�I�L�H�O�G���L���V�D�U����������������. 

�3�R�U�H�G�� �W�R�J�D���� �V�P�D�Q�M�H�Q�L�� �Q�L�Y�R�� �1�2�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �P�R�å�H�� �G�D�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �0�0�3���� �N�R�Q�N�U�H�W�Q�R��
MMP-2 i MMP-������ �8�V�O�H�G�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �R�Y�L�K�� �H�Q�]�L�P�D�� �G�H�J�U�D�G�L�U�Dju se komponente ECM, ali 
�W�D�N�R�ÿ�H�� �L�� �I�L�E�U�R�]�Q�D�� �N�D�S�D�� �X�� �X�]�Q�D�S�U�H�G�R�Y�D�O�R�P�� �V�W�D�G�L�M�X�P�X�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H���� �ã�W�R�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �S�X�F�D�Q�M�H��
�D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�W�V�N�R�J�� �S�O�D�N�D�� ���(�Q�G�H�P�D�Q�Q�� �L�� �6�F�K�L�I�I�U�L�Q���� �������������� �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �U�D�Q�L�M�H�� �Q�D�J�O�D�ã�H�Q�R���� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X��
�Q�H�V�W�D�E�L�O�Q�R�J���S�O�D�N�D�����Q�M�H�J�R�Y�D���U�X�S�W�X�U�D���L���R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�H���X���F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�X���D�N�W�L�Y�L�U�D���S�U�R�F�H�V���D�J�U�H�J�D�F�L�M�H���W�U�R�P�E�R�F�L�W�D��
�L���N�R�D�J�X�O�D�F�L�M�X�����ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R��formiranja tromba, koji �G�R�Y�R�G�L���G�R���]�D�þ�H�S�O�M�H�Q�M�D���N�R�U�R�Q�D�U�Q�L�K���L���F�H�U�H�E�U�D�O�Q�L�K��
krvnih sudova i �P�R�å�H���G�D���L�]�D�]�R�Y�H���L�Q�I�D�U�N�W���P�L�R�N�D�U�G�D���L�O�L���P�R�å�G�D�Q�L���X�G�D�U. 

 

1.2.2. �8�O�R�J�D���þ�Y�U�V�W�L�K���P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�L�K���Y�H�]�D���X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�R�M���G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�L���L���D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�L�� 

�3�R�]�Q�D�W�R�� �M�H�� �G�D�� �V�X�� �Y�H�]�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �S�R�G�O�R�å�Q�H�� �G�L�Q�D�P�L�þ�N�R�P�� �U�H�P�R�G�H�O�R�Y�D�Q�M�X�� �N�D�R��
�R�G�J�R�Y�R�U���Q�D���E�U�R�M�Q�H���V�S�R�O�M�D�ã�Q�M�H���I�D�N�W�R�U�H���L���S�D�W�R�O�R�ã�N�D���V�W�D�Q�M�D�����S�D���W�D�N�R���S�U�R�L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�L���I�D�N�W�R�U�L���N�D�R���ã�W�R���V�X��
trombin, histamin i TNF-�.�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W���� �G�R�N�� �D�Q�W�L�L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�L�� �P�R�O�H�N�X�O�L�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��
sfingozin 1-fosfat (eng. sphingosine 1-phosphate, S1P) i angiopoetin-1 smanjuju propustljivost 
�H�Q�G�R�W�H�O�D�� ���&�H�U�X�W�W�L�� �L�� �5�L�G�O�H�\���� �������������� �-�H�G�D�Q�� �R�G�� �Q�D�M�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�L�K�� �N�R�U�D�N�D�� �X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �M�H��
upravo �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �H�Q�G�R�W�H�O�D do koje dolazi usled promena u ekspresiji, distribuciji, 
�V�W�U�X�N�W�X�U�L���L�O�L���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L���7�-���L�]�P�H�ÿ�X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����%�U�R�M�Q�L���V�W�L�P�X�O�X�V�L�����Q�S�U�����Q�H�X�U�R�W�U�D�Q�V�P�L�W�H�U�L�����F�L�W�R�N�L�Q�L����
�W�R�N�V�L�Q�L���� �O�H�N�R�Y�L���� �Q�D�Q�R�þ�H�V�W�L�F�H���L���G�U������ �L�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�D���V�W�D�Q�M�D�����Q�S�U���� �L�V�K�H�P�L�M�D�����K�L�S�R�N�V�L�M�D���� �N�D�R���L���S�U�L�V�X�V�W�Y�R���5�2�6����
�S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�L�K���H�Q�]�L�P�D���L���G�U�������P�R�J�X���G�D���X�W�L�þ�X���Q�D���L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W���H�Q�G�R�W�H�O�D���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���ã�W�R�������L�����S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X���L�O�L��
smanjuju nivo �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�L�� �X�O�D�]�H�� �X�� �V�D�V�W�D�Y�� �7�-���� ���L�L���� �X�W�L�þ�X�� �Q�D�� �Q�H�S�U�D�Y�L�O�Q�X�� �O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �X��
�V�D�V�W�D�Y�X���7�-�����L�����L�L�L�����I�R�V�I�R�U�L�O�L�ã�X���L�O�L���G�H�I�R�V�I�R�U�L�O�L�ã�X���S�U�R�W�H�L�Q�H���X���V�D�V�W�D�Y�X���7�-�����*�R�Q�]�i�O�H�V-Mariscal i sar., 2008). 
�1�D�U�X�ã�D�Y�D�Q�M�H���Q�R�U�P�D�O�Q�H���D�U�K�L�W�H�N�W�X�U�H���7�-���]�D���S�R�V�O�H�G�L�F�X���L�P�D���S�U�R�P�H�Q�H���X���S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�L���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���E�D�U�L�M�H�U�H����
�V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �W�R�� �G�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J�� �S�U�R�O�D�V�N�D�� �W�H�þ�Q�R�V�W�L���� �P�D�N�U�R�P�R�O�H�N�X�O�D�� �L�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���X���V�X�E�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L���S�U�R�V�W�R�U���L���G�D�O�M�H���X���W�N�L�Y�D�����ã�W�R���]�D���S�R�V�O�H�G�L�F�X���L�P�D���Q�D�U�X�ã�D�Y�D�Q�M�H���Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�H��
homeostaze, i sledstvenog razvoja mnogih va�V�N�X�O�D�U�Q�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L�� �L�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�L�K�� �V�W�D�Q�M�D�� ���&�R�Q�J�� �L�� �.�R�Q�J����
�������������� �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�R���� �S�D�W�R�O�R�ã�N�R�� �V�W�D�Q�M�H�� �N�R�M�H�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�� �R�V�Q�R�Y�L�� �P�Q�R�J�L�K�� �.�9�%�� �M�H��
�D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�D�����N�R�M�D���Q�D�V�W�D�M�H���X�V�O�H�G���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���L���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D���Q�R�U�P�D�O�Q�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�� 

�ý�Y�U�V�W�H�� �P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�H�� �Y�H�]�H�� �L�]�J�U�D�ÿ�H�Q�H�� �R�G�� �W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �S�R�S�X�W�� �=�2-1 i okludina 
�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�X�� �G�D�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�ã�H�� �N�D�R�� �V�Q�D�å�Q�D�� �E�D�U�L�M�H�U�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�H�� �L�� �R�V�W�D�O�L�K�� �W�N�L�Y�D����
�0�H�ÿ�X�W�L�P���� �S�R�Y�U�H�G�D�� �N�U�Y�Q�R�J�� �V�X�G�D�� �Q�D�U�X�ã�D�Y�D�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�� �R�Y�L�K�� �Y�H�]�D���� �ã�W�R�� �G�D�O�M�H�� �Y�R�G�L�� �N�D�� �L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�L�� �W�N�L�Y�D�� �L��
aktivaciji endotela (Fisher, 2008). Naime, bilo kakva promena u normalnoj fiziologiji krvnog suda 
poput akumulacije oksi-�/�'�/�����S�U�L�V�X�V�W�Y�D���S�D�W�R�J�H�Q�D�����R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���N�U�Y�Q�R�J���V�X�G�D���L���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D���X���N�U�R�Y�R�W�R�N�X��
dovodi do aktivacije endotela. To podrazumeva indukciju signalnog puta nukleusnog faktora-��B 
(eng. nuclear factor-kappa B, NF-��B) i sintezu citokina poput TNF-�.���L���0�&�3-�������ã�W�R���S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�R���Y�R�G�L��
�N�D���S�R�Y�H�ü�D�Q�R�M���V�L�Q�W�H�]�L�� �,�&�$�0-1 i VCAM-������ �N�D�R���L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�M�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���L���U�H�G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�L���-�$�0���L���G�U�X�J�L�K��
�D�G�K�H�]�L�Y�Q�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D���� �þ�L�P�H�� �V�H�� �Q�D�U�X�ã�D�Y�D�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�� �7�-�� ���S�U�H�J�O�H�G�Q�L�� �U�D�G�� �6�O�X�L�W�H�U�� �L�� �V�D�U������ ��������������
�.�D�G�K�H�U�L�Q�V�N�H�� �Y�H�]�H�� �V�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �Q�D�U�X�ã�D�Y�D�M�X�� �L�O�L�� �S�R�W�S�X�Q�R raskidaju, kadherini se zatim internalizuju sa 
membrane u citosol, a vremenom u citosolu i degradiraju. Posledica ovih usko povezanih procesa je 
�S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�D�� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �W�U�D�Q�V�H�Q�G�R�W�H�O�Q�D�� �P�L�J�U�D�F�L�M�D�� �P�R�Q�R�F�L�W�D�� ���S�U�H�J�O�H�G�Q�L�� �U�D�G��
�6�O�X�L�W�H�U�� �L�� �V�D�U������ �������������� �ã�W�R�� �G�D�O�M�H�� �L�Q�L�F�L�U�D�� �N�D�V�N�D�G�X�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�D�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �G�H�W�D�O�M�Q�R�� �R�S�L�V�D�Q�D�� �X 
poglavlju 1.2. 
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1.2.3. �8�O�R�J�D���ü�H�O�L�M�V�N�L�K���D�G�K�H�]�L�Y�Q�L�K���P�R�O�H�N�X�O�D���X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�R�M���G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�L���L���D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�L 

�8�� �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�P�� �R�G�J�R�Y�R�U�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�D�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X��se plejotropni transkripcioni faktori koji 
�S�R�N�U�H�ü�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �J�H�Q�D�� �N�R�M�L�� �N�R�G�L�U�D�M�X�� �U�D�]�Q�H�� �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H�� �H�I�H�N�W�R�U�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �S�R�S�X�W��
prokoa�J�X�O�D�F�L�M�V�N�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X VCAM-1, ICAM-1 i E-selektin (Gimbrone i García-
Cardeña, 2016). Pored toga, ROS �V�H�� �V�Y�H�� �Y�L�ã�H�� �Q�D�N�X�S�O�M�D�M�X�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D���� �ã�W�R�� �G�R�G�D�W�Q�R��
�S�R�V�S�H�ã�X�M�H�� �K�H�P�R�D�W�U�D�N�F�L�M�X�� �L�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �S�X�W�H�P�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�M�D�� �0�&�3-1, ICAM-1 i VCAM-1 (Endemann i 
Schiffrin, 2004). Navedeni proteini zajedno indukuju lokalni proinflamacijski fenotip endotela. 

VCAM-���� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �N�O�M�X�þ�Q�L�� �H�O�H�P�H�Q�W�� �S�R�P�R�ü�X�� �N�R�Ja vaskularni endotel reaguje na 
�L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�X�� �L�� �G�L�V�E�D�O�D�Q�V���� �ã�W�R�� �S�U�H�W�K�R�G�L�� �S�U�R�F�H�V�X�� �D�W�H�U�R�J�H�Q�H�]�H���� �1�D�L�P�H���� �9�&�$�0-1 selektivno vezuje 
�O�L�P�I�R�F�L�W�H�� �L�� �P�R�Q�R�F�L�W�H�� �]�E�R�J�� �W�R�J�D�� �ã�W�R�� �R�Q�L�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�M�X�� �Q�M�H�P�X�� �N�R�P�S�D�W�L�E�L�O�Q�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�� �D�Q�W�L�J�H�Q-4. 
Ekspresija VCAM-���� �M�H�� �L�Q�G�X�N�R�Y�D�Q�D�� �X�S�U�D�Y�R�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �X�V�O�H�G�� �Q�D�U�X�ã�D�Y�D�Q�M�D�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D��
�H�Q�G�R�W�H�O�D���� �ã�W�R�� �S�U�H�W�K�R�G�L�� �U�D�Q�R�P�� �U�H�J�U�X�W�R�Y�D�Q�M�X�� �P�R�Q�R�F�L�W�D�� �X�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�X�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�W�V�N�L�K�� �O�H�]�L�M�D���� �3�U�R�V�W�R�U�Q�D��
�H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �R�Y�R�J�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�N�D�]�X�M�H���Q�D�� �W�R�� �G�D�� �M�H�� �Q�D�M�Y�L�ã�H�� �O�R�N�D�O�L�]�R�Y�D�Q��u regionima vaskularnog sistema 
�Q�D�M�S�R�G�O�R�å�Q�L�M�Lm formiranju lezija (Gimbrone i García-Cardeña, 2016). ICAM-���� �W�D�N�R�ÿ�H�� �X�þ�H�V�W�Y�X�M�H�� �X��
�D�G�K�H�]�L�M�L���P�R�Q�R�F�L�W�D���W�D�N�R���ã�W�R���Y�H�]�X�M�H �������L�Q�W�H�J�U�L�Q���R�Y�L�K���ü�H�O�L�M�D�����1�H�Z�E�\�������������������.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L�K 
molekula VCAM-1 i ICAM-1 �X�� �S�O�D�]�P�L�� �M�H�� �X�� �N�R�O�H�U�D�F�L�M�L�� �V�D�� �V�W�D�G�L�M�X�P�R�P�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R��
�N�D�V�Q�L�M�H�� �V�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�R�P�� �O�H�]�L�M�D�� �N�R�G�� �S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D�� �V�D�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�R�P�� ��Newby, 2000; Gimbrone i García-
Cardeña, 2016). PECAM-���� �W�D�N�R�ÿ�H�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�L�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�X�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�]�� �N�U�Y�L�� �L�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�X�� �S�O�D�N�D�� ���)�L�V�K�H�U����
2008). Pored navedenih molekula adhezije, L-, P- i E-�V�H�O�H�N�W�L�Q�L�� �L�� �O�H�N�W�L�Q�L�� �&�� �W�L�S�D�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �X�þ�H�V�W�Y�X�M�X�� �X��
�S�U�L�Y�O�D�þ�H�Q�M�X���� �D�G�K�H�]�L�M�L�� �L�� �N�R�W�U�O�M�D�Q�M�X�� �P�R�Q�R�F�L�W�D���� �ã�W�R�� �S�U�H�W�K�R�G�L�� �W�U�D�Q�V�H�Q�G�R�W�H�O�Q�R�M�� �P�L�J�U�D�F�L�M�L�� �R�Y�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �X��
�V�X�E�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L���S�U�R�V�W�R�U�����ý�H�M�N�R�Y�i���L���V�D�U������������������ 

�6�Y�L���Q�D�Y�H�G�H�Q�L�� �D�V�S�H�N�W�L���R�G�J�R�Y�R�U�D���G�L�V�I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�R�J���H�Q�G�R�W�H�O�D���Q�D���K�U�R�Q�L�þ�Q�X inflamaciju vode ka 
�]�D�G�H�E�O�M�D�Q�M�X�� �L�Q�W�L�P�H���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�X�� �Q�H�R�L�Q�W�L�P�H���� �ã�W�R�� �M�H�� �M�R�ã�� �M�H�G�D�Q�� �R�G�� �N�O�M�X�þ�Q�L�K�� �N�R�U�D�N�D�� �X�� �Q�D�V�W�D�Q�N�X��
aterosklerotskih promena u krvnom sudu (Newby, 2000; Clowes, 2006).  

 

1.2.4. Angiogeneza u aterosklerozi 

�3�U�H�N�R�P�H�U�Q�D���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�D���V�H���M�D�Y�O�M�D���X���P�Q�R�J�L�P���S�D�W�R�O�R�ã�N�L�P���V�W�D�Q�M�L�P�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���U�D�V�W�����S�U�R�J�U�H�V�L�M�D��
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., 2003�����/�H�H���L���V�D�U���������������������ã�L�U�H�Q�M�D���D�G�L�S�R�]�Q�R�J���W�N�L�Y�D���L���Q�D�V�W�D�Q�N�D��
gojaznosti (Rutkowski i sar., 2009; Lemoine i sar., 2013) i dr. Sa druge strane, neadekvatan rast ili 
�R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D�� �N�U�Y�Q�L�K�� �V�X�G�R�Y�D�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �U�D�Q�D�� �N�R�M�H�� �W�H�ã�N�R�� �]�D�U�D�V�W�D�M�X�� �L��
�L�V�K�H�P�L�M�V�N�L�K���E�R�O�H�V�W�L���S�R�S�X�W���L�Q�I�D�U�N�W�D���P�L�R�N�D�U�G�D���L���P�R�å�G�D�Q�R�J���X�G�D�U�D�����.�R�W�O�L�Q�R�Z�V�N�L���L���-�R�]�N�R�Z�L�F�]���������������� 

�8�� �N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�R�P�� �V�L�V�W�H�P�X�� �Q�D�V�W�D�Q�D�N�� �Q�R�Y�L�K�� �N�U�Y�Q�L�K�� �V�X�G�R�Y�D�� �L�P�D�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�H�V�W�H�Q�R�]�L��
�Q�D�N�R�Q���D�Q�J�L�R�S�O�D�V�W�L�þ�Q�R�J���]�D�K�Y�D�W�D�����L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�L���X���D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�W�V�N�L�P���S�O�D�N�R�Y�L�P�D���L���K�L�S�H�U�W�U�R�I�L�M�L���O�H�Y�H���N�R�P�R�U�H��
�X�V�O�H�G�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R�J�� �R�S�W�H�U�H�ü�H�Q�M�D�� ���6�L�P�R�Q�V���� �������������� �6�P�D�W�U�D�� �V�H�� �G�D�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�D�� �X�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�W�V�N�R�P��
plaku ima veliku ulogu u samom nastanku plaka, krvarenju unutar plaka, njegovoj destabilizaciji i, 
�X�� �N�U�D�M�Q�M�H�P�� �V�O�X�þ�D�M�X���� �W�U�R�P�E�R�H�P�E�R�O�L�M�V�N�L�P�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�L�P�D�� ���0�R�U�H�Q�R�� �L�� �V�D�U������ ������������ �3�D�U�P�D�� �L�� �V�D�U������ �������������� �7�H��
�V�X�P�Q�M�H���V�X���S�R�W�Y�U�G�L�O�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���Q�D���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D�����6�W�X�G�L�M�H���Q�D���P�L�ã�H�Y�L�P�D���V�X���X�N�D�]�D�O�H���Q�D��
�W�R�� �G�D�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�D�� �P�R�å�H�� �G�D�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�X���� �7�D�N�R�ÿ�H�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �G�D�� �9�(�*�)�� �V�W�L�P�X�O�L�ã�H��
�D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�X���N�R�G���P�L�ã�H�Y�D���L���]�H�þ�H�Y�D�����G�R�N���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�L���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H���X�V�S�R�U�D�Y�D�M�X���U�D�]�Y�R�M���S�O�D�N�D���N�R�G���P�L�ã�H�Y�D���L��
svinja (pregledni radovi Khurana i sar., 2005; �&�D�P�D�U�p���L���V�D�U���������������������8���S�U�L�O�R�J���W�R�P�H���L�G�H���L���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D���G�D��
u aterosklerotskom plaku dolazi do lokalne hipoksije usled inflamacije i zadebljanja intime. 
�+�L�S�R�N�V�L�M�D�� �L�� �L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�D�� �V�W�L�P�X�O�L�ã�X�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X�� �L�]��vasa vasorum koji se nalaze u tunica adventitia, 
�þ�L�P�H���V�H���S�O�D�N���R�S�V�N�U�E�O�M�X�M�H���K�U�D�Q�O�M�L�Y�L�P���P�D�W�H�U�L�M�D�P�D��i kiseonikom, i posledi�þ�Q�R dalje razvija (pregledni 
�U�D�G���&�D�P�D�U�p���L���V�D�U���������������������0�R�U�H�Q�R���L���V�D�U�D�G�Q�L�F�L�����������������V�X���X���V�Y�R�P���S�U�H�J�O�H�G�Q�R�P���U�D�G�X���L�]�Y�H�O�L���]�D�N�O�M�X�þ�D�N���G�D��
�V�H�� �Q�H�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�L�]�D�F�L�M�D�� �L�Q�W�L�P�H�� �Y�H�R�P�D�� �U�H�W�N�R�� �G�H�ã�D�Y�D�� �E�H�]�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�J�� �S�U�L�V�X�V�W�Y�D�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H���� �ã�W�R��
�X�N�D�]�X�M�H���Q�D���W�R���G�D���V�H���D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�W�V�N�H���S�U�R�P�H�Q�H���S�U�Y�H���M�D�Y�O�M�D�M�X���L���G�D���R�Q�H���]�D�W�L�P���S�R�N�U�H�ü�X���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X�����,�S�D�N����
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�D�X�W�R�U�L���V�X���Q�D�Y�H�O�L���G�D���M�H���V�W�X�G�L�M�D���Q�D���V�Y�L�Q�M�D�P�D���S�R�N�D�]�D�O�D���G�D���M�H���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���Q�R�Y�L�K���N�U�Y�Q�L�K���V�X�G�R�Y�D���]�D�S�R�þ�H�O�R���S�U�H��
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�H���� �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �W�R�� �G�D�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�D�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �P�R�å�H�� �G�D�� �L�P�D�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X��
�U�D�Q�R�P���V�W�D�G�L�M�X�P�X���D�W�H�U�R�J�H�Q�H�]�H�����1�D�V�X�S�U�R�W���W�R�P�H�����V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���Q�R�Y�L�K���N�U�Y�Q�L�K���V�X�G�R�Y�D���P�R�å�H���G�D���G�R�Y�H�G�H���L���G�R��
�U�H�J�U�H�V�L�M�H���S�O�D�N�D���]�E�R�J���R�G�Q�R�ã�H�Q�M�D���O�L�S�R�S�U�R�W�H�L�Q�D���L�]���L�Q�W�L�P�H���X���N�U�Y�R�W�R�N�����0�R�U�H�Q�R���L���V�D�U�������������������� 

�8�]�U�R�þ�Q�R-�S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�L�� �R�G�Q�R�V�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H�� �L�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H�� �M�H�� �X�� �Y�H�ü�H�P�� �E�U�R�M�X�� �V�W�X�G�L�M�D��
�L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�� �Q�D�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�P��modelima, dok je broj studija koje opisuju ove procese u organizmu 
�þ�R�Y�H�N�D���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�� �6�P�D�W�U�D���V�H���G�D���X���D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�L���N�R�G���O�M�X�G�L���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�D���S�R�W�L�þ�H���L�]��tunica adventitia i 
�G�D���M�H���R�N�L�G�D�þ���]�D���W�R���J�U�D�G�L�M�H�Q�W���9�(�*�)�����P�D�G�D���M�H���X�R�þ�H�Q�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D���G�R���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H���G�R�O�D�]�L���L���V�D���V�W�U�D�Q�H��
lumena krvnog suda (Parma i sar., 2017). Upravo zbog toga je angiogeneza iz vasa vasorum 
�L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�D�� �X�� �W�H�U�D�S�H�X�W�V�N�H�� �V�Y�U�K�H���� �1�D�L�P�H���� �Q�D�� �P�L�ã�H�Y�L�P�D�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �G�D�� �D�Q�W�L�S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�V�N�L�� �L��
�D�Q�W�L�L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�L�� �O�H�N�R�Y�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�X�M�X�� �Q�H�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�L�]�D�F�L�M�X��vasa vasorum i usporavaju 
�Q�D�S�U�H�G�R�Y�D�Q�M�H�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�W�V�N�L�K�� �O�H�]�L�M�D�� ���/�D�Q�J�K�H�L�Q�U�L�F�K�� �L�� �V�D�U������ �������������� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �]�D�N�O�M�X�þ�F�L�P�D�� �3�D�U�P�D�� �L��
�V�D�U�D�G�Q�L�N�D�����������������Q�H���L�G�H���X���S�U�L�O�R�J���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D���G�D���M�H���Q�H�N�R�O�L�N�R���N�O�L�Q�L�þ�N�L�K���V�W�X�G�L�M�D���S�R�N�D�]�D�O�R���G�D���9�(�*�)�����N�D�G�D��
�V�H�� �S�U�L�P�H�Q�L�� �X�� �V�Y�U�K�X�� �O�H�þ�H�Q�M�D�� �L�V�K�H�P�L�M�V�N�H�� �E�R�O�H�V�W�L�� �V�U�F�D�� �L�� �E�R�O�H�V�W�L�� �S�H�U�L�I�H�U�Q�L�K�� �D�U�W�H�U�L�M�D���� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�D�V�Y�L�P��
bezbedan terapijski pristup bez ikakvih indikacija da �S�R�N�U�H�ü�H �L�O�L�� �S�R�V�S�H�ã�X�M�H��razvoj ateroskleroze 
(pregledni rad Khurana i sar., 2005). 

�3�R�U�H�G���G�R���V�D�G�D���R�S�L�V�D�Q�L�K���N�O�D�V�L�þ�Q�L�K���S�U�R�D�Q�J�L�R�J�H�Q�L�K���L���D�Q�W�L�D�Q�J�L�R�J�H�Q�L�K���I�D�N�W�R�U�D�����S�R�V�O�H�G�Q�M�L�K���J�R�G�L�Q�D��
�V�H���S�R�M�D�Y�L�O�D���L�G�H�M�D���G�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���K�H�P�L�N�D�O�L�M�H���L�]���U�D�G�Q�R�J���L���å�L�Y�R�W�Q�R�J���R�N�U�X�å�H�Q�M�D���P�R�J�X���G�D���X�W�L�þ�X���Q�D���Q�D�V�W�D�Q�D�N���L��
razvoj �Q�R�Y�L�K�� �N�U�Y�Q�L�K�� �V�X�G�R�Y�D���� �þ�L�P�H�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�H�� �E�U�R�M�Q�L�P�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�L�P�� �V�W�D�Q�M�L�P�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�P�� �V�D��
neovaskularizacijom. Tako je pokazano da nikotin, arsen, bisfenol A, dioksin, trimetiltin-hlorid, 
�S�H�U�I�O�X�R�U�R�R�N�W�D�Q�V�X�O�I�R�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D���L���G�U�X�J�H���K�H�P�L�N�D�O�L�M�H�����S�U�H�J�O�H�G�Q�L���U�D�G���+�X���L���V�D�U���������������������W�R�N�V�L�þ�Q�L���P�H�W�D�O�L��
�S�R�S�X�W�� �N�D�G�P�L�M�X�P�D�� ���:�H�L�� �L�� �V�D�U������ ������������ �L�� �R�O�R�Y�D�� ���0�D�F�K�R��-Grecka i sar., 2022), agonisti 
arilhidrokarbonskog receptora (Tsai i sar., 2015) i polihlorovani bifenili (Kalkunte i sar., 2017) 
�P�R�J�X���G�D���V�W�L�P�X�O�L�ã�X���L�O�L���L�Q�K�L�E�L�ã�X���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X�����,�D�N�R���M�H���P�Q�R�J�R���W�U�X�G�D���X�O�R�å�H�Q�R���X���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H��
u kontekstu ateroskleroze, kako u �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�P���P�R�G�H�O�L�P�D�����W�D�N�R���L���X���N�O�L�Q�L�þ�N�L�P���V�W�X�G�L�M�D�P�D�����R�þ�L�J�O�H�G�Q�D���M�H��
potreba za novim studijama. Pre svega, za sada se ne zna mnogo o efektima dugotrajnog izlaganja 
�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �K�H�P�L�N�D�O�L�M�D�P�D�� �L�]�� �U�D�G�Q�R�J�� �L�� �å�L�Y�R�W�Q�R�J�� �R�N�U�X�å�H�Q�M�D�� �Q�D�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X�� �X�� �X�V�O�R�Y�L�P�D��in vitro, te se 
�X�R�þ�D�Y�D�� �M�D�V�Q�D�� �S�R�W�U�H�E�D�� �]�D�� �Q�R�Y�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �L�V�S�L�W�D�R�� �X�W�L�F�D�M�� �R�Y�D�N�Y�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �Q�D��
�V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W���I�R�U�P�L�U�D�Q�M�D���Q�R�Y�L�K���N�U�Y�Q�L�K���V�X�G�R�Y�D���ã�W�R���P�R�å�H���L�P�D�W�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H���S�R�V�O�H�G�L�F�H�� 

 

1.3. �6�L�J�Q�D�O�Q�L���P�H�K�D�Q�L�]�P�L���X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D 

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

Akt (protein kinaza B, PKB) i fosfatidilinozitol 3-kinaza (eng. phosphatidylinositol 3-
kinase�����3�,���.�����V�X���N�O�M�X�þ�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�L���N�R�M�L���þ�L�Q�H���W�]�Y�����3�,���./�$�N�W���V�L�J�Q�D�O�Q�L���S�X�W�����L�O�L���N�U�D�ü�H���$�N�W���V�L�J�Q�D�O�Q�L���S�X�W�����$�N�W��
�V�L�J�Q�D�O�Q�D�� �N�D�V�N�D�G�D�� �V�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �S�U�H�N�R�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �V�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�ã�ü�X�� �W�L�U�R�]�L�Q�� �N�L�Q�D�]�H�� ���H�Q�J����receptor tyrosine 
kinase, RTK), integrina, TCR i BCR (receptora B i T limfocita), citokinskih receptora i drugih 
receptora spregnutih sa proteinom G (eng. G protein-coupled receptors, GPCR) i dr. (Haynes i sar., 
2000; Hwang i sar., 2011; Hemmings i Restuccia, 2012). Vezivanje liganda �]�D�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H��
�U�H�F�H�S�W�R�U�H���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���ü�H�O�L�M�H���G�R�Y�R�G�L���G�R���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H tirozinskih ostataka samih receptora ili njihovih 
supstrata, �]�D�� �N�R�M�H�� �Ä�S�U�L�V�W�D�M�H�³ PI3K �]�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L��SH2 domenima (eng. Src Homolog 2) regulatorne 
subjedinice p85. Aktivacijom �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�J�� �G�R�P�H�Q�D��p110, PI3K prevodi fosfatidilinozitol (3,4)-
bifosfat (eng. phosphatidylinositol (3,4)-bisphosphate, PIP2) u fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat 
(eng. phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate, PIP3), koji regrutuje serin/treonin kinazu Akt/PKB 
u membranu gde je fosforil�L�ã�H kinaza zavisna od fosfoinozitida (eng. phosphoinositide-dependent 
kinase-1, PDK-1) (Hemmings i Restuccia, 2012). �$�N�W���V�H���I�R�V�I�R�U�L�O�L�ã�H���Q�D���G�Y�D���N�O�M�X�þ�Q�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�D��
ostatka: Thr308 u tzv. T-�S�H�W�O�M�L�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�J�� �F�H�Q�W�U�D�� �L�� �6�H�U�������� �X�� �K�L�G�U�R�I�R�E�Q�R�P�� �G�H�O�X na C kraju. Za 
maksimalnu aktivaciju kinaze Akt neophodna je fosforilacija oba ostatka (Manning i Toker, 2017). 
Ovako aktivirana Akt z�D�W�L�P�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�ã�H�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� �������� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �ü�H�O�L�M�D�P�D���� �W�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q��
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�D�N�W�L�Y�L�U�D���E�U�R�M�Q�H���Q�L�V�K�R�G�Q�H���ü�H�O�L�M�V�N�H���R�G�J�R�Y�R�U�H�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H�����D�S�R�S�W�R�]�X�����U�D�V�W���L���S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X��
�ü�H�O�L�M�D���� �D�G�K�H�]�L�M�X�� �L�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �ü�H�O�L�M�D���� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X���� �N�D�R�� �L�� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P���� �2�Y�D�M�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�� �S�X�W�� �M�H�� �Y�L�V�R�N�R��
�N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q���X���V�Y�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D���Y�L�ã�L�K eukariota (Morello i sar., 2008). 

�6�L�V�D�U�V�N�H���ü�H�O�L�M�H���N�D�U�D�N�W�H�U�L�ã�H���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���W�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H��izoforme Akt: Akt1, Akt2 i Akt3, kodirane 
�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���J�H�Q�L�P�D�����=�D��izoforme �$�N�W���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���V�X���I�X�Q�N�F�L�M�V�N�D���S�U�H�N�O�D�S�D�Q�M�D�����M�H�U���G�H�O�H�F�L�M�H���R�E�D gena Akt1 i 
Akt2 �N�R�G���P�L�ã�H�Y�D���G�R�Y�R�G�H���G�R���R�]�E�L�O�M�Q�R�J���]�D�V�W�R�M�D���U�D�V�W�D���L���G�R���Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�L�K���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���X���U�D�]�Y�R�M�X, koja dovode 
do perinatalnog letaliteta (Peng i sar., 2003). Eksperimentima na �P�L�ã�H�Y�L�P�D���N�R�G���N�R�M�L�K���M�H���J�H�Q�H�W�L�þ�N�R�P 
�P�D�Q�L�S�X�O�D�F�L�M�R�P���X�N�O�R�Q�M�H�Q���J�H�Q���N�R�M�L���N�R�G�L�U�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�X���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�X���L�]�R�I�R�U�P�X���$�N�W (eng. Akt1, Akt2 i Akt3 
null mice) �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �R�Y�H�� �L�]�R�I�R�U�P�H�� �L�P�D�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H�� �X�O�R�J�H�� �L���L�O�L�� �V�X�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�H�� �X��
�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���W�L�S�R�Y�L�P�D���ü�H�O�L�M�D�����6�R�P�D�Q�D�W�K���L���V�D�U������������������ Signalizacija preko �$�N�W���X���ü�H�O�L�M�D�P�D���M�H���U�H�J�X�O�L�V�D�Q�D��
�S�U�H�N�R���Y�H�ü�H�J���E�U�R�M�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D���N�R�M�L���þ�H�V�W�R���S�R�G�U�D�]�X�P�H�Y�D�M�X���L���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�����H�Q�J����cross-talk) sa 
drugim signalnim putevima (pregledni rad Manning i Toker, 2017). Deregulacija signalnog puta 
PI3K/�$�N�W�� �V�H�� �G�R�Y�R�G�L�� �X�� �Y�H�]�X�� �V�D�� �þ�L�W�D�Y�L�P�� �Q�L�]�R�P�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�L�K�� �V�W�D�Q�M�D�� �L�� �E�R�O�H�V�W�L�� �N�R�G�� �O�M�X�G�L���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L��
kancer, dijabetes, KVB, autoimunsk�D���L���Q�H�X�U�R�O�R�ã�N�D���R�E�R�O�M�H�Q�M�D�����S�U�H�J�O�H�G�Q�L���U�D�G���0�D�Q�Q�L�Q�J���L���7�R�N�H�U���������������� 

 
Slika 1.8. �âematski prikaz signalnog puta fosfatidilinozitol 3-kinaze �± protein kinaze B/Akt. Akt �± protein 
kinaza B; BCR �± receptor B limfocita; GABAAR �± receptor za ��-aminobutirat, tip A; GPCR �± receptor 
spregnut sa proteinom G; PDK1 �± kinaza zavisna od fosfoinozitida; PIP2 �± fosfatidilinozitol (3,4)-bifosfat; 
PIP3 �± fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat; PI3K �± fosfatidilinozitol 3-kinaza; RTK �± �U�H�F�H�S�W�R�U�� �V�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�ã�ü�X��
tirozin kinaze; TNF-�. �± faktor nekroze tumora �.; VEGF �± vaskularni endotelni faktor rasta. Preuzeto iz 
Hemmings i Restuccia (2012). 
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�.�D�G�D���V�X���X���S�L�W�D�Q�M�X���.�9�%���L���Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�H���S�D�W�R�O�R�J�L�M�H�����E�U�R�M�Q�L���G�R�N�D�]�L���X�N�D�]�X�M�X���Q�D���Y�D�å�Q�X���X�O�R�J�X���N�R�M�X��
�V�L�J�Q�D�O�Q�L���S�X�W���$�N�W���L�P�D���X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D�����Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�P���J�O�D�W�N�L�P���P�L�ã�L�ü�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D���L���P�D�N�U�R�I�D�J�L�P�D����
�$�N�W���� �M�H�� �Q�D�M�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�D�� �L�� �Q�D�M�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�M�D�� �L�]�R�I�R�U�P�D�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D���� �3�R�]�Q�D�W�R�� �M�H�� �G�D�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D��
A�N�W�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �]�D�S�R�þ�L�Q�M�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P�� �3�,���.�� �Q�L�]�Y�R�G�Q�R�� �R�G�� �Y�H�ü�H�J�� �E�U�R�M�D�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �Q�D��
�S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �*�3�&�5�� ���Q�S�U���� �K�H�P�R�N�L�Q�V�N�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�L������ �5�7�.�� ���Q�S�U���� �L�Q�V�X�O�L�Q�V�N�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�� �L��
receptor za VEGF), integrini i citokinski receptori (npr. receptor za TNF-�.�������V�O�L�N�D������������ 

�3�R�U�H�G�� �X�þ�H�ã�ü�D�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L��kaskade Akt, ovaj signalni put se u 
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �S�R�P�R�ü�X��drugih stimulusa �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �3�'�*�)���� �(�*�)���� �E�D�]�Q�L�� �I�D�N�W�R�U�� �U�D�V�W�D��
fibroblasta (eng. basic fibroblast growth factor���� �E�)�*�)������ �6���3���� �I�D�N�W�R�U�� �U�D�V�W�D�� �V�O�L�þ�D�Q�� �L�Q�V�X�O�L�Q�X-1 (eng. 
insulin-like growth factor, IGF-1) ili hemodinamske sile krvotoka (Morello i sar., 2008������ �9�H�ü�L�Q�D��
ovih liganada �V�H���Y�H�]�X�M�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���U�H�F�H�S�W�R�U���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L��endotelne �ü�H�O�L�M�H�����Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���*�3�&�5���L�O�L���5�7�.������
dok hemodinamske promene detektuju mehanosenzorni receptori poput PECAM1, VEGFR2, PAR1 
(eng. proteinase-activated receptor 1, F2R), kadherina, integrina, laminina, jonskih kanala i dr. 
(Loufrani i sar., 2008; Béguin i sar., 2020). Dodatno�����Q�H�N�L���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�L���I�R�V�I�D�W�D�]�D���W�D�N�R�ÿ�H���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X���$�N�W��
(Alessi i sar., 1996), dok ROS aktiviraju Akt preko angiotenzina II (Ushio-Fukai i sar., 1999). Ovi 
�I�D�N�W�R�U�L���U�H�J�X�O�L�ã�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���$�N�W���S�U�H�N�R���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�R�Q�L�K���L�O�L���S�R�V�W�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�R�Q�L�K���P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�����3�R�]�Q�D�W�R���M�H���G�D��
�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �$�N�W���� �S�U�H�N�R�� �9�(�*�)�� �V�W�L�P�X�O�L�ã�H�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X���� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �L�� �S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D��
���&�K�H�Q�� �L�� �V�D�U������ �������������� �2�Y�D�� �]�D�S�D�å�D�Q�M�D�� �V�X�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�D�� �S�R�G�D�W�N�R�P�� �G�D�� �M�H�� �H�1�2�6���� �N�R�M�L�� �M�H�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�Q�� �]�D��
�N�R�Q�W�U�R�O�X���Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�R�J���W�R�Q�D�����V�X�S�V�W�U�D�W���]�D���$�N�W�����X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D�����/�H�H���L���V�D�U��������������a�������$�N�W���U�H�J�X�O�L�ã�H��
�D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �H�1�2�6�� �S�U�H�N�R�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H�� �R�V�W�D�W�N�D�� �6�H�U������������ �ã�W�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R���S�R�Y�H�ü�D�Qog stvaranja NO i 
�S�R�V�O�H�G�L�þ�Qe �U�H�O�D�N�V�D�F�L�M�H���J�O�D�W�N�L�K���P�L�ã�L�ü�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����Y�D�]�R�G�L�O�D�W�D�F�L�Me �L���V�Q�L�å�D�Y�D�Q�Ma krvnog pritiska. Ekspresija 
�D�N�W�L�Y�Q�R�J�� �D�O�H�O�D�� �$�N�W���� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �V�S�U�H�þ�D�Y�D�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H�� �O�H�]�L�M�D�� �X�� �Q�H�R�L�Q�W�L�P�L�� �Q�D�N�R�Q�� �S�R�Y�U�H�G�H��
�D�U�W�H�U�L�M�V�N�R�J�� �N�U�Y�Q�R�J�� �V�X�G�D�� ���0�X�N�D�L�� �L�� �V�D�U������ ������������ �L�� �L�Q�G�X�N�X�M�H�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�X�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X�� �X�]�� �L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R��
�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�H�� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� ���3�K�X�Q�J�� �L�� �V�D�U������ �������������� �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �U�D�Q�L�M�H�� �Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�R����
�D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�D�� �M�H�� �R�G�� �L�]�X�]�H�W�Q�H�� �Y�D�å�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�H�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H�� �S�U�R�F�H�V�H���� �S�D�� �W�D�N�R�� �L�P�D�� �X�O�R�J�X�� �W�R�N�R�P��
�H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�R�J���U�D�]�Y�R�M�D���L���U�H�P�R�G�H�O�R�Y�D�Q�M�D���W�N�L�Y�D�����D�O�L���M�H���L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R���R�G���]�Q�D�þ�D�M�D���L���X���S�D�W�R�O�R�ã�N�L�P���V�W�D�Q�M�L�P�D��
�S�R�S�X�W���U�D�]�Y�R�M�D���W�X�P�R�U�D�����=�D���ü�H�O�L�M�H���W�X�P�R�U�D���M�H���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�R���G�D���U�D�V�W�X���L���S�U�R�O�L�I�H�U�L�ã�X���X���X�V�O�R�Y�L�P�D���V�P�D�Q�M�H�Q�H��
dostupnosti kiseonika i hranljivih materija, pa je stvaranje novih krvnih sudova od esencijalne 
�Y�D�å�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �G�D�O�M�X�� �S�U�R�J�U�H�V�L�M�X�� �W�X�P�R�U�D����Signalizacija preko proteina �$�N�W�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �L�P�D��
�Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �S�U�R�F�H�V�X�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H���� �$�N�W�� �V�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �S�R�G�� �G�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P�� �9�(�*�)���� �ã�W�R�� �]�D�� �S�R�V�O�H�G�L�F�X�� �L�P�D��
�L�Q�K�L�E�L�F�L�M�X���D�S�R�S�W�R�]�H���L���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�X���ü�H�O�L�M�V�N�R�J���U�D�V�W�D���L���S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�D���L���S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�R���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���Q�R�Y�L�K���N�U�Y�Q�L�K��
�V�X�G�R�Y�D�����$�N�W���X�þ�H�V�W�Y�X�M�H���X���S�U�R�F�H�V�X���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H���L���S�U�H�N�R���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���H�1�2�6���G�D���S�U�R�L�]�Y�R�G�L���1�2��
�X�� �Y�H�ü�L�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D���� �N�R�M�L�� �]�D�W�L�P�� �V�W�L�P�X�O�L�ã�H�� �Y�D�]�R�G�L�O�D�W�D�F�L�M�X�� �L�� �Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�R�� �U�H�P�R�G�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� ���0�D�Q�Q�L�Q�J�� �L��
Cantley, 2007). 

 

1.3.2. Signalni put kinaza aktiviranih mitogenima  

Familija protein kinaza aktiviranih mitogenima (eng. mitogen-activated protein kinases, 
�0�$�3�.���� �L�P�D�� �Y�L�V�R�N�R�� �N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �X�� �V�Y�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �H�X�N�D�U�L�R�W�D�����.�R�G�� �V�L�V�D�U�D�� �S�R�V�W�R�M�H�� �þ�H�W�L�U�L��
glavne signalne kaskade MAPK: �N�L�Q�D�]�H���U�H�J�X�O�L�V�D�Q�H���Y�D�Q�ü�H�O�L�M�V�N�L�P���V�L�J�Q�D�O�L�P�D�������L���������H�Q�J����extracellular 
signal-regulated protein kinases 1 and 2, ERK1/2), c-Jun N-terminalna kinaza (JNK), p38 MAPK i 
ERK5/BMK1 (Kyriakis i Avruch, 2001; Keshet i Seger, 2010). ERK1/2 uglavnom aktiviraju 
�U�D�]�O�L�þ�L�W�L���P�L�W�R�J�H�Q�L���V�W�L�P�X�O�X�V�L���S�R�S�X�W���I�D�N�W�R�U�D���U�D�V�W�D���L���K�R�U�P�R�Q�D�����G�R�N���-�1�.���L���S�������X���Q�D�M�Y�H�ü�R�M���P�H�U�L���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X��
stresor�Q�L�� �V�W�L�P�X�O�X�V�L���� �W�H���V�H�� �]�E�R�J�� �W�R�J�D�� �þ�H�V�W�R�� �Q�D�]�L�Y�D�M�X�� �L�� �V�W�U�H�V�� �N�L�Q�D�]�H�� ���.�\�U�L�D�N�L�V�� �L��Avruch, 2001). Druge 
�D�W�L�S�L�þ�Q�H���0�$�3�.�� �S�R�S�X�W���(�5�.���������� �1�/�.�� �L�� �(�5�.���� �V�X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�H���X���P�D�Q�M�R�M���P�H�U�L�����&�R�X�O�R�P�E�H���L���0�H�O�R�F�K�H����
���������������6�L�J�Q�D�O�Q�L���S�X�W���0�$�3�.���X�þ�H�V�W�Y�X�M�H���X���U�H�J�X�O�D�F�L�M�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���S�U�R�F�H�V�D�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���D�G�K�H�]�L�M�X���L���P�L�J�U�D�F�L�M�X��
�ü�H�O�L�M�D���� �S�U�R�J�U�H�V�L�M�X�� �N�U�R�]�� �ü�H�O�L�M�V�N�L�� �F�L�N�O�X�V���� �S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H���� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P���� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X�� �L��
transkripciju (Rubinfeld i Seger, 2005).  
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�6�L�J�Q�D�O�Q�D���N�D�V�N�D�G�D���(�5�.�������� �M�H���M�H�G�D�Q���R�G���Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�L�K���L���Q�D�M�Y�L�ã�H���S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�L�K���V�L�J�Q�D�O�Q�L�K���S�X�W�H�Y�D���X��
�ü�H�O�L�M�L (slika 1.9A). Predstavlja �S�X�W�� �S�U�H�Q�R�V�D�� �L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�D�� �R�G�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �ü�H�O�L�M�H�� �G�R�� �'�1�.�� �X��
�M�H�G�U�X�����þ�L�P�H���M�H���R�P�R�J�X�ü�H�Q�D���N�R�R�U�G�L�Q�D�F�L�M�D���L���L�Q�W�H�J�U�D�F�L�M�D���R�G�J�R�Y�R�U�D���Q�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���V�W�L�P�X�O�X�V�H�����2�Y�L���V�W�L�P�X�O�X�V�L��
�X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �K�R�U�P�R�Q�H���� �I�D�N�W�R�U�H�� �U�D�V�W�D���� �F�L�W�R�N�L�Q�H����ROS i dr. (Mebratu i Tesfaigzi, 2009; Plotnikov i sar., 
2011). Navedeni ligandi �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �U�H�F�H�S�W�R�U�H�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �ü�H�O�L�M�D, poput RTK, koje 
�G�L�P�H�U�L�]�X�M�X�� �L�� �X�Q�D�N�U�V�Q�R�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�ã�X���W�L�U�R�]�L�Q�V�N�H�� �R�V�W�D�W�N�H���� �]�D�� �N�R�M�H�� �Ä�S�U�L�V�W�D�M�H�³��Grb2 (eng. growth factor 
receptor-bound protein 2) �]�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L�� �V�Y�R�M�L�P�� �6�+���� �G�R�P�H�Q�L�P�D i zatim regrutuje, posredstvom 
svojih SH3 domena, �L�]�P�H�Q�M�L�Y�D�þ�� �J�X�D�Q�L�Q�V�N�L�K�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D��SOS (eng. son of sevenless). Izmenom 
guaninskog nukleotida GDP za GTP aktivira se mali protein G Ras, koji zatim nizvodno aktivira 
serin/treonin kinazu Raf ili MAPKKK , kinazu kinaze MAPK kinaze (MAPKK). Aktiv iran Raf dalje 
�I�R�V�I�R�U�L�O�L�ãe serin/tirozin/treonin kinazu MAPK kinaze, odnosno MAPKK ili MEK1/2, a ona potom 
�0�$�3�.���� �X�� �R�Y�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �(�5�.�������� ���0�H�E�U�D�W�X�� �L�� �7�H�V�I�D�L�J�]�L���� ������������ �:�R�U�W�]�H�O�� �L�� �6�H�J�H�U, 2011). Aktiviran 
�(�5�.�������� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�ã�H�� �V�H�U�L�Q�V�N�H�� �L�O�L�� �W�U�H�R�Q�L�Q�V�N�H�� �R�V�W�D�W�N�H��nishodnih �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �ã�W�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �Q�M�L�K�R�Y�H��
aktivacije. Do sada �M�H�� �S�R�]�Q�D�W�R�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �V�W�R�W�L�Q�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �(�5�.�������� �S�R�S�X�W�� �G�U�X�J�L�K�� �N�L�Q�D�]�D����
elemenata citoskeleta i transkripcionih faktora. Procenjeno je da je signalna kaskada ERK1/2 
�]�D�G�X�å�H�Q�D�� �]�D��fosforilaciju �Y�L�ã�H�� �R�G�� �������� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �ü�H�O�L�M�H�� ���:�R�U�W�]�H�O�� �L�� �6�H�J�H�U���� ��������������
Pojedini �V�X�S�V�W�U�D�W�L�� �]�D�� �N�L�Q�D�]�X�� �(�5�.�������� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �X�� �F�L�W�R�V�R�O�X���� �G�R�N�� �V�H�� �R�V�W�D�O�L�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�ã�X�� �X�Q�X�W�D�U�� �M�H�G�U�D��
���=�D�V�V�D�G�R�Z�V�N�L�� �L�� �V�D�U������ �������������� �(�5�.�������� �X�� �M�H�G�U�X�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�ã�H�� �L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �þ�L�W�D�Y�� �Q�L�]�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�R�Q�L�K�� �I�D�N�W�R�U�D����
poput mTOR, FoxO3, Nrf2, Elk-1, c-Fos, p53, AP-1, Ets1/2, CEBP, myc i c-�-�X�Q�� �N�R�M�L�� �V�X�� �Y�D�å�Q�L�� �]�D��
inicijaciju i regulaciju proliferacije, autofagije, oksidativnog stresa, onkogene transformacije i dr. Sa 
druge strane, do sada je identifikovan �L�� �Y�H�O�L�N�L�� �E�U�R�M�� �F�L�W�R�V�R�O�Q�L�K�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �I�R�V�I�R�S�U�R�W�H�L�Q��
fosfataze, RSK familiju prot�H�L�Q�� �N�L�Q�D�]�D���� �I�R�V�I�R�G�L�H�V�W�H�U�D�]�D�� �F�L�N�O�L�þ�Q�L�K�� �D�G�H�Q�R�]�L�Q�� �P�R�Q�R�I�R�V�I�D�W�D (PDE4), 
citosolnu fosfolipazu A2���� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �X�� �V�D�V�W�D�Y�X�� �F�L�W�R�V�N�H�O�H�W�D���� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �N�R�M�L�� �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �X�� �S�U�R�F�H�V��
apoptoze, kao i regulatorne i signalne molekule (Yoon i Seger, 2006; Roskoski, 2012; Kong i sar., 
2019). ERK1/2 putem tih proteina poput drugih kinaza, elemenata citoskeleta i transkripcionih 
�I�D�N�W�R�U�D���X�W�L�þ�H���Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�H���S�U�R�F�H�V�H���S�R�S�X�W���D�S�R�S�W�R�]�H�����D�X�W�R�I�D�J�L�M�H�����S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H�����ü�H�O�L�M�V�N�L���F�L�N�O�X�V�����U�D�V�W���L���G�U�X�J�H��
(Kong i sar., 2019) (slika 1.9B). 

 
Slika 1.9. �â�H�P�D�W�V�N�L�� �S�U�L�N�D�]i (A) signalnih puteva kinaze aktiviranih mitogenima �(�5�.�������� �L�� ���%���� �üelijskih 
funkcija �X�� �N�R�M�L�P�D�� �M�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�� �(�5�.�������� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�� �S�X�W. AC �± adenilil ciklaza; cAMP �± �F�L�N�O�L�þ�Q�L�� �D�G�H�Q�R�]�L�Q-
monofosfat; ERK1/2 �± �N�L�Q�D�]�D���U�H�J�X�O�L�V�D�Q�D���Y�D�Q�ü�H�O�L�M�V�N�L�P���V�L�J�Q�D�O�L�P�D�������L������ GDP �± guanozin-difosfat; Gi, Gq, Gs 
�± G proteini; GPCR �± receptor spregnut sa proteinom G; GTP �± guanozin-trifosfat; MEF2 �± �I�D�N�W�R�U���S�R�M�D�þ�L�Y�D�þ��
miocita 2; MEK1/2 �± MAPKK, serin/tirozin/treonin kinaza MAPK kinaze; mTOR �± meta rapamicina kod 
sisara; NF-kB - nukleusni faktor-���%�����S�����5�6�.���± ribozomalna S6 kinaza od 90 kDa; PI3K �± fosfatidilinozitol 
3-kinaza; PKA �± protein kinaza A; PKC �± protein kinaza C; Raf �± MAPKKK, kinaza kinaze MAPK kinaze 
(MAPKK); Ras �± hidrolaza GTP; RTK �± �U�H�F�H�S�W�R�U���V�D���D�N�W�L�Y�Q�R�ã�ü�X���W�L�U�R�]�L�Q���N�L�Q�D�]�H�� Preuzeto uz modifikacije iz 
Kong i saradnici (2019). 
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S obzirom na to da signalni put ERK1/2 ima ulogu u proliferaciji, diferencijaciji i 
�S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�X���ü�H�O�L�M�D�����Q�H���L�]�Q�H�Q�D�ÿ�X�M�H���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D���G�D���M�H���X�S�U�D�Y�R���G�H�U�H�J�X�O�D�F�L�M�D���R�Y�R�J���V�L�J�Q�D�O�Q�R�J���S�X�W�D���þ�H�V�W�D���X��
�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���P�D�O�L�J�Q�L�P���R�E�R�O�M�H�Q�M�L�P�D�����7�D�N�R���M�H���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���G�D���V�H���S�U�R�P�H�Q�H���X���ü�H�O�L�M�V�N�R�M���V�L�J�Q�D�O�L�]�D�F�L�M�L���Q�D���Q�L�Y�R�X��
�N�D�V�N�D�G�H�� �(�5�.�������� �M�D�Y�O�M�D�M�X�� �N�R�G�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� �M�H�G�Q�H�� �W�U�H�ü�L�Q�H�� �V�Y�L�K�� �K�X�P�D�Q�L�K�� �N�D�Q�F�H�U�D�� ���'�K�L�O�O�R�Q�� �L�� �V�D�U������ ��������������
�3�R�U�H�G���N�D�Q�F�H�U�D�����G�H�U�H�J�X�O�D�F�L�M�D���V�L�J�Q�D�O�Q�R�J���S�X�W�D���(�5�.���������M�H���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D���L���N�R�G���G�U�X�J�L�K���S�D�W�R�O�R�ã�N�L�K���V�W�D�Q�M�D�����N�D�R��
�ã�W�R���V�X���+�D�Q�W�L�Q�J�W�R�Q�R�Y�D���E�R�O�H�V�W�����%�R�G�D�L���L���0�D�U�V�K�������������������D�N�X�W�Q�H���L���K�U�R�Q�L�þ�Q�H���E�R�O�H�V�W�L���E�X�E�U�H�J�D����pregledni rad 
Feliers i Kasinath, 2011), neurodegenerativna oboljenja poput Alchajmerove bolesti, Parkinsonove 
�E�R�O�H�V�W�L�� �L�� �D�P�L�R�W�U�R�I�Q�H�� �O�D�W�H�U�D�O�Q�H�� �V�N�O�H�U�R�]�H�� ���.�L�P�� �L�� �&�K�R�L���� �������������� �N�D�R�� �L�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �V�W�D�G�L�M�X�P�L�P�D�� �U�D�]�Y�R�M�D��
�.�9�%���� �S�R�S�X�W�� �K�L�S�H�U�W�U�R�I�L�þ�Q�H�� �N�D�U�G�L�R�P�L�R�S�D�W�L�M�H���� �G�L�O�D�W�D�F�L�M�V�N�H�� �N�D�U�G�L�R�P�L�R�S�D�W�L�M�H�� �L�� �S�R�Y�U�H�G�D�� �Q�D�V�W�D�O�L�K�� �X�V�O�H�G��
ishemije/reperfuzije (pregledni rad Wang, 2007). 

 
Slika 1.10. �â�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]���V�L�J�Q�D�O�Q�R�J���S�X�W�D��vaskularnog endotelnog faktora rasta preko kog se u endotelnim 
�ü�H�O�L�M�D�P�D���D�N�W�L�Y�L�U�D��signalizacija PI3K/Akt �L���(�5�.���������L���S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�R��endotelna azot-monoksid sintaza. Akt/PKB �± 
protein kinaza B; BK �± bradikinin; B2R �± bradikininski receptor B2; CaM �± kalmodulin; DAG �± 
diacilglicerol; eNOS �± endotelna azot-monoksida sintaza; Erk �± kinaza regulisana �Y�D�Q�ü�H�O�L�M�V�N�L�P�� �V�L�J�Q�D�O�L�P�D; 
FAK �± fokalna protein kinaza povezana sa adhezijom; HSP27 �± �S�U�R�W�H�L�Q�� �W�R�S�O�R�W�Q�R�J�� �ã�R�N�D�� ��������IP3 �± inozitol 
(1,4,5)-trifosfat; MAPK �± kinaza aktivirana mitogenima; NO �± azot-monoksid; PKC �± protein kinaza C; 
PLC �± fosfolipaza C; VEGF �± vaskularni endotelni faktor rasta. Preuzeto uz modifikacije iz Valdés i 
saradnici (2008). 

 
S�W�X�G�L�M�D�P�D�� �Q�D�� �P�L�ã�H�Y�L�P�D�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �G�D�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�L�� �X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �S�R�G��

�G�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �I�D�N�W�R�U�D�� �U�D�V�W�D�� �S�R�S�X�W�� �9�(�*�)�� �L�� �E�)�*�)�� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H��signalnog 
puta MAPK/ERK i gubitka vaskularnog integriteta i propadanja krvnih sudova (Lee i sar., 2007; 
Murakami i sar., 2008������ �9�(�*�)�� �M�H�� �Q�D�M�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�� �I�D�N�W�R�U�� �U�D�V�W�D�� �N�R�M�L�� �L�V�S�R�O�M�D�Y�D�� �V�Y�R�M�H�� �G�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �Q�D�� �Q�L�Y�R�X��
endotela (Ricard i sar., 2019). Vezivanje VEGF za VEGFR-�����G�R�Y�R�G�L���G�R���V�Q�D�å�Q�H���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H��signalnog 
puta ERK1/2 (slika 1.10), dok inhibicija VEGFR-2 signalizacije dovodi do gotovo potpune 
�V�X�S�U�H�V�L�M�H�� �(�5�.�������� �L�� �P�R�U�W�D�O�L�W�H�W�D�� �W�R�N�R�P�� �U�D�Q�R�J�� �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�R�J�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �N�R�G�� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�L�K�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D��
(Simons i sar., 2016). Izoforme ERK1 i ERK2 odlikuje preko 80% homologije u sekvenci 
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�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�����D���R�E�H���L�]�R�I�R�U�P�H���V�X���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�H���X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D�����5�L�F�D�U�G���L���V�D�U���������������������0�L�ã�H�Y�L��
sa globalnom delecijom Erk1 �V�X���Y�L�M�D�E�L�O�Q�L�����I�H�U�W�L�O�Q�L���L���Q�H�P�D�M�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L���I�H�Q�R�W�L�S����Pagès i sar., 
1999). Globalna delecija Erk2 dovodi do letalnog ishoda tok�R�P���H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�R�J���U�D�]�Y�R�M�D���X�V�O�H�G���þ�L�W�D�Y�R�J��
niza razvojnih defekata (Hatano i sar., 2003). Endotelno-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �G�H�O�H�F�L�M�D��Erk2 �N�R�G�� �P�L�ã�H�Y�D�� �N�R�M�L��
imaju globalni Erk1-/- �J�H�Q�R�W�L�S�� �M�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �O�H�W�D�O�Q�D�� �W�R�N�R�P�� �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�R�J�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �X�V�O�H�G�� �Q�D�U�X�ã�H�Q�H��
�S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H���L���P�L�J�U�D�F�L�M�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����ã�W�R���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R���X�W�L�þ�H���Q�D���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�X���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X�����6�U�L�Q�L�Y�D�V�D�Q��
i sar., 2009). Sa druge strane, vezivanjem estradiola (E2) za estrogenski receptor (ER) spregnut sa 
proteinom G endotelnih �ü�H�O�L�M�D��(eng. G-protein-coupled estrogen receptor, GPER) aktivira se 
�6�U�F���3�,���.���$�N�W���V�L�J�Q�D�O�Q�L���S�X�W�����$�N�W�L�Y�L�U�D�Q�D���$�N�W���V�O�H�G�V�W�Y�H�Q�R���D�N�W�L�Y�L�U�D���(�5�.�����N�R�M�D���]�D�M�H�G�Q�R���V�D���$�N�W���I�R�V�I�R�U�L�O�L�ã�H��
ostatak Ser-1177 eNOS, �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �V�L�Q�W�H�]�H�� �1�2�� �N�R�M�L�� �L�P�D�� �]�D�ã�W�L�W�Qu ulogu u endotelnim 
�ü�H�O�L�M�D�P�D���L���N�U�Y�Q�L�P���V�X�G�R�Y�L�P�D�����:�X���L���V�D�U������������������ 

 

1.3.3. Signalni put endotelna azot-monoksid sintaza �± azot-monoksid  

�5�H�þ�H�Q�R�� �M�H�� �Y�H�ü�� �G�D�� �M�H���1�2�� �J�D�V���� �V�O�R�E�R�G�Q�L�� �U�D�G�L�N�D�O�� ���'�H�D�Q�I�L�H�O�G�� �L�� �V�D�U������ ������������ �N�R�M�L�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��
�W�L�S�R�Y�L�P�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�H�� �/-arginina do L-�F�L�W�U�X�O�L�Q�D�� �X�]�� �X�þ�H�ã�ü�H�� �1�2�6����Postoje tri 
izoforme NOS: neuronska NOS (nNOS), inducibilna NOS (iNOS) i endotelna NOS (eNOS). Sve tri 
�L�]�R�I�R�U�P�H�� �V�X�� �N�R�G�L�U�D�Q�H�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �J�H�Q�D���� �S�D�� �M�H�� �W�D�N�R�� �Q�1�2�6�� �N�R�G�L�U�D�Q�D genom NOS1, iNOS 
genom NOS2, dok je eNOS kodiran genom NOS3. nNOS je uglavnom eksprimirana u centralnom i 
perifernom nervnom sistemu, �L�1�2�6�� �M�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�Qa u imunski odgovor i uglavnom eksprimirana u 
makrofagima, dok se eNOS predominatno nalazi u vaskularnom endotelu (Mungrue i sar., 2003). 

eNOS predstavlja homodimer. Spajanje dve monomerne jedinice u funkcionalni enzim je 
regulisano prisustvom mnogih faktora poput kalmodulina (CaM), koga aktivira Ca2+ (Dymkowska i 
sar., 2019; Cyr i sar., 2020). Sa druge strane, vezivanje kofaktora je neophodno za pravilno 
funkcionisanje svih NOS enzima. Kofaktori su O2, NADPH (koji je ujedno i elektron donor), 
flavinadenindinukleotid (FAD), flavinmononukleotid (FMN) i BH4 (Förstermann i Sessa, 2012; Cyr 
i sar., 2020). 

�.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �U�D�Q�L�M�H�� �S�R�P�H�Q�X�W�R���� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�H�� �P�D�O�H���� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H��
�N�R�O�L�þ�L�Q�H���1�2, koji ima protektivnu antiinflamacijsku ulogu u vaskulaturi, dok se smanjeno stvaranje 
�1�2�� �M�D�Y�O�M�D�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�L�P�� �V�W�D�Q�M�L�P�D�� �L�� �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �M�H�� �X�� �Y�H�]�L�� �V�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�R�P�� �G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�R�P�� �L��
vaskularnom inflamacijom (Steyers i Miller, 2014). Stvaranje �1�2�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �S�R�G��
�X�W�L�F�D�M�H�P�� �þ�L�W�D�Y�R�J�� �Q�L�]�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �I�D�N�W�R�U�D�� �M�H��regulisano ekspresijom eNOS, kako na nivou 
transkripcije, tako i na nivou posttranslacionih modifikacija (Wu i sar., 2011). Bilo je govora o tome 
da �X���Y�D�V�N�X�O�D�W�X�U�L���H�V�W�U�R�J�H�Q�L���S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X��proteina eNOS (pregledni rad Chambliss i Shaul, 
2002), dok inflamacijski citokini poput TNF-�.�� �V�P�D�Q�M�X�M�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �H�1�2�6 �Y�U�ã�H�ü�L��supresiju 
aktivnosti promotora gena �]�D�� �H�1�2�6�� �L�� �V�N�U�D�ü�X�M�X�ü�L polu-�å�L�Y�R�W iRNK za eNOS (Kleinbongard i sar., 
2010). 

�H�1�2�6�� �Q�D�� �G�L�U�H�N�W�D�Q�� �Q�D�þ�L�Q�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�� �E�U�R�M�Q�L�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�� �L�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�� �V�W�L�P�X�O�X�V�L���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��
�K�H�P�R�G�L�Q�D�P�V�N�H���S�U�R�P�H�Q�H�����L�O�L���D�J�R�Q�L�V�W�L���N�R�M�L���V�H���Y�H�]�X�M�X���]�D���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���U�H�F�H�S�W�R�U�H����poput VEGF, PAF, 
acetilholina, bradikinina, histamina, E2 i drugih (pregledni radovi Zhao i sar., 2015; Garcia i Sessa, 
2019). Agonisti poput acetilholina, bradikinina i histamina vezuju se za GPCR na membrani 
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�ü�L�� �V�O�H�G�V�W�Y�H�Q�R�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X��Ca2+ �X�� �ü�H�O�L�M�D�P�D���� �.�D�O�F�L�M�X�P�� �V�H�� �Y�H�]�X�M�H�� �]�D��
�&�D�0���� �N�R�M�L�� �G�H�O�X�M�H�� �N�D�R�� �D�O�R�V�W�H�U�L�þ�Q�L�� �P�R�G�X�O�D�W�R�U�� �H�1�2�6�� �G�R�Y�R�G�H�ü�L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J�� �I�O�X�N�V�D�� �H�O�H�N�W�U�R�Q�D�� �L�]��
reduktaznog u oksigenazni domen enzima (slika 1.11).  
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Slika 1.11. �â�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]��signalnog puta endotelna azot-monoksid sintaza �± azot-monoksid. Akt �± protein 
kinaza B; CaM �± kalmodulin; eNOS �± endotelna azot-monoksid sintaza; NO �± azot-monoksid; PKA �± 
protein kinaza A; R �± receptori. Preuzeto uz modifikacije iz Zhao i saradnici (2015). 

 
Sa druge strane���� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D���H�1�2�6���X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D���M�H���W�D�N�R�ÿ�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���]�D���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X��

enzima. Fosforilacija predstavlja posttranslacionu modifikaciju koja menja aktivnost enzima eNOS, 
�D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�L�� �J�D�� �L�O�L�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�M�X�ü�L. Tako se zna da fosforilacija na aminokiselinskim ostacima Tyr81, 
Ser615, Ser633 i Ser1177 humanog enzima �H�1�2�6���V�W�L�P�X�O�L�ã�H��stvaranje NO, dok fosforilacije Ser114, 
Thr495 i Tyr657 deluju inhibitorno (slika 1.12) (Garcia i Sessa, 2019). Signalni putevi u kojima 
�X�þ�H�V�W�Y�X�M�X���S�U�R�W�H�L�Q���N�L�Q�D�]�D���$�����H�Q�J����protein kinase A, PKA) i PKB/Akt se aktiviraju pod delovanjem 
�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�W�L�P�X�O�X�V�D���� �D�� �R�Q�L�� �]�D�W�L�P�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�� �H�1�2�6�� �S�U�H�N�R���Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�R�Q�H�� �Iosforilacije Ser 
ostatka na 1177. mestu. Sa druge strane, bradikinin i vodonik peroksid aktiviraju eNOS preko 
istovremene fosforilacije Ser1177 i defosforilacije Thr495 ostatka (pregledni rad Zhao i sar., 2015). 

 

Slika 1.12. �â�H�P�D�W�V�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �K�X�P�D�Qe endotelne azot-monoksid sintaze �V�D�� �Q�D�M�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�L�P�� �P�H�V�W�L�P�D��
fosforilacije u molekulu. eNOS �± endotelna azot-monoksid sintaza. Preuzeto iz Garcia i Sessa (2019). 
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Detaljnije, fosforilacija Ser1177 u domenu reduktazne aktivnosti enzima eNOS vodi ka 
�Y�H�ü�H�P���S�U�R�W�R�N�X���H�O�H�N�W�U�R�Q�D���L���Y�H�ü�R�M���R�V�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�L���Q�D���&�D2+, a �V�D�P�L�P���W�L�P���L���S�R�M�D�þ�D�Y�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���H�Q�]�L�P�D�����2�Y�D��
�I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D���V�H���Y�U�ã�L���S�U�H�N�R���3�,���.���$�N�W���L���(�5�.�����������S�U�H�N�R���S�U�R�W�H�L�Q���N�L�Q�D�]�H���N�R�M�D���V�H���D�N�W�L�Y�L�U�D���S�R�P�R�ü�X���$�0�3��
(AMPK), PKA i protein kinaze II zavisne od Ca2+ i CaM (CaMKII) (Wu i sar., 2011; Dymkowska i 
sar., 2019; Cyr i sar., 2020�������2�Y�L���V�L�J�Q�D�O�Q�L���P�R�O�H�N�X�O�L���V�H���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���V�L�J�Q�D�O�Q�L�P���S�X�W�H�Y�L�P�D�����(�����L��
VEGF aktiviraju PI3K/Akt i �(�5�.���������� �E�U�D�G�L�N�L�Q�L�Q�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �&�D�0�.�,�,���� �L�Q�V�X�O�L�Q�� �N�R�M�L�� �Y�U�ã�L�� �I�X�Q�N�F�L�M�X��
�S�R�V�U�H�G�V�W�Y�R�P���3�,���.���$�N�W���L���$�0�3�.�����P�H�K�D�Q�L�þ�N�L���V�W�U�H�V���L�]�D�]�Y�D�Q���O�D�P�L�Q�D�U�Q�L�P���W�R�N�R�P���N�U�Y�L���N�R�M�L���]�D�W�L�P���D�N�W�L�Y�L�U�D��
PKA i Akt i dr. (Wu i sar., 2011; Valdés i sar., 2008; Cyr i sar., 2020). Pored toga, u uslovima 
inflamacije TNF-�.���D�N�W�L�Y�L�U�D���$�0�3�.�����þ�L�P�H���V�H���D�N�W�L�Y�L�U�D���H�1�2�6���L���V�W�L�P�X�O�L�ã�H���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���1�2�����ã�W�R���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D��
�]�D�ã�W�L�W�Q�L���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���X���F�L�O�M�X���R�S�R�U�D�Y�N�D���W�N�L�Y�D�����'�\�P�N�R�Z�V�N�D���L���V�D�U���������������������6�D���G�U�X�J�H���V�W�U�D�Q�H�����I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D��
�7�K�U���������� �N�R�M�X�� �X�� �X�V�O�R�Y�L�P�D�� �P�L�U�R�Y�D�Q�M�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �Y�U�ã�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �N�L�Q�D�]�D�� �&���� �L�P�D�� �V�X�S�U�R�W�D�Q�� �H�I�H�N�D�W����
�2�Y�L�P�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�R�P�� �V�H�� �X�V�S�R�U�D�Y�D�� �W�U�D�Q�V�I�H�U�� �H�O�H�N�W�U�R�Q�D�� �L�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �I�D�Y�R�U�L�]�X�M�H�� �U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�K��
jedinica eNO�6���� �3�R�N�D�]�D�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �X�Q�X�W�D�U�ü�H�O�L�M�V�N�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �&�D2+ �V�W�L�P�X�O�L�ã�H��
�G�H�I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�X�� �7�K�U���������� �ã�W�R�� �M�H�� �M�R�ã�� �M�H�G�D�Q�� �S�R�N�D�]�D�W�H�O�M�� �I�L�Q�H�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �H�1�2�6�� ���'�\�P�N�R�Z�V�N�D�� �L��
sar., 2019; Cyr i sar., 2020). Osim toga, acetilacija ostataka lizina na pozicijama Lys497 i Lys507, 
�N�R�M�L���V�H���W�D�N�R�ÿ�H���Q�D�O�D�]�H���X���G�R�P�H�Q�X���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D���&�D�0�����V�S�U�H�þ�D�Y�D��njegovo vezivanje za eNOS. Pokazano je 
�G�D���V�L�U�W�X�L�Q���������6�L�U�W�������N�D�W�D�O�L�]�X�M�H���G�H�D�F�H�W�L�O�D�F�L�M�X���R�Y�L�K���O�L�]�L�Q�V�N�L�K���R�V�W�D�W�D�N�D�����ã�W�R���M�H���M�R�ã���M�H�G�D�Q���R�G���P�Q�R�J�R�E�U�R�M�Q�L�K��
sistema regulacije aktivnosti eNOS (Dymkowska i sar., 2019). 

�8���O�L�W�H�U�D�W�X�U�L���S�R�V�W�R�M�H���E�U�R�M�Q�L���S�R�G�D�F�L���R���X�O�R�]�L���(�5���X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D�����(�5���N�R�M�L���V�X���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�L��
�X�� �K�X�P�D�Q�L�P�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �V�X�� �N�O�D�V�L�þ�Q�L�� �(�5�.�� �L�� �(�5������kao i GPER (Isensee i sar., 2009; Kim i 
�V�D�U���������������D�������3�R�]�Q�D�W�R���M�H���G�D���X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���H�V�W�U�R�J�H�Q�V�N�L�K���K�R�U�P�R�Q�D���]�D���R�Y�H���U�H�F�H�S�W�R�U�H��
aktivira nizvodne signalne puteve PI3K/Akt i MAPK/ERK, koji aktiviraju eNOS (Wu i sar., 2011) 
���V�O�L�N�D�����������������3�R�U�H�G���H�V�W�U�R�J�H�Q�V�N�L�K���K�R�U�P�R�Q�D�����S�R�N�D�]�D�Q�R���M�H���G�D���S�R�M�H�G�L�Q�H���K�H�P�L�N�D�O�L�M�H���L�]���U�D�G�Q�R�J���L���å�L�Y�R�W�Q�R�J��
�R�N�U�X�å�H�Q�M�D���N�R�M�H���G�H�O�X�M�X���N�D�R���H�Q�G�R�N�U�L�Q�L���R�P�H�W�D�þ�L�����H�Q�J����endocrine disrupting chemicals, EDC) mogu da 
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. �(�V�W�U�R�J�H�Q�V�N�L�� �K�R�U�P�R�Q�L�� �L�� �E�U�R�M�Q�L�� �H�Q�G�R�N�U�L�Q�L�� �R�P�H�W�D�þ�L�� �V�W�L�P�X�O�L�ã�X��stvaranje azot-monoksida u kaveoli 
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H preko aktivacije signalnih puteva fosfatidilinozitol 3-kinaze �± protein kinaze B/Akt i kinaze 
regulisane �Y�D�Q�ü�H�O�L�M�V�N�L�P�� �V�L�J�Q�D�O�L�P�D�� ���� �L�� ��. Akt �± protein kinaza B; C-Src �± kinaza c-Src; EDC �± endokrini 
�R�P�H�W�D�þi; eNOS �± endotelna azot-monoksid sintaza; ER�. �± estrogenski receptor �.; Erk1/2 �± kinaza regulisana 
�Y�D�Q�ü�H�O�L�M�V�N�L�P���V�L�J�Q�D�O�L�P�D�������L����; G�.i �± �.i subjedinica proteina G; G�E�J �± �E�J subjedinica proteina G; NO �± azot-
monoksid; p110�. �± �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�D�� �V�X�E�M�H�G�L�Q�L�F�D��fosfatidilinozitol 3-kinaze; p85�. �± regulatorna subjedinica 
fosfatidilinozitol 3-kinaze; PI3K �± fosfatidilinozitol 3-kinaza. Preuzeto uz modifikacije iz Wu i saradnici 
(2011). 
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1.4. �8�W�L�F�D�M���K�H�P�L�N�D�O�L�M�D���L�]���U�D�G�Q�R�J���L���å�L�Y�R�W�Q�R�J���R�N�U�X�å�H�Q�M�D���Q�D���U�D�]�Y�R�M 
kardiovaskularnih bolesti 

Bolesti srca i krvnih sudova predstavljaju veoma heterogenu grupu bolesti, u koju se 
ubrajaju bolest koronarnih arterija, cerebrovaskularna bolest, bolest perifernih arterija, reumatska 
bolest srca, kongenitalna bolest srca, duboka venska tromboza, �S�O�X�ü�Q�D�� �H�P�E�R�O�L�M�D i dr. Osim 
�Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L���� �V�U�þ�D�Q�L�� �L�� �P�R�å�G�D�Q�L�� �X�G�D�U�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �D�N�X�W�Q�H�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�H�� �N�R�M�L�� �V�X�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�L��
blokadom sudova koronarnog i cerebralnog krvotoka (Behera i sar., 2015; �)�U�D�Q�þ�X�O�D-�=�D�Q�L�Q�R�Y�L�ü�� �L��
Nola, 2018; World Health Organization (WHO)�������������������.�9�%���V�H���S�R�V�W�H�S�H�Q�R���U�D�]�Y�L�M�D�M�X���W�R�N�R�P���å�L�Y�R�W�D���L��
�þ�H�V�W�R�� �V�H�� �G�H�ã�D�Y�D�� �G�D�� �G�X�J�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�L�� �S�H�U�L�R�G�� �Q�H�� �L�V�S�R�O�M�D�Y�D�M�X�� �V�L�P�S�W�R�P�H�� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �Y�H�O�L�N�X��
�R�S�D�V�Q�R�V�W�� �S�R�� �]�G�U�D�Y�O�M�H�� �O�M�X�G�L�� ���)�U�D�Q�þ�X�O�D-�=�D�Q�L�Q�R�Y�L�ü�� �L�� �1�R�O�D���� �������������� �6�� �W�L�P�� �X�� �Y�H�]�L���� �.�9�%�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X��
�Y�R�G�H�ü�L���X�]�U�R�N���V�P�U�W�L���Q�D���J�O�R�E�D�O�Q�R�P���Q�L�Y�R�X�����3�U�R�F�H�Q�M�X�M�H���V�H���G�D���M�H��2019. godine 17,9 miliona ljudi umrlo 
�R�G���.�9�%�����ã�W�R���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�����������V�Y�L�K���V�P�U�W�Q�L�K���V�O�X�þ�D�M�H�Y�D���X���V�Y�H�W�X���W�H���J�R�G�L�Q�H�����2�G���������P�L�O�L�R�Q�D���S�U�H�Y�U�H�P�H�Q�L�K��
�V�P�U�W�Q�L�K�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�D�� ���P�O�D�ÿ�L�� �R�G�� ������ �J�R�G�L�Q�D�� �å�L�Y�R�W�D���� ������������ �J�Rdine, 38% je uzrokovano KVB (WHO, 
���������������3�U�R�F�H�Q�M�H�Q�R���M�H���G�D���ü�H���G�R���������������J�R�G�L�Q�H�������������P�L�O�L�R�Q�D���O�M�X�G�L���J�R�G�L�ã�Q�M�H���X�P�L�U�D�W�L���R�G���.�9�%�����)�U�D�Q�þ�X�O�D-
�=�D�Q�L�Q�R�Y�L�ü���L���1�R�O�D������������������ 

Faktori rizika za nastanak i razvoj KVB su mnogobrojni. Neki od ovih faktora su 
nepromenljivi poput pola, genet�L�þ�N�H predispozicije i godina starosti pojedinca, dok su drugi faktori 
�Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�L�� �L�� �Q�D�� �Q�M�L�K�� �V�H�� �P�R�å�H�� �X�W�L�F�D�W�L�� ���)�U�D�Q�þ�X�O�D-�=�D�Q�L�Q�R�Y�L�ü�� �L�� �1�R�O�D���� �������������� �*�H�R�J�U�D�I�V�N�L�� �S�R�O�R�å�D�M�� �L��
�P�L�J�U�D�F�L�M�D���� �Q�D�G�P�R�U�V�N�D�� �Y�L�V�L�Q�D���� �J�H�R�J�U�D�I�V�N�D�� �ã�L�U�L�Q�D�� �L�� �G�X�å�L�Q�D���� �F�L�U�N�D�G�L�M�D�O�Q�L�� �U�L�W�D�P���� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �V�X�Q�F�X����
�J�R�G�L�ã�Q�M�D���G�R�E�D�����R�N�U�X�å�H�Q�R�V�W���S�U�L�U�R�G�Q�L�P���S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D���L���G�U�X�J�L���J�H�R�J�U�D�I�V�N�L���I�D�N�W�R�U�L���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�H��
�I�D�N�W�R�U�H���N�R�M�L���X�W�L�þ�X���Q�D���N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L���V�L�V�W�H�P�����%�K�D�W�Q�D�J�D�U�������������������1�H�N�L���R�G���S�R�]�Q�D�W�L�K���I�D�N�W�R�U�D���U�L�]�L�N�D���Q�D��
�N�R�M�H�� �V�H�� �P�R�å�H�� �X�W�L�F�D�W�L�� �V�X�� �L�� �S�X�ã�H�Q�M�H�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N�� �I�L�]�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���� �Q�H�D�G�H�N�Y�D�W�Q�D�� �L�V�K�U�D�Q�D����
�J�R�M�D�]�Q�R�V�W�����L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W���K�H�P�L�N�D�O�L�M�D�P�D���L�]���å�L�Y�R�W�Q�H���V�U�H�G�L�Q�H���L���G�U.�����N�R�M�L���G�D�O�M�H���G�R�S�U�L�Q�R�V�H���U�D�]�Y�R�M�X���S�R�Y�L�ã�H�Q�R�J��
krvnog pritiska, insulinske rezistencije, dijabetesa tipa 2, dislipidemije i dr. (Cosselman i sar., 2015; 
Bhatnagar, 2017; �)�U�D�Q�þ�X�O�D-�=�D�Q�L�Q�R�Y�L�ü���L���1�R�O�D�����������������5�L�J�J�V���L���V�D�U������2018). 

Kako ateroskleroza predstavlja lokalnu inflamaciju krvnog suda koja se nalazi u osnovi 
�P�Q�R�J�L�K�� �.�9�%���� �Y�H�O�L�N�D�� �Q�D�X�þ�Q�D�� �S�D�å�Q�M�D�� �M�H�� �S�R�V�Y�H�ü�H�Q�D�� �X�S�U�D�Y�R�� �R�W�N�U�L�Y�D�Q�M�X�� �X�]�U�R�þ�Q�L�N�D�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H����
Razvoj ateroskleroze zavisi kako od genet�L�þ�N�H �S�U�H�G�L�V�S�R�]�L�F�L�M�H�����W�D�N�R���L���R�G���L�V�K�U�D�Q�H���� �I�L�]�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L����
�S�X�ã�H�Q�M�D�� �L�� �R�G�� �F�H�O�R�N�X�S�Q�R�J�� �]�G�U�D�Y�O�M�D�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�D�� �L�� �S�R�M�D�Y�H�� �K�L�S�H�U�W�H�Q�]�L�M�H���� �G�L�M�Dbetesa, gojaznosti i sl. 
(Hennig i sar., 2007; Migliaccio i sar., 2022). S�P�D�W�U�D�� �V�H�� �G�D�� �K�L�S�H�U�O�L�S�L�G�H�P�L�M�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �Q�D�M�Y�H�ü�L��
�I�D�N�W�R�U�� �U�L�]�L�N�D�� �]�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H���� �0�H�ÿ�X�W�L�P����svega polovina pacijenata sa aterosklerotskim 
�S�U�R�P�H�Q�D�P�D�� �X�� �N�U�Y�Q�L�P�� �V�X�G�R�Y�L�P�D�� �L�P�D�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�� �Q�L�Y�R�� �O�L�S�L�G�D�� �X�� �N�U�Y�L�� ���+�H�Q�Q�L�J�� �L�� �V�D�U������ �������������� �7�U�H�Q�G��
�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H�� �P�H�ÿ�X�� �S�D�F�L�M�H�Q�W�L�P�D�� �L�� �S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�R�� �.�9�%�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �W�R�� �G�D�� �S�R�V�W�R�M�H�� �L�� �G�U�X�J�L��
�I�D�N�W�R�U�L�� �N�R�M�L�� �X�W�L�þ�X�� �Q�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �R�Y�R�J�� �L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�R�J stanja (Migliaccio i sar., 2022). S tim u vezi, sve 
�Y�H�ü�D�� �Q�D�X�þ�Q�D�� �S�D�å�Q�M�D�� �M�H�� �X�V�P�H�U�H�Q�D�� �X�S�U�D�Y�R�� �N�D�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�L�� �Q�R�Y�L�K�� �I�D�N�W�R�U�D�� �U�L�]�L�N�D�� �S�R�S�X�W�� �K�U�R�Q�L�þ�Q�R�J��
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �E�X�F�L���� �S�V�L�K�R�O�R�ã�N�L�P�� �V�W�U�H�V�Rr�L�P�D�� �L�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �K�H�P�L�N�D�O�L�M�D�P�D�� �L�]�� �U�D�G�Q�R�J�� �L�� �å�L�Y�R�W�Q�R�J �R�N�U�X�å�H�Q�M�D��
(Lechner i sar., 2020).  

Tradicionalni programi prevencije KVB se baziraju na kontroli i promeni varijabilnih 
�I�D�N�W�R�U�D�� �Q�D�� �N�R�M�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�F�� �L�P�D�� �X�W�L�F�D�M�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �å�L�Y�R�W�Qi stil, ishrana, geografski �S�R�O�R�å�D�M�� �L�� �V�O�L�þ�Q�R����
�0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Y�H�O�L�N�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �L�� �V�W�H�S�H�Q�X�� �Q�D�S�U�H�G�R�Y�D�Q�M�D�� �.�9�%�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �L�P�D�M�X�� �I�D�N�W�R�U�L�� �Q�D�� �N�R�M�H��
�S�R�M�H�G�L�Q�D�F�� �L�P�D�� �Y�H�R�P�D�� �P�D�O�L�� �X�W�L�F�D�M���� �8�� �S�L�W�D�Q�M�X�� �V�X�� �]�D�J�D�ÿ�L�Y�D�þ�L�� �L�]�� �å�L�Y�R�W�Q�H�� �V�U�H�G�L�Q�H�� �S�R�S�X�W�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��
�V�L�Q�W�H�W�L�þ�N�L�K���K�H�P�L�N�D�O�L�M�D�����E�L�V�I�H�Q�R�O���$�����I�W�D�O�D�W�L�����V�L�Q�W�H�W�L�þ�N�L���S�H�V�W�L�F�L�G�L���L���U�D�V�W�Y�D�U�D�þ�L���L���G�U���������G�L�P���F�L�J�D�U�H�W�D�����L�]�G�X�Y�Q�L��
gasovi nastali sagorevanjem fosilnih goriva, zatim organske hemikalije (CO, NO2, SO2, O3 i dr.), 
�W�H�ã�N�L���P�H�W�D�O�L�����J�Y�R�å�ÿ�H�����D�U�V�H�Q�����N�D�G�P�L�M�X�P���L���G�U���������N�D�R���L���E�X�N�D���L���H�N�V�W�U�H�P�Q�L���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�Q�L���X�V�O�R�Y�L���Q�D���N�R�M�H���V�X��
srce i vaskularni sistem izuzetno osetljivi (Cosselman i sar., 2015; Bhatnagar, 2017; Burroughs 
Peña i Rollins, 2017). 

�9�H�O�L�N�X�� �R�S�D�V�Q�R�V�W�� �S�R�� �N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�R�� �]�G�U�D�Y�O�M�H�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �V�L�Q�W�H�W�L�þ�N�H�� �K�H�P�L�N�D�O�L�M�H�� �S�R�S�X�W��
pesticida, bisfenola A i ftalata od kojih su mnogi klasifikovani kao EDC (Hennig i sar., 2007; Su i 



 

22 
 

sar., 2019a; Su i sar., 2019b; Adeyemi i sar., 2021; Migliaccio i sar., 2022). Prema nekim 
�S�U�R�F�H�Q�D�P�D�����X���V�Y�H�W�X���V�H���W�U�H�Q�X�W�Q�R���S�U�R�L�]�Y�R�G�L���Y�L�ã�H���R�G������.���������U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���K�H�P�L�N�D�O�L�M�D���R�G���N�R�M�L�K���V�H��najmanje 
5.���������J�R�G�L�ã�Q�M�H���S�U�R�L�]�Y�R�G�L���X���N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D���N�R�M�H���S�U�H�Y�D�]�L�O�D�]�H�����������W�R�Q�D�����6�P�D�W�U�D���V�H���G�D���Q�H���S�R�V�W�R�M�L���P�H�V�W�R���Q�D��
�S�O�D�Q�H�W�L���N�R�M�H���Q�L�M�H���]�D�J�D�ÿ�H�Q�R���Q�H�N�L�P���V�L�Q�W�H�W�L�þ�N�L�P���S�R�O�X�W�D�Q�W�R�P�����%�K�D�W�Q�D�J�D�U���������������� 

�9�H�ü�L�Q�D�� �]�D�J�D�ÿ�L�Y�D�þ�D�� �L�]�� �U�D�G�Q�R�J�� �L�� �å�L�Y�R�W�Q�R�J�� �R�N�U�X�å�H�Q�M�D�� �X�W�L�þ�H�� �Q�D�� �G�R�E�U�R�� �S�R�]�Q�D�W�H�� �Ä�]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�H��
�S�X�W�H�Y�H�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �.�9�%�³�� �S�R�S�X�W�� �L�V�K�H�P�L�M�H���� �D�U�L�W�P�L�M�H���� �S�U�R�P�H�Q�D�� �X�� �V�U�þ�D�Q�R�M�� �V�W�U�X�N�W�X�U�L�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�M�L�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D��
�D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�W�V�N�R�J�� �S�O�D�N�D�� ���&�R�V�V�H�O�P�D�Q�� �L�� �V�D�U������ �������������� �=�D�J�D�ÿ�L�Y�D�þ�L�� �L�]�� �Y�D�]�G�X�K�D�� �V�H�� �X�V�Y�D�M�D�M�X�� �X�G�L�V�D�Q�M�H�P����
�K�U�D�Q�R�P���L���D�S�V�R�U�S�F�L�M�R�P���S�X�W�H�P���N�R�å�H�����,�]�O�R�å�H�Q�R�V�W���]�D�Y�L�V�L���R�G���V�W�L�O�D���å�L�Y�R�W�D���S�R�S�X�W���Y�U�H�P�H�Q�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�J���Y�D�Q��
�N�X�ü�H�����S�L�M�H�Q�M�D���Y�R�G�H�����Q�L�Y�R�D���I�L�]�L�þ�N�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���L���U�D�G�Q�R�J���R�N�U�X�å�H�Q�M�D (Cosselman i sar., 2015; Burroughs 
�3�H�x�D�� �L�� �5�R�O�O�L�Q�V���� �������������� �2�V�L�P�� �W�R�J�D���� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �Q�D�� �X�V�Y�R�M�H�Q�X�� �G�R�]�X�� �]�D�J�D�ÿ�L�Y�D�þ�D�� �V�H�� �W�D�N�R�ÿ�H��
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., 
���������������6�W�R�J�D�����S�X�W���U�D�]�Y�R�M�D���.�9�%�����N�D�R���L���I�D�N�W�R�U�L���N�R�M�L���X�W�L�þ�X���Q�D���U�D�]�Y�R�M���R�Y�L�K���E�R�O�H�V�W�L�����S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���Y�H�R�P�D��
�N�R�P�S�O�H�N�V�Q�X�� �P�U�H�å�X�� �N�R�M�R�M�� �V�H�� �S�R�V�Y�H�ü�X�M�H�� �V�Y�H�� �Y�H�ü�D�� �Q�D�X�þ�Q�D�� �S�D�å�Q�M�D�� �X�S�U�D�Y�R�� �]�E�R�J�� �J�O�R�E�D�O�Q�H�� �W�H�Q�G�H�Q�F�L�M�H��
porasta KVB. 

�8�V�O�H�G���Y�H�O�L�N�R�J���R�E�L�P�D���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H���L���ã�L�U�R�N�H���X�S�R�W�U�H�E�H���S�U�R�L�]�Y�R�G�D���R�G���S�O�D�V�W�L�N�H�� �X���V�Y�D�N�R�G�Q�H�Y�Q�R�P��
�å�L�Y�R�W�X, �S�R�V�O�H�G�Q�M�L�K�� �J�R�G�L�Q�D�� �V�H�� �]�D�S�D�å�D�� �S�R�U�D�V�W�� �L�Q�W�H�U�H�V�R�Y�D�Q�M�D�� �V�W�U�X�þ�Q�H�� �L�� �Q�D�X�þ�Q�H�� �]�D�M�H�G�Q�L�F�H�� �X�� �S�U�D�Y�F�X��
�L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �ã�W�H�W�Q�L�K�� �X�W�L�F�D�M�D�� �S�O�D�V�W�L�N�H�� �Q�D�� �O�M�X�G�V�N�R�� �]�G�U�D�Y�O�M�H�� Plastika predstavlja materijal koji je lagan, 
�G�X�J�R�W�U�D�M�D�Q���� �ã�L�U�R�N�R�� �S�U�L�P�H�Q�M�L�Y�� �L�� �L�V�S�O�D�W�L�Y���� �3�O�D�V�W�L�N�D�� �V�H�� �Q�D�ã�O�D�� �X�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�L�� �S�D�N�R�Y�D�Q�M�D�� �]�D�� �K�U�D�Q�X�� �L�� �S�L�ü�H����
�V�L�Q�W�H�W�L�þ�N�L�K�� �Y�O�D�N�D�Q�D���� �R�G�H�ü�H���� �P�H�G�L�F�L�Q�V�N�L�K�� �X�U�H�ÿ�D�M�D���� �J�U�D�ÿ�H�Y�L�Q�V�N�R�J�� �P�D�W�H�U�L�M�D�O�D���� �D�G�K�H�]�L�Y�Q�L�K�� �V�U�H�G�V�W�D�Y�D�� �L��
�P�Q�R�J�L�K���G�U�X�J�L�K���S�U�R�L�]�Y�R�G�D�����ã�W�R���M�H���þ�L�Q�L���Q�H�]�D�P�H�Q�M�L�Y�L�P���P�D�W�H�U�L�M�D�O�R�P���X���V�D�Y�U�H�P�H�Q�Rm svetu (Hahladakis i 
sar., 2023������ �7�R�N�R�P�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H���� �X�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�X�� �V�P�H�ã�X�� �V�H�� �G�R�G�D�M�X�� �U�D�]�Q�H�� �K�H�P�L�N�D�O�Lje poput aditiva i 
katalizatora �X�� �F�L�O�M�X�� �X�Q�D�S�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �N�Y�D�O�L�W�H�W�D�� �S�O�D�V�W�L�N�H�� �L�� �]�D�S�R�þ�L�Q�M�D�Q�M�D�� �S�U�R�F�H�V�D�� �S�R�O�L�P�H�Uizacije 
(Hahladakis i sar., 2023). Bisfenoli i ftalati predstavljaju hemikalije koje se koriste u proizvodnji 
�P�Q�R�J�L�K���S�U�R�L�]�Y�R�G�D���R�G���S�O�D�V�W�L�N�H�����S�U�R�L�]�Y�R�G�D���]�D���O�L�þ�Q�X���X�S�R�W�U�H�E�X���L���P�H�G�L�F�L�Q�V�N�H���R�S�U�H�P�H�����6���W�L�P���X���Y�H�]�L�����V�Y�H��
do danas sprovedene biomonitoring studije, bez izuzetka, su pokazale da je prisustvo ovih 
�K�H�P�L�N�D�O�L�M�D���X���W�H�O�H�V�Q�L�P���W�H�þ�Q�R�V�W�L�P�D���G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�R���N�R�G���Q�D�M�P�D�Q�M�H�������±90% svetske populacije (Ramadan i 
�V�D�U������ �������������� �2�S�D�V�Q�R�V�W�� �S�R�� �O�M�X�G�V�N�R�� �]�G�U�D�Y�O�M�H�� �V�H�� �R�J�O�H�G�D�� �X�� �W�R�P�H�� �ã�W�R�� �M�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �G�D�� �R�Y�H�� �K�H�P�L�N�D�O�L�M�H��
�S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���(�'�&�����ã�W�R���L�K���G�R�Y�R�G�L���X���Y�H�]�X���V�D���U�D�]�Q�L�P���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�L�P�D���L���R�E�R�O�M�H�Q�M�L�P�D�����L�]�P�H�ÿ�X���R�V�W�D�O�R�J���L���V�D��
KVB (Wang i sar., 2019a; Mariana i Cairrao, 2020; Hahladakis i sar., 2023). 

 

1.5. Bisfenol A 

1.5.1. Osnovne karakteristike i upotreba bisfenola A 

Bisfenol A (eng. bisphenol A, BPA, 2,2-bis(4-hidroksifenil)propan, CAS# 80-05-7, 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Bisphenol-A���� �M�H�� �L�Q�G�X�V�W�U�L�M�V�N�D�� �K�H�P�L�N�D�O�L�M�D�� �ã�L�U�R�N�H��
�S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H�� �N�R�M�D�� �X�O�D�]�L�� �X�� �V�D�V�W�D�Y�� �S�O�D�V�W�L�N�H���� �%�3�$�� �M�H�� ������������ �J�R�G�L�Q�H�� �S�U�Y�L�� �S�X�W�� �R�S�L�V�D�R�� �U�X�V�N�L�� �K�H�P�L�þ�D�U��
�$�O�H�N�V�D�Q�G�U�� �'�L�D�Q�L�Q���� �D�� �V�L�Q�W�H�W�L�V�D�R�� �J�D�� �M�H�� �=�L�Q�F�N�H�� ������������ �J�R�G�L�Q�H�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �N�R�Q�G�H�Q�]�R�Y�D�R�� �D�F�H�W�R�Q�� �V�D�� �G�Y�D��
�H�N�Y�L�Y�D�O�H�Q�W�D�� �I�H�Q�R�O�D�� ���-�D�O�D�O�� �L�� �V�D�U������ �������������� �%�3�$�� �M�H�� �E�H�]�E�R�M�Q�D�� �þ�Y�U�V�W�D�� �V�X�S�V�W�D�Q�F�D�� �P�R�O�D�U�Q�H�� �P�D�V�H�� ��������������
g/mol. Molekulska formula BPA je C15H16O2. Strukturna formula je prikazana na slici 1.14. 

 

Slika 1.14. Strukturna formula bisfenola A. 
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Na globalnom nivou je samo tokom 2013. godine proizvedeno oko 7 miliona tona BPA, 
2015. godine je taj broj porastao na 7,7 miliona tona i procenjeno je da taj broj raste svake godine 
(Lehmler i sar., 2018; Shamhari i sar., 2021). BPA se koristi u proizvodnji polikarbonatne plastike i 
�H�S�R�N�V�L�� �V�P�R�O�D�� �R�G�� �N�R�M�L�K�� �V�H�� �S�U�D�Y�H�� �U�D�]�Q�L�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�L�� �S�R�S�X�W�� �S�D�N�R�Y�D�Q�M�D�� �]�D�� �K�U�D�Q�X�� �L�� �S�L�ü�H���� �V�W�R�P�D�W�R�O�R�ã�N�L�K��
�]�D�S�W�L�Y�Q�L�K���V�U�H�G�V�W�D�Y�D�����W�H�U�P�D�O�Q�R�J���S�D�S�L�U�D���]�D���ã�W�D�P�S�D�Q�M�H�����&�'���L���'�9�'���G�L�V�N�R�Y�D�����F�H�Y�L���]�D���Y�R�G�X�����P�H�G�L�F�L�Q�V�N�L�K��
�X�U�H�ÿ�D�M�D�����G�H�þ�L�M�L�K���L�J�U�D�þ�D�N�D�����H�O�H�N�W�U�R�Q�L�N�H���L���G�H�O�R�Y�D���]�D���D�X�W�R�P�R�E�L�O�H�����1�D�F�K�P�D�Q���L���V�D�U�������������������0�D���L���V�D�U������������������
Ramadan i sar., 2020). Plastifikatori poput BPA i ftalata nisu kovalentno vezani za plastiku, te pri 
�S�U�R�P�H�Q�L�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H�� �L�� �S�+�� �O�D�N�R�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �L�]�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�D�� �X�� �N�R�M�L�P�D�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �L��
�P�L�J�U�D�F�L�M�H���X���Y�D�]�G�X�K�����S�L�ü�H���L���K�U�D�Q�X�����D���S�R�W�R�P���L���X���S�O�M�X�Y�D�þ�N�X�����S�O�X�ü�D�����N�R�å�X���L���N�U�Y���þ�R�Y�H�N�D��(Acconcia i sar., 
2015; Mathieu-Denoncourt i sar., 2015). 

 

1.5.2. �3�U�L�V�X�V�W�Y�R���E�L�V�I�H�Q�R�O�D���$���X���W�N�L�Y�L�P�D���L���W�H�O�H�V�Q�L�P���W�H�þ�Q�R�V�W�L�P�D���O�M�X�G�L 

�=�E�R�J���ã�L�U�R�N�H���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H���L���N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�H���X�S�R�W�U�H�E�H���%�3�$, sprovedene su brojne biomonitoring 
�V�W�X�G�L�M�H���N�R�M�H���V�X���X�N�D�]�D�O�H���Q�D���Y�L�V�R�N�X���L���V�Y�H�S�U�L�V�X�W�Q�X���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W���O�M�X�G�L���R�Y�R�P���S�O�D�V�W�L�I�L�N�D�W�R�U�X�����1�D�L�P�H�����%�3�$���M�H��
detektovan �X�� �X�U�L�Q�X�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� �������� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �L�]�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �]�H�P�D�O�M�D�� ���.�R�F�K�� �L��sar., 2012; LaKind i sar., 
2012a; Lehmler i sar., 2018). Koncentracije ukupnog, konjugovanog i nekonjugovanog, BPA u 
�X�U�L�Q�X�� �V�X�� �N�R�G�� �Y�H�ü�L�Q�H�� �R�G�U�D�V�O�L�K��ispitanika iznosile do 3 ng/mL, �D�� �]�D�E�H�O�H�å�H�Q�H�� �V�X�� �L��vrednosti od 395 
ng/mL �N�R�G�� �R�G�U�D�V�O�L�K�� �L�� �������� �Q�J���P�/�� �N�R�G�� �S�U�H�Y�U�H�P�H�Q�R�� �U�R�ÿ�H�Q�H�� �G�H�F�H���� �9�H�O�L�N�L�� �S�U�R�E�O�H�P�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �W�R�� �ã�W�R��
�P�Q�R�J�H�� �V�W�X�G�L�M�H�� �Q�L�V�X�� �G�H�W�H�N�W�R�Y�D�O�H�� �Q�H�N�R�Q�M�X�J�R�Y�D�Q�L�� �%�3�$�� �X�� �X�U�L�Q�X���� �]�D�W�R�� �ã�W�R�� �R�Y�D�M�� �R�E�O�L�N�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D��
�Ä�U�R�G�L�W�H�O�M�V�N�X�� �K�H�P�L�N�D�O�L�M�X�´�� ���H�Q�J����parent compound���� �N�R�M�D�� �L�V�S�R�O�M�D�Y�D�� �H�Q�G�R�N�U�L�Q�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���� �0�H�ÿ�X�W�L�P����
druge studije su pokazale da vrednosti nekonjugovanog BPA u urinu iznose do 2,5 ng/mL kod 
�R�G�U�D�V�O�L�K���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� ���������� �Q�J���P�/�� �N�R�G�� �S�U�H�Y�U�H�P�H�Q�R�� �U�R�ÿ�H�Q�H�� �G�H�F�H�� ���9�D�Q�G�H�Q�E�H�U�J�� �L�� �V�D�U������ �������������� �3�U�H�J�O�H�G�Q�L��
rad od Colorado-Yohar i saradnika (2021) je prikazao medijane izmerenih vrednosti BPA u urinu 
koje su iznosile od 1,64�±2,41 ng/mL. 

BPA je detektovan u krvi 92,6% ispitanika sa pragom detekcije 0,4 ng/mL (pregledni rad 
Jalal i sar., 2018). U preglednom radu Vandenberg i saradnika (2010) je prikazano da se BPA u 
�V�H�U�X�P�X���R�G�U�D�V�O�L�K���S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D�����L�V�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���W�U�X�G�Q�L�F�H�� rutinski detektuje kao izvorno jedinjenje okvirnih 
vrednosti od 1 ng/mL, ali da �W�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �G�R�V�H�å�X��i do 2,5 ng/mL, dok kod trudnica medijalna 
�Y�U�H�G�Q�R�V�W���L�]�Q�R�V�L���G�R���a�����Q�J���P�/�����D���Q�D�M�Y�L�ã�D���L�]�P�H�U�H�Q�D���Y�U�H�G�Q�R�V�W���þ�D�N��66,48 ng/mL. Kaddar i kolege (2009) 
�V�X�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�L�� �W�H�� �S�R�G�D�W�N�H�� �L�� �R�E�M�D�Y�L�O�L�� �G�D�� �M�H�� �X�� �Q�M�L�K�R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �������� �S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D�� �Q�D�� �G�L�M�D�O�L�]�L��
imalo merljive �N�R�O�L�þ�L�Q�H �Q�H�N�R�Q�M�X�J�R�Y�D�Q�R�J���%�3�$���X���S�O�D�]�P�L�����D���Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���V�X���E�L�O�H���Y�H�ü�H���R�G���������Q�J���P�/�����2�Y�L��
�S�R�G�D�F�L���X�N�D�]�X�M�X���Q�D���W�R���G�D���M�H���R�S�ã�W�D���S�R�S�X�O�D�F�L�M�D�����D���S�R�J�R�W�R�Y�R���R�V�H�W�O�M�L�Y�H���J�U�X�S�H�����N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�R���L�]�O�R�å�H�Q�D���%�3�$�� 

�2�V�L�P�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �L�� �N�U�Y�L���� �%�3�$�� �M�H�� �G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�� �X�� �N�R�V�L���� �]�Q�R�M�X���� �I�R�O�L�N�X�O�V�N�R�M�� �L�� �D�P�Q�L�R�Q�V�N�R�M�� �W�H�þ�Q�R�V�W�L���� �X��
�N�U�Y�L�� �L�]�� �S�X�S�þ�D�Q�H�� �Y�U�S�F�H�� �S�U�L�� �S�R�U�R�ÿ�D�M�X���� �S�O�D�F�H�Q�W�L���� �X�� �N�U�Y�L�� �L�� �M�H�W�U�L���O�M�X�G�V�N�L�K�� �I�H�W�X�V�D���� �X�� �K�X�P�D�Q�R�P�� �P�O�H�N�X�� �L�� �G�U����
���S�U�H�J�O�H�G�Q�L�� �U�D�G�R�Y�L�� �9�D�Q�G�H�Q�E�H�U�J�� �L�� �V�D�U������ ������������ �-�D�O�D�O�� �L�� �V�D�U������ �������������� �3�U�L�V�X�V�W�Y�R�� �%�3�$�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �P�X�ã�N�D�U�D�F�D�� �L��
�å�H�Q�D�� �L�]�� �L�V�W�R�J�� �G�R�P�D�ü�L�Q�V�W�Y�D�� �V�X�� �E�L�O�L�� �X�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�L���� �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�� �L�]�Y�R�U�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �R�Y�R�P��
�S�O�D�V�W�L�I�L�N�D�W�R�U�X�����,�S�D�N�����N�R�G���å�H�Q�D���M�H���]�D�E�H�O�H�å�H�Q�D���Y�H�ü�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���%�3�$���Q�H�J�R���N�R�G���P�X�ã�N�D�U�D�F�D�����N�R�G���G�H�F�H��
v�H�üa koncentracija nego kod adolescenata, a kod adolescenata v�H�üa nego kod odraslih ispitanika�����ã�W�R��
ukazuje na polnu i starosnu zavisnost. 

�,�V�S�L�W�X�M�X�ü�L�� �X�]�R�U�N�H�� �V�D�N�X�S�O�M�H�Q�H�� �X�� �V�W�X�G�L�M�L�� �Ä�8�Q�L�W�H�G�� �6�W�D�W�H�V�� �1�D�W�L�R�Q�D�O�� �+�H�D�O�W�K�� �D�Q�G�� �1�X�W�U�L�W�L�R�Q��
�(�[�D�P�L�Q�D�W�L�R�Q�� �6�X�U�Y�H�\�V�� ���1�+�$�1�(�6���³�� �X�� �S�H�U�L�R�G�X�� �R�G�� ���������±2014. godine, Cai i saradnici (2020) su 
utvrdili da je koncentracija BPA u urinu pacijenata sa KVB varirala u rasponu 52�±�������� ���J���J��
kreatinina. Shankar i saradnici (2012) su objavili da je srednji nivo BPA u urinu 745 odraslih 
�S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D�� �R�E�R�O�H�O�L�K�� �R�G�� �E�R�O�H�V�W�L�� �S�H�U�L�I�H�U�Q�L�K�� �D�U�W�H�U�L�M�D�� �X�� �6�M�H�G�L�Q�M�H�Q�L�P�� �$�P�H�U�L�þ�N�L�P�� �'�U�å�D�Y�D�P�D�� �X��okviru 
NHANES studije u periodu 2003�±2004. godine iznosio 2,3 ng/mL, dok su Melzer i saradnici (2011) 
�L�V�S�L�W�L�Y�D�O�L���Q�L�Y�R���%�3�$���X���X�U�L�Q�X���������P�X�ã�N�D�U�D�F�D���N�R�M�L���V�X���X�þ�H�V�W�Y�R�Y�D�O�L���X���S�R�S�X�O�D�F�L�R�Q�R�M���V�W�X�G�L�M�L���Ä�,�Q�&�+�,�$�1�7�,�³���L��
�X�R�þ�L�O�L�� �G�D�� �M�H�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �%�3�$�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �L�]�Q�R�V�L�O�D�� ��,������ �Q�J���P�/���� �2�Y�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�N�D��
�J�U�X�S�D�� �M�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�O�D�� �Q�L�Y�R�� �%�3�$�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �X�� �R�N�Y�L�U�X�� �1�+�$�1�(�6�� �V�W�X�G�L�M�H�� �L�� �L�]�P�H�U�L�O�D�� �M�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �R�G��
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2,49 ng/mL tokom 2003. i 2004. godine i 1,79 ng/mL tokom 2005. i 2006. godine (Melzer i sar., 
�������������� �D�� �S�R�U�H�G�� �W�R�J�D�� �M�H�� �X�� �R�N�Y�L�U�X�� �V�W�X�G�L�M�H�� �Ä�7�K�H�� �0�H�W�D�E�R�O�R�P�L�F�V�� �D�Q�G�� �*�H�Q�R�P�L�F�V�� �L�Q�� �&�R�U�R�Q�D�U�\�� �$�U�W�H�U�\��
�'�L�V�H�D�V�H�����0�D�*�L�&�$�'���³���L�]�P�H�U�L�O�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���%�3�$���X���X�U�L�Q�X���V�D���P�H�G�L�M�D�O�Q�R�P���Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���R�G����,53 ng/mL 
(Melzer i sar., 2012a). 

 

1.5.3. Metabolizam bisfenola A 

�.�R�Q�M�X�J�D�F�L�M�D�� �M�H�� �Y�D�å�D�Q�� �S�U�R�F�H�V�� �G�H�W�R�N�V�L�N�D�F�L�M�H�� �L�O�L�� �L�Q�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D�� �]�D�W�R�� �ã�W�R�� �V�H�� �W�L�P��
procesom lipofilna jedinjenja konvertuju u njihov hidrofilni oblik, �N�R�M�L�� �V�H�� �O�D�N�ã�H�� �H�O�L�P�L�Q�L�ã�H�� �L�]��
�R�U�J�D�Q�L�]�P�D���� �*�O�D�Y�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�V�D�Q�M�X�� �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D�� �L�P�D�M�X�� �H�Q�]�L�P�L�� �N�R�M�L�� �X�þ�H�V�W�Y�X�M�X�� �X�� �S�U�R�F�H�V�L�P�D��
�P�H�W�D�E�R�O�L�V�D�Q�M�D�� �O�H�N�R�Y�D�� �L�� �K�H�P�L�M�V�N�L�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�H�U�L���� �7�D�N�R�� �L�� �%�3�$���� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�H�� �X�Q�H�V�H�� �K�U�D�Q�R�P���� �X�� �M�H�W�U�L��
�S�R�G�O�H�å�H�� �J�O�X�N�X�U�R�Q�L�]�D�F�L�M�L���� �3�U�H�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�� �L�]�Y�R�U�Q�R�J�� �R�E�O�L�N�D�� �%�3�$�� �G�R�� �%�3�$-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D�� �Y�U�ã�L�� �H�Q�]�L�P��
UGT2B1, izoforma UDP-glukuronoziltransferaze (Inoue i sar., 2016). Glukuronizacija BPA u jetri 
�M�H���Q�H�ã�W�R���V�S�R�U�L�M�D���W�R�N�R�P���W�U�X�G�Q�R�ü�H���L���I�H�W�D�O�Q�R�J���U�D�]�Y�R�M�D�����-�D�O�D�O���L���V�D�U���������������������ã�W�R���P�R�å�H���G�D���R�E�M�D�V�Q�L��po�Y�L�ã�Hne 
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �%�3�$�� �X�� �W�H�O�H�V�Q�L�P�� �W�H�þ�Q�R�V�W�L�P�D�� �W�U�X�G�Q�L�F�D���� �6�O�R�E�R�G�D�Q�� �%�3�$�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �S�R�G�O�H�å�H�� �L�� �S�U�R�F�H�V�X��
sulfokonjugacije, ali u znatno �P�D�Q�M�R�M�� �P�H�U�L���� �S�U�L�� �þ�L�P�X�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �%�3�$-sulfat (pregledni rad Cho i sar., 
�������������� �2�Y�X�� �U�H�D�N�F�L�M�X�� �Y�U�ã�H�� �H�Q�]�L�P�L�� �L�]�� �J�U�X�S�H�� �I�H�Q�R�O�V�X�O�I�R�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�D�� �6�8�/�7������ �R�G�� �N�R�M�L�K�� �]�D�� �%�3�$�� �Q�D�M�Y�H�ü�L��
�D�I�L�Q�L�W�H�W�� �L�P�D�� �L�]�R�I�R�U�P�D�� �6�8�/�7���$���� ���,�Q�R�X�H�� �L�� �V�D�U������ �������������� �1�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�H�� �O�L�S�R�I�L�O�Q�L�� �%�3�$�� �N�R�Q�Y�H�U�W�X�M�H�� �X��
�K�L�G�U�R�I�L�O�Q�L�� �R�E�O�L�N�� �L�� �X�� �W�R�P�� �R�E�O�L�N�X�� �V�H�� �O�D�N�ã�H�� �H�N�V�N�U�H�W�X�M�H�� �L�]�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�D���� �3�R�U�H�G�� �W�R�J�D���� �V�O�R�E�R�G�Q�L�� �%�3�$�� �M�H��
�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L���D�N�W�L�Y�D�Q�����G�R�N���Q�M�H�J�R�Y�L���N�R�Q�M�X�J�R�Y�D�Q�L���R�E�O�L�F�L���Q�L�V�X�����S�U�H�J�O�H�G�Q�L���U�D�G Cho i sar., 2017).  

�7�U�H�E�D���L�V�W�D�ü�L���G�D���V�O�R�E�R�G�Q�L�� ���Q�H�N�R�Q�M�X�J�R�Y�D�Q�L���� �%�3�$��u aktivnom obliku �P�R�å�H���G�D���F�L�U�N�X�O�L�ã�H���X���N�U�Y�L��
1�±2 h nakon oralnog unosa u organizam, �S�U�H���Q�H�J�R���ã�W�R���R�U�J�D�Q�L�]�D�P���S�R�N�U�H�Q�H���V�L�V�W�H�P���H�O�L�P�L�Q�D�F�L�M�H��(Jalal i 
�V�D�U������ �������������� �7�D�N�R�ÿ�H�� �M�H�� �Y�D�å�Q�R�� �Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�L�� �G�D�� �M�H�� �W�R�N�V�L�N�R�N�L�Q�H�W�L�N�D�� �%�3�$�� �G�U�X�J�D�þ�L�M�D�� �N�D�G�D�� �M�H�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�P��
�N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R���L�]�O�R�å�H�Q���R�Y�R�M���K�H�P�L�N�D�O�L�M�L���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���M�H�G�Q�R�N�U�D�W�Q�X���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�����9�D�Q�G�H�Q�E�H�U�J���L���V�D�U��������������������
�6�W�D�K�O�K�X�W�� �L�� �V�D�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �W�Y�U�G�H�� �G�D�� �M�H�� �S�R�O�X�å�L�Y�R�W�� �%�3�$�� �X�� �O�M�X�G�V�N�R�P�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�X�� �P�Q�R�J�R�� �G�X�å�L�� �R�G�� ���� �K����
koliko se ranije smatralo da iznosi. Thayer i saradnici (2015) su pokazali da su ispitanici u studiji 
�H�N�V�N�U�H�W�R�Y�D�O�L�����������%�3�$�����Q�H�N�R�Q�M�X�J�R�Y�D�Q�R�J���L���N�R�Q�M�X�J�R�Y�D�Q�R�J�����������K���Q�D�N�R�Q���X�Q�R�ã�H�Q�M�D���X���R�U�J�D�Q�L�]�D�P���L���G�D��se 
taj procenat neznatno po�Y�H�üao tri dana nakon izlaganja ovoj supstanci, na ~95%. Sa druge strane, 
�9�|�O�N�H�O�� �L�� �V�D�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �L�� �7�H�H�J�X�D�U�G�H�Q�� �L�� �V�D�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �S�R�G�U�å�D�Y�D�M�X�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�N�X�� �G�D�� �V�H�� �V�N�R�U�R��
���������� �R�U�D�O�Q�R�� �X�Q�H�ã�H�Q�R�J�� �%�3�$�� �H�N�V�N�U�H�W�X�M�H�� �X�U�L�Q�R�P�� �X�� �N�R�Q�M�X�J�R�Y�D�Q�R�P�� �R�E�O�L�N�X�� ���S�U�H�J�O�H�G�Q�L�� �U�D�G�� �&�K�R�� �L�� �V�D�U������
���������������1�H�X�V�D�J�O�D�ã�H�Q�R�V�W���R�Y�L�K���W�Y�U�G�Q�M�L���V�D���S�U�H�W�K�R�G�Q�L�P���V�H���R�J�O�H�G�D���X�S�U�D�Y�R���X���G�X�J�R�U�R�þ�Q�R�P���L�]�O�D�J�D�Q�M�X���%�3�$����
kao i njegovom �W�D�O�R�å�H�Q�Mu �X���W�N�L�Y�L�P�D���E�R�J�D�W�L�P���O�L�S�L�G�L�P�D�����þ�L�P�H���V�H���S�U�R�G�X�å�D�Y�D���L�Q�W�H�U�Q�D���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W���%�3�$�� 

 

1.5.4. �5�H�J�X�O�D�W�L�Y�D���L���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D���Y�H�]�D�Q�D���]�D���X�S�R�W�U�H�E�X���E�L�V�I�H�Q�R�O�D���$ 

�=�E�R�J�� �V�Y�H�� �Y�H�ü�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �O�M�X�G�L��BPA i opasnosti koju predstavlja po ljudsko zdravlje, u 
�Q�H�N�R�O�L�N�R�� �]�H�P�D�O�M�D�� �M�H�� �]�D�E�U�D�Q�M�H�Q�D�� �X�S�R�W�U�H�E�D�� �%�3�$�� �X�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�L�� �I�O�D�ã�L�F�D�� �]�D�� �E�H�E�H���� �S�D�N�R�Y�D�Q�M�D�� �K�U�D�Q�H�� �]�D��
�E�H�E�H���L���G�H�F�X���P�O�D�ÿ�X���R�G������ �J�R�G�L�Q�H�����(�X�U�R�S�H�D�Q���&�R�P�P�L�V�V�L�R�Q���������������8���6�����)�R�R�G���D�Q�G���'�U�X�J���$�G�P�L�Q�L�V�W�U�D�W�L�R�Q 
2014; Government of Canada 2020������ �ã�W�R���M�H���G�R�Y�H�O�R���G�R���V�P�D�Q�M�H�Q�M�D���Q�L�Y�R�D���G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�R�J���%�3�$���X���X�U�L�Q�X��
dece i adolescenata (Wells i sar., 2013; Lehmler i sar., 2018). Evropska agencija za bezbednost 
hrane (eng. European Food Safety Authority EFSA) �M�H���������������J�R�G�L�Q�H���L�]�O�R�å�L�O�D���G�D���J�U�D�Q�L�F�D���]�D���N�R�O�L�þ�L�Q�X��
BPA, koja �P�R�å�H���G�D��se unese u ljudski organizam u toku jednog dana bez �ã�W�H�W�Qih efekata po zdravlje, 
iznosi 4 µg po 1 kg telesne mase. Prema najnovijim preporukama, ta granica je 2023. godine 
�V�S�X�ã�W�H�Q�D�� �Q�D�� �������� �Q�J�� �S�R�� ���� �N�J�� �W�H�O�H�V�Q�H�� �P�D�V�H�� ��https://www.efsa.europa.eu/en/news/bisphenol-food-
health-risk). S tim u vezi, Evropska agencija za hemikalije (eng. European Chemicals Agency, 
�(�&�+�$���� �M�H�� �R�G�R�E�U�L�O�D�� �G�D�� �V�H�� �%�3�$�� �N�R�U�L�V�W�L�� �X�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�L�� �S�D�N�R�Y�D�Q�M�D���]�D�� �K�U�D�Q�X�� �V�D�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�H�P�� �G�D�� �V�D�P�R��
0,05 mg BPA ���N�J���V�P�H���G�D���V�H���L�V�S�X�ã�W�D���X���K�U�D�Q�X���L�]���W�R�J���S�D�N�R�Y�D�Q�M�D�����.�R�P�L�V�L�M�D���M�H���W�D�N�R�ÿ�H���S�R�V�W�D�Y�L�O�D���J�U�D�Q�L�F�X��
�]�D�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �%�3�$�� �N�R�M�D�� �V�P�H�� �G�D�� �V�H�� �L�V�S�X�ã�W�D�� �L�]�� �L�J�U�D�þ�D�N�D�� �]�D�� �G�H�F�X�� �G�R�� ���� �J�R�G�L�Q�H�� �V�W�D�U�R�V�W�L���� �D�� �N�R�M�H�� �V�X��
namenjene za oralnu upotrebu deteta, i ona iznosi 0,04 mg/L (https://echa.europa.eu/hot-
topics/bisphenols�������0�H�ÿ�X�W�L�P�����Y�H�O�L�N�L���X�G�H�R���N�D�N�R���R�G�U�D�V�O�H���S�R�S�X�O�D�F�L�M�H���W�D�N�R���L���G�H�F�H���M�H���L���G�D�O�M�H���N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R��
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�L�]�O�R�å�H�Q�� �%�3�$�� �]�E�R�J�� �Q�H�N�R�Q�W�U�R�O�L�V�D�Q�H�� �L�� �Q�H�U�H�J�X�O�L�V�D�Q�H�� �X�S�R�W�U�H�E�H�� �R�Y�R�J�� �S�O�D�V�W�L�I�L�N�D�W�R�U�D�� �X�� �P�Q�R�J�L�P�� �G�U�X�J�L�P��
proizvodima. 

 

1.5.5. �%�L�V�I�H�Q�R�O���$���N�D�R���H�Q�G�R�N�U�L�Q�L���R�P�H�W�D�þ 

�%�3�$���M�H���G�R���������������J�R�G�L�Q�H���S�U�H�S�L�V�L�Y�D�Q���å�H�Q�D�P�D���N�D�R���V�L�Q�W�H�W�L�þ�N�L���H�V�W�U�D�G�L�R�O�����G�D���E�L���N�D�V�Q�L�M�H�����X���S�H�U�L�R�G�X��
od 1940. do ������������ �J�R�G�L�Q�H���� �E�L�R�� �]�D�P�H�Q�M�H�Q�� �G�U�X�J�L�P�� �V�L�Q�W�H�W�L�þ�N�L�P�� �H�V�W�U�D�G�L�R�O�R�P�� �N�R�M�L�� �V�H�� �]�R�Y�H�� �G�L�H�W�L�O-
�V�W�L�O�E�H�V�W�H�U�R�O�����'�(�6�����X���O�H�þ�H�Q�M�X���N�R�P�S�O�L�N�D�F�L�M�D���X���W�U�X�G�Q�R�ü�L�����.�D�V�Q�L�M�H���M�H���'�(�6���W�D�N�R�ÿ�H���S�R�Y�X�þ�H�Q���N�D�R���O�H�N���]�D�W�R��
�ã�W�R�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �G�D�� �L�Q�G�X�N�X�M�H�� �U�D�N�� �J�U�O�L�ü�D�� �P�D�W�H�U�L�F�H�� ���-�D�O�D�O�� �L�� �V�D�U������ �������������� �'�D�Q�D�V�� �V�H�� �]�Q�D�� �G�D�� �K�H�P�L�N�D�O�L�M�H���L�]��
�U�D�G�Q�R�J�� �L�� �å�L�Y�R�W�Q�R�J�� �R�N�U�X�å�H�Q�M�D�� �N�R�M�H�� �R�S�R�Q�D�ã�D�M�X�� �H�Q�G�R�N�U�L�Q�H�� �K�R�U�P�R�Q�H�� �P�R�J�X�� �G�D�� �S�R�U�H�P�H�W�H�� �Q�R�U�P�D�O�Q�R��
funkcionisanje endokrinog sistema, te se zbog toga nazivaju EDC.  

BPA je klasifikovan kao EDC, supstanca koja ometa homeostazu endokrinog sistema na taj 
�Q�D�þ�L�Q���ã�W�R���L�O�L���P�H�Q�M�D���P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P���L���V�L�Q�W�H�]�X���H�Q�G�R�J�H�Q�L�K���K�R�U�P�R�Q�D���L�O�L���L�V�S�R�O�M�D�Y�D���G�H�M�V�W�Y�R���V�O�L�þ�Q�R���H�Q�G�R�J�H�Q�L�P��
hormonima (Mariana i sar., 2016). Iako BPA ima 1.000�±10.000 puta slabiji afinitet za ER od E2 
���-�D�O�D�O�� �L�� �V�D�U������ �������������� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �(���� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �V�S�U�H�þ�H�Q�R�� �W�L�P�H�� �ã�W�R�� �V�H�� �%�3�$�� �N�R�P�S�H�W�L�W�L�Y�Q�R�� �Y�H�]�X�M�H�� �]�D�� �(�5��
(pregledni rad Cho i sar., 2017). 

�6�Y�H�� �Y�L�ã�H�� �M�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D���N�R�M�L�� �X�N�D�]�X�M�X�� �Q�D�� �W�R�� �G�D�� �%�3�$�� �L�Q�K�L�E�Lra �V�H�N�U�H�F�L�M�X�� �(���� �L�]�� �J�U�D�Q�X�O�R�]�D�� �ü�H�O�L�M�D���X��
�I�R�O�L�N�X�O�X�� �M�D�M�Q�L�N�D���� �3�R�N�D�]�D�Q�R�� �M�H�� �L�� �G�D�� �%�3�$�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �Q�L�Y�R�� �(���� �L�� �G�U�X�J�L�K�� �K�R�U�P�R�Q�D�� �X�� �P�L�ã�M�H�P�� �L�� �V�Y�L�Q�M�V�N�R�P��
jajniku, i to na dozno i vremenski zavisan �Q�D�þ�L�Q���� �,�V�W�L�� �W�U�H�Q�G�� �M�H�� �]�D�S�D�å�H�Q�� �Q�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�R�M�� �O�L�Q�L�M�L�� �K�X�P�D�Q�L�K 
�J�U�D�Q�X�O�R�]�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �M�D�M�Q�L�N�D��KGN �L�� �N�R�G�� �O�X�W�H�L�Q�L�]�L�U�D�Q�L�K�� �J�U�D�Q�X�O�R�]�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �M�D�M�Q�L�N�D, sakupljanih �R�G�� �å�H�Q�D��
tokom procesa vantelesne oplodnje (pregledni rad Cho i sar., 2017). Pored toga, BPA se vezuje za 
membranski ER, a pretpostavlja se da je i antagonist androgensk�R�J�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D���� �þ�L�P�H�� �U�H�P�H�W�L�� �Q�L�]��
signalnih puteva (Jalal i sar., 2018). Navedena endokrina svojstva BPA mogu da izazovu razne 
�S�R�U�H�P�H�ü�D�M�H�� �N�R�G�� �å�H�Q�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �S�U�H�Y�U�H�P�H�Q�L�� �S�X�E�H�U�W�H�W���� �Y�H�ü�D�� �ã�D�Q�V�D�� �]�D�� �Q�D�V�W�D�Q�D�N�� �H�Q�G�R�P�H�W�U�L�R�]�H����
neregularni ciklusi, �V�L�Q�G�U�R�P�� �S�R�O�L�F�L�V�W�L�þ�Q�L�K�� �M�D�M�Q�L�N�D�����Y�L�ã�D�� �V�W�R�S�D�� �E�H�]�X�V�S�H�ã�Q�H�� �L�P�S�O�D�Q�W�D�F�L�M�H�� �H�P�E�U�L�R�Q�D�� �L��
�Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�L���V�S�R�Q�W�D�Q�L���S�R�E�D�þ�D�M�L�����&�D�V�H�U�W�D���L���V�D�U������������������Jalal i sar., 2018; Ohore i Zhang, 2019; Pivonello 
i sar., 2020). 

�6�W�X�G�L�M�H���V�X���S�R�N�D�]�D�O�H���G�D���%�3�$���X���Q�L�å�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�����������—�J���N�J�����S�R�Y�H�ü�D�Y�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��osovine 
hipotalamus-hipofiza-�J�R�Q�D�G�H���N�R�G���P�X�ã�N�D�U�D�F�D�����6�K�D�Ph�D�U�L���L���V�D�U������ �������������� �2�G�U�H�ÿ�H�Q�L���U�D�G�R�Y�L���V�X���S�U�L�N�D�]�D�O�L��
�U�H�]�X�O�W�D�W�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D��nivoa �W�H�V�W�R�V�W�H�U�R�Q�D���N�R�G���P�X�ã�N�D�U�D�F�D���S�R�G���X�W�L�F�D�M�H�P���%�3�$�����G�R�N���G�U�X�J�L���W�Y�U�G�H���G�D���%�3�$��
ima suprotan efekat (Shamh�D�U�L���L���V�D�U���������������������,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���Q�D���S�D�F�R�Y�L�P�D���M�H���S�R�N�D�]�D�O�R���G�D���%�3�$���X���Q�L�å�L�P��
koncentracijama smanjuje �O�X�þ�H�Q�M�H testosterona (Shamhari i sar., 2021). Pored toga, na 
�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�L�P�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D�� �M�H�� �X�� �Y�L�ã�H�� �U�D�G�Q�L�K�� �J�U�X�S�D�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �G�D�� �%�3�$�� �R�P�H�W�D�� �V�S�H�U�P�D�W�R�J�H�Q�H�]�X�� �L��
�L�]�D�]�L�Y�D�� �K�L�V�W�R�S�D�W�R�O�R�ã�N�H�� �S�U�R�P�H�Q�H�� �X�� �W�H�V�W�L�V�L�P�D���� �ã�W�R�� �Q�H�L�]�E�H�å�Q�R�� �L�]�D�]�L�Y�D�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�H�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X��
spermatozoida (Shamhari i sar., 2021). 

�3�R�U�H�G�� �W�R�J�D�� �ã�W�R�� �X�W�L�þ�H�� �Q�D�� �U�H�S�U�R�G�X�N�W�L�Y�Q�L��sistem���� �%�3�$�� �P�R�å�H�� �G�D�� �X�W�L�þ�H�� �Q�D�� �U�D�]�Y�L�ü�H���� �G�D�� �S�R�G�V�W�D�N�Q�H��
�U�D�]�Y�R�M�� �N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�K�� �R�E�R�O�M�H�Q�M�D���� �J�R�M�D�]�Q�R�V�W�L���� �G�L�M�D�E�H�W�H�V�D�� �L�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L�� ���1�D�F�K�P�D�Q�� �L�� �V�D�U������
2014). Uprkos obilju podataka o njegovom endokrinom potencijalu, i dalje nisu otkriveni svi 
aspekti uticaja BPA na ljudski organizam i celokupno zdravlje (Prins i sar., 2019; vom Saal, 2019). 

 

1.5.6. Efekti bisfenola A na nivou kardiovaskularnog sistema 

�8�]�U�R�þ�Q�R-�S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�L�� �R�G�Q�R�V�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �%�3�$�� �L�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �L�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �.�9�%�� �M�H�� �S�U�Y�L�� �S�X�W�� �X�R�þ�H�Q��
�S�R�V�O�H�G�Q�M�L�K�� �J�R�G�L�Q�D���� �,�D�N�R�� �V�X�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �V�W�X�G�L�M�D�� �X�N�D�]�L�Y�D�O�L�� �Q�D�� �W�R�� �G�D�� �%�3�$�� �Q�H�� �X�W�L�þ�H�� �Q�D��razvoj 
KVB (LaKind i sar., 2012b; Olsén i sar., 2012������ �P�Q�R�J�H�� �H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�ã�N�H�� �V�W�X�G�L�M�H�� �V�X�� �V�W�D�Y�L�O�H�� �D�N�F�H�Q�D�W��
�X�S�U�D�Y�R�� �Q�D�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�X�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�L�V�X�V�W�Y�D�� �%�3�$�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �O�M�X�G�L�� �V�D�� �I�D�N�W�R�U�L�P�D�� �U�L�]�L�N�D�� �]�D�� �U�D�]�Y�R�M��
�.�9�%�����)�X���L���V�D�U�������������������L���S�R�M�D�Y�R�P���.�9�%���S�R�S�X�W���D�U�L�W�P�L�M�H�����D�Q�J�L�Q�H���S�H�N�W�R�U�L�V�����P�R�å�G�D�Q�R�J���L���V�U�þ�D�Q�R�J���X�G�D�U�D���L��
�N�R�Q�J�H�V�W�L�Y�Q�H���V�U�þ�D�Q�H���L�Q�V�X�I�L�F�L�M�H�Q�F�L�M�H�����*�D�R���L���:�D�Q�J�������������� Posnack, 2014; Han i Hong, 2016; Cai i sar., 
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�������������� �7�V�H�Q�� �L�� �V�D�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �V�X�� �R�S�L�V�D�O�L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�X�� �Y�H�]�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �%�3�$�� �L�� �S�R�M�D�Y�H�� �.�9�%��
kod mladih ljudi. 

�6���W�L�P���X���Y�H�]�L�����H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�ã�N�H���V�W�X�G�L�M�H���V�X���S�R�N�D�]�D�O�H���S�R�]�L�W�L�Y�Q�X���N�R�U�H�O�D�F�L�M�X���L�]�P�H�ÿ�X���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���O�M�X�G�L��
�Y�L�V�R�N�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$���X���U�D�G�Q�R�P���L���å�L�Y�R�W�Q�R�P���R�N�U�X�å�H�Q�M�X i pojave bolesti perifernih (Shankar i 
�V�D�U������ ������������ �L�� �V�U�þ�D�Q�L�K�� �D�U�W�H�U�L�M�D�� ���0�H�O�]�H�U�� �L�� �V�D�U������ ���������D���� �0�H�O�]�H�U�� �L�� �V�D�U������ ���������E������ �3�R�P�H�Q�X�W�H�� �V�W�X�G�L�M�H�� �V�X��
�X�N�D�]�D�O�H���Q�D���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L���X�]�U�R�þ�Q�R-�S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�L���R�G�Q�R�V�� �L�]�P�H�ÿ�X���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���%�3�$���L���S�R�M�D�Y�H���D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H���� �8��
�S�U�L�O�R�J�� �W�R�P�H�� �L�G�X�� �L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�L�K�� �V�W�X�G�L�M�D�� �Q�D�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�P�� �P�R�G�H�Oima �N�R�M�L�� �V�X�J�H�U�L�ã�X�� �G�D��
izlaganje BPA dovodi do razvoja ateroskleroze kod pacova (Kim i sar., 2014b; Sui i sar., 2014, 
������������ �L�� �]�H�þ�H�Y�D (Fang i sar., 2014, 2015), ali �G�D�� �%�3�$���P�R�å�H���G�D���L�]�D�]�R�Y�H���L�� �G�U�X�J�H���.�9�%���N�R�G���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D��
���S�U�H�J�O�H�G�Q�L�� �U�D�G�R�Y�L�� �*�D�R�� �L�� �:�D�Q�J���� ������������ �3�R�V�Q�D�F�N���� �������������� �8�S�U�N�R�V�� �W�R�P�H���� �Y�H�R�P�D�� �M�H�� �W�H�ã�N�R�� �R�S�L�V�D�W�L�� �W�D�þ�D�Q��
�N�D�X�]�D�O�Q�L���R�G�Q�R�V���L�]�P�H�ÿ�X���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���%�3�$���L���Q�D�V�W�D�Q�N�D���L���U�D�]�Y�R�M�D���.�9�%���N�R�G���O�M�X�G�L, �]�E�R�J���W�R�J�D���ã�W�R���V�H���U�H�]�X�O�W�D�W�L��
�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �G�R�E�L�M�H�Q�L�� �Q�D�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�P�� �P�R�G�H�Oima ne mogu direktno ekstrapolirati na ljudsku 
fiziologiju. To se posebno odnosi na studije koje primenjuju doze BPA koje ne odgovaraju 
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���N�R�M�L�P�D���M�H���þ�R�Y�H�N���U�H�D�O�Q�R���L�]�O�R�å�H�Q���X���V�Y�R�P���U�D�G�Q�R�P���L���å�L�Y�R�W�Q�R�P���R�N�U�X�å�H�Q�M�X�� 

�2�V�L�P���H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�ã�N�L�K���V�W�X�G�L�M�D���L���V�W�X�G�L�M�D���Q�D��animalnim modelima, kratka je lista studija koje su 
u uslovima in vitro ispitivale uticaj izlaganja BPA na humane makrovaskularne �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H���X��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���N�R�M�H���V�X���X���V�N�O�D�G�X���V�D���S�U�L�V�X�V�W�Y�R�P���R�Y�H���V�X�S�V�W�D�Q�F�H���X���å�L�Y�R�W�Q�R�M���V�U�H�G�L�Q�L�����5�L�E�H�L�U�R-Varandas 
�L�� �V�D�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �V�X�� �K�X�P�D�Q�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H�� �Y�H�Q�H�� �S�X�S�þ�D�Q�H�� �Y�U�S�F�H�� ���H�Q�J����human umbillical vein 
endothelial cells, HUVEC) izlagali niskim koncentracijama BPA (44 x 10-9 i 4,4 x 10-6 M BPA) 
�N�R�M�H���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X���U�H�D�O�Q�R�M���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���S�U�R�V�H�þ�Q�R�J���þ�R�Y�H�N�D�����$�X�W�R�U�L���V�X���]�D�N�O�M�X�þ�L�O�L���G�D���%�3�$���X�W�L�þ�H���Q�D���V�W�D�U�H�Q�M�H��
�+�8�9�(�&�� �ü�H�O�L�M�D���� �D�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �V�X�� �V�S�H�N�X�O�L�V�D�O�L�� �G�D ima potencijal da izazove aterosklerozu. Andersson i 
�%�U�L�W�W�H�E�R�����������������V�X���L�V�S�L�W�L�Y�D�O�L���X�W�L�F�D�M���Q�L�å�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���%�3�$���N�R�M�H���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X���Q�L�Y�R�L�P�D���G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�L�P��
u uzorcima ljudske krvi (10-10, 10-9, 10-8 i 10-6 �0���%�3�$�����Q�D���K�X�P�D�Q�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H���X���X�V�O�R�Y�L�P�D��in 
vitro �L�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�O�L�� �G�D�� �%�3�$�� �V�W�L�P�X�O�L�ã�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�L�K�� �I�D�N�W�R�U�D�� �L�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �W�X�E�D���� �-�L�� �L��
sar (2022) su utvrdili da je 87,7 nM �Q�D�M�Y�L�ãa koncentracija �%�3�$���N�R�M�D���Q�L�M�H���W�R�N�V�L�þ�Q�D���]�D���+�8�9�(�&���ü�H�O�L�M�H, 
�D�� �S�R�W�R�P�� �V�X�� �+�8�9�(�&�� �ü�H�O�L�M�H�� �L�]�O�R�å�L�O�L�� �%�3�$�� �X�� �W�R�M�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���� �=�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K��
studija, Ji i saradnici su pokazali da BPA inhibi�ã�H formiranje endotelnih tuba u uslovima in vitro. 
�1�H�G�R�V�O�H�G�Q�R�V�W�� �R�Y�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �G�R�Q�H�N�O�H�� �P�R�å�H�� �G�D�� �V�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�R�P�� �H�Q�G�R�N�U�L�Q�L�K�� �R�P�H�W�D�þ�D�� �G�D��
�L�]�D�]�R�Y�X�� �N�U�L�Y�X�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �N�R�M�D�� �Q�L�M�H�� �Q�X�å�Q�R�� �X�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�R�M�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�L�� �V�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P�� �V�D�P�H�� �V�X�S�V�W�D�Q�F�H��
(eng. non-monotonic dose response curves, NMDRC) (Vandenberg, 2014). 

�8�R�þ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �%�3�$�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�P�� �]�D�� �(�5�� �U�H�P�H�W�L�� �Q�R�U�P�D�O�Q�R�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�V�D�Q�M�H�� �N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�R�J��
�V�L�V�W�H�P�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �W�D�þ�D�Q�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �G�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �%�3�$�� �Q�D�� �Q�L�Y�R�X�� �N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�R�J�� �V�L�V�W�H�P�D�� �M�H�� �M�R�ã��
uvek nepoznat (Fonseca i sar., 2022). Pored toga, �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��sprovedena u uslovima in vitro koja 
imitiraju realnu �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �þ�R�Y�H�N�D�� �V�U�H�G�L�Q�L�� �X�� �N�R�M�R�M�� �å�L�Y�L����u smislu �Y�L�ã�H�P�H�V�H�þ�Qog izlaganja niskim 
koncentracijama BPA �G�R���G�D�Q�D�V���Q�L�V�X���V�S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���� �D���Q�L�V�X���S�R�]�Q�D�W�L���Q�L���W�D�þ�Q�L���V�L�J�Q�D�O�Q�L���P�H�K�D�Q�L�]�P�L���S�U�H�N�R��
�N�R�M�L�K�� �%�3�$�� �L�V�S�R�O�M�D�Y�D�� �H�I�H�N�W�H�� �Q�D�� �Q�L�Y�R�X�� �K�X�P�D�Q�R�J�� �H�Q�G�R�W�H�O�D���� �2�þ�L�J�O�H�G�Q�D�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�D�� �]�D�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�P��
�X�W�L�F�D�M�D�� �%�3�$�� �Q�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�X�� �G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�X�� �X�� �N�R�Q�W�H�N�V�W�X�� �.�9�%���� �2�G�� �V�X�ã�W�L�Q�V�N�H�� �Y�D�å�Q�R�V�W�L�� �M�H�� �G�D�� �V�H�� �X�V�W�D�Q�R�Y�L��
�W�D�þ�D�Q�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �G�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �%�3�$�� �Q�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H���� �N�D�R�� �L�� �G�D�� �V�H�� �L�V�S�L�W�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�V�N�L�� �R�G�J�R�Y�R�U��
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���Q�D���G�X�J�R�U�R�þ�Q�R���L�]�O�D�J�D�Q�M�H���R�Y�R�M���K�H�P�L�N�D�O�L�M�L���N�R�M�H���R�G�J�R�Y�D�U�D���U�H�D�O�Q�R�M���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���X���V�U�H�G�L�Q�L��
�X���N�R�M�R�M���å�L�Y�L�P�R�� 

 

1.6. Dibutil -ftalat  

1.6.1. Osnovne karakteristike i upotreba dibutil -ftalata 

Druga grupa hemikalija koje se koriste u proizvodnji plastike su ftalati. Ftalati predstavljaju 
plastifikatore koji su po strukturi diestri ftalne kiseline (Mariana i sar., 2016). Dele se u dve grupe, 
na ftalate niske i visoke molekulske mase. Ftalati visoke molekulske mase se koriste u proizvodnji 
�3�9�&�� �S�R�O�L�P�H�U�D���� �S�O�D�V�W�L�N�H���� �D�P�E�D�O�D�å�H�� �]�D�� �K�U�D�Q�X���� �L�J�U�D�þ�D�N�D���� �S�R�G�Q�L�K�� �R�E�O�R�J�D�� �L�� �P�Q�R�J�L�K�� �G�U�X�J�L�K�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�D����
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dok se ftalati niske molekulske mase koriste u proizvodnji boja i lakova, adhezivnih sredstava, 
�S�U�R�L�]�Y�R�G�D���]�D���O�L�þ�Q�X���K�L�J�L�M�H�Q�X���L���G�U�������:�D�Q�J���L���V�D�U���������������D�������-�H�G�D�Q���R�G���I�W�D�O�D�W�D���N�R�M�L���M�H���Q�D�ã�D�R���ã�L�U�R�N�X���S�U�L�P�H�Q�X��
u industriji je dibutil-ftalat (eng. dibutyl phthalate, DBP, CAS# 84-74-2, 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ compound/3026), �L�Q�H�U�W�Q�D���� �E�H�]�E�R�M�Q�D���� �Y�L�V�N�R�]�Q�D�� �W�H�þ�Q�R�V�W���� �P�R�Oarne 
mase 278,34 g/mol. Molekulska formula DBP je C16H22O4. Strukturna formula je prikazana na slici 
1.15. 

 
Slika 1.15. Strukturna formula dibutil-ftalata. 

 
 

Pored dietilheksil-ftalata (eng. di(2-ethylhexyl) phthalate, DEHP), DBP je 
�Q�D�M�U�D�V�S�U�R�V�W�U�D�Q�M�H�Q�L�M�L���L���Q�D�M�Y�L�ã�H���N�R�U�L�ã�ü�H�Q���I�W�D�O�D�W�����6�L�Q�J�K���L���/�L�������������������'�%�3���M�H���I�W�D�O�D�W���Q�L�V�N�H���P�R�O�H�N�X�O�V�N�H��mase 
koji se dobija reakcijom n-butanola sa anhidridom ftalne kiseline (Craig i Ziv-Gal, 2018). DBP 
�X�O�D�]�L���X���V�D�V�W�D�Y���F�H�O�X�O�R�]�Q�H���S�O�D�V�W�L�N�H�����D�O�L���V�H���W�D�N�R�ÿ�H���N�R�U�L�V�W�L���L���X���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�L���L�Q�V�H�N�W�L�F�L�G�D�����D�G�K�H�]�L�Y�D���]�D���O�D�W�H�N�V����
�U�D�V�W�Y�D�U�D�þ�D�� �]�D�� �I�D�U�E�H���� �P�D�V�W�L�O�D�� �L�� �E�R�M�D���� �V�U�H�G�V�Wa�Y�D�� �]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �D�X�W�R�P�R�E�L�O�D���� �R�G�H�ü�H���� �R�E�O�R�å�H�Q�L�K�� �O�H�N�R�Y�D����
�S�O�D�V�W�L�þ�Q�L�K�� �I�L�O�P�R�Y�D�� �X�� �D�P�E�D�O�D�å�D�P�D�� �]�D�� �K�U�D�Q�X���� �N�R�]�P�H�W�L�þ�N�L�K�� �L�� �G�U�X�J�L�K�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�D�� �]�D�� �O�L�þ�Q�X�� �K�L�J�L�M�H�Q�X��
���0�D�U�L�D�Q�D�� �L�� �V�D�U������ ������������ �.�D�U�D�þ�R�Q�M�L�� �L�� �V�D�U������ ������������ �&�U�D�L�J�� �L�� �=�L�Y-Gal, 2018; Wang i sar., 2019a). Od 
proizvoda koji se koriste �V�Y�D�N�R�G�Q�H�Y�Q�R���� �Q�D�O�D�]�L�� �V�H�� �X�� �N�R�]�P�H�W�L�F�L���� �N�U�H�P�D�P�D���� �ã�D�P�S�R�Q�L�P�D���� �S�D�U�I�H�P�L�P�D����
�V�Y�H�ü�D�P�D���� �O�D�N�R�Y�L�P�D�� �]�D�� �Q�R�N�W�H�� �L�� �G�U���� ���.�D�U�D�þ�R�Q�M�L�� �L�� �V�D�U������ ������������ �&�U�D�L�J�� �L�� �=�L�Y-Gal, 2018). S obzirom na 
�ã�L�U�R�N�X�� �X�S�R�W�U�H�E�X�� �'�%�3�� �X�� �E�U�R�M�Q�L�P�� �L�Q�G�X�V�W�U�L�M�V�N�L�P�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�L�P�D�� �L�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�L�P�D�� �]�D�� �O�L�þ�Q�X�� �X�S�R�W�U�H�E�X���� �R�Y�D��
�K�H�P�L�N�D�O�L�M�D�� �V�H�� �X�� �(�Y�U�R�S�V�N�R�M�� �8�Q�L�M�L�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�L�� �L���L�O�L�� �X�Y�R�]�L�� �X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�L�� �R�G�� ��.000 do 10.�������� �W�R�Q�D�� �J�R�G�L�ã�Q�M�H��
(Dibutyl phthalate-Substance Information-ECHA), dok se procenjuje da proizvodnja DBP na 
globalnom nivou iznosi i do 50.���������W�R�Q�D���J�R�G�L�ã�Q�M�H�����%�U�H�G�K�X�O�W���L���V�D�U���������������������.�D�R���L���%�3�$�����Q�L���'�%�3���Q�L�M�H��
�N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�R�� �Y�H�]�D�Q�� �]�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�� �X�� �N�R�P�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� ���0�D�U�L�D�Q�D�� �L�� �V�D�U������ �������������� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �O�D�N�R�� �P�R�å�H�� �Q�D��
�G�L�U�H�N�W�D�Q���L�O�L���L�Q�G�L�U�H�N�W�D�Q���Q�D�þ�L�Q���G�D���G�R�V�S�H���X���R�U�J�D�Q�L�]�D�P���þ�R�Y�H�N�D�� 

 

1.6.2. Prisustvo dibutil-�I�W�D�O�D�W�D���X���W�N�L�Y�L�P�D���L���W�H�O�H�V�Q�L�P���W�H�þ�Q�R�V�W�L�P�D���O�M�X�G�L 

DBP i njegov metabolit monobutil-ftalat (eng. mono-n-butyl phthalate, MBP) su detektovani 
�X���O�M�X�G�V�N�L�P���W�H�O�H�V�Q�L�P���W�H�þ�Q�R�V�W�L�P�D�����N�R�Vi i noktima (Wang i sar., 2019a; Huang i sar., 2021�������ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H��
�Q�D���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�X���G�D���V�X���O�M�X�G�L���J�H�Q�H�U�D�O�Q�R���L�]�O�R�å�H�Q�L���R�Y�R�P��EDC. 

Smatra se da DBP ispoljava svoje efekte u organizmu upravo preko MBP 
(https://www.epa.gov/). Prema podacima iz �E�U�R�M�Q�L�K�� �E�L�R�P�R�Q�L�W�R�U�L�Q�J�� �V�W�X�G�L�M�D���� �0�%�3�� �M�H�� �ã�L�U�R�N�R��
�U�D�V�S�U�R�V�W�U�D�Q�M�H�P���X���O�M�X�G�V�N�L�P���W�N�L�Y�L�P�D���L���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���P�D�U�N�H�U���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���O�M�X�G�V�N�H���S�R�S�X�O�D�F�L�M�H���'�%�3�����2�V�L�P���X��
�X�U�L�Q�X�����0�%�3���M�H���G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q���L���X���N�U�Y�L�����D�P�Q�L�R�Q�V�N�R�M���W�H�þ�Q�R�V�W�L�����P�O�H�N�X���L���S�O�M�X�Y�D�þ�N�L����https://www.epa.gov/), 
�ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H na to �G�D���M�H���O�M�X�G�V�N�D���S�R�S�X�O�D�F�L�M�D���X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�M���P�H�U�L���L���N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R���L�]�O�R�å�H�Q�D���'�%�3�����7�D�N�R���M�H�����Q�D��
�S�U�L�P�H�U���� ������ �—�J�� �0�%�3���/�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �N�R�G�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�H�� �N�R�M�D�� �Q�L�M�H�� �S�U�R�I�H�V�L�R�Q�D�O�Q�R�� �L�]�O�R�å�H�Q�D�� �'�%�3��
���*�R�P�H�]�� �5�D�P�R�V�� �L�� �V�D�U������ �������������� �8�� �X�U�L�Q�X�� �D�G�R�O�H�V�F�H�Q�D�W�D�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �0�%�3�� �R�G�� ������ �—�J���/��
(Geens i sar., 2014), dok je kod dece starosti 3�±14 godina detektovan MBP u urinu u koncentraciji 
od 96 µg/L (Becker i sar., 2009). MBP je detektovan u 99% uzoraka urina sakupljenih u okviru 
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NHANES studije u periodu od 1999�±2000. godine (Silva i sar., 2004), kao i u >90% uzoraka urina 
�V�D�N�X�S�O�M�H�Q�L�K�� �R�G�� �X�þ�H�V�Q�L�N�D�� �V�W�X�G�L�M�H��Canadian Health Measures Survey 2007�±2009 (Saravanabhavan i 
sar., 2013). Caporossi i saradnici (2021) su detektovali koncentracije MBP u rasponu od 71,42 do 
������������ �—�J���/�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �å�H�Q�D���� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �V�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �]�D�Y�L�V�L�O�H�� �R�G�� �]�D�Q�L�P�D�Q�M�D�� �N�R�M�L�P�� �V�X�� �V�H�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�F�H��
�E�D�Y�L�O�H���� �ä�H�Q�H�� �L�P�D�M�X�� �Y�L�ã�L�� �Q�L�Y�R�� �0�%�3�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �Q�H�J�R�� �P�X�ã�N�D�U�F�L���� �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�� �V�D�� �U�H�G�R�Y�Q�L�M�R�P��
�X�S�R�W�U�H�E�R�P�� �N�R�]�P�H�W�L�þ�N�L�K�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�D�� ��Rodríguez-Carmona �L�� �V�D�U������ �������������� �0�%�3�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�� �Y�H�ü�R�M��
koncentraciji u urinu dece nego u urinu odraslih (Mariana i sar., 2016). Pokazano je da deca imaju 
�Y�L�ã�L���Q�L�Y�R���P�H�W�D�E�R�O�L�W�D���I�W�D�O�D�W�D���X���X�U�L�Q�X���R�G���R�G�U�D�V�O�L�K�����ã�W�R���J�R�Y�R�U�L���G�D���V�X���G�H�F�D���Y�L�ã�H���L�]�O�R�å�H�Q�D���I�W�D�O�D�W�L�P�D���L���V�W�R�J�D��
�S�R�G�O�R�å�Q�L�M�D�� �G�H�O�R�Y�D�Q�M�X�� �R�Y�L�K�� �K�H�P�L�N�D�O�L�M�D����a �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �Q�H�S�R�Y�R�O�M�Q�L�K�� �]�G�U�D�Y�V�W�Y�H�Q�L�K�� �L�V�K�R�G�D�� �X��
�N�D�V�Q�L�M�H�P���å�L�Y�R�W�X���L�O�L���R�G�U�D�V�O�R�P���G�R�E�X�����/�X���L���V�D�U������������������ 

�=�D�S�D�å�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�H�� �L�� �V�D�P�� �'�%�3�� �D�N�X�P�X�O�L�U�D�� �X�� �D�G�L�S�R�]�Q�R�P�� �W�N�L�Y�X�� �L�� �P�O�H�N�X��majki koje su zbog 
�S�U�R�I�H�V�L�M�H�� �N�R�M�R�P�� �V�H�� �E�D�Y�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �Y�H�ü�L�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D�� �'�%�3�� ���*�H�\�H�U�� �L�� �V�D�U������ �������������� �5�H�G�G�\�� �L�� �V�D�U�D�G�Q�L�F�L��
�������������� �V�X�� �P�H�U�L�O�L�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�� �'�%�3�� �X�� �N�U�Y�L�� �å�H�Q�D�� �L�]�� �-�X�å�Q�H�� �,�Q�G�L�M�H�� �N�R�M�H�� �Q�L�V�X�� �S�U�R�I�H�V�L�R�Q�D�O�Q�R�� �L�]�O�R�å�H�Q�H��
ovoj hemikaliji. Srednja vrednost izmerenih vrednosti DBP je iznosila 0,11 µg/mL u krvi zdravih 
�å�H�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�Qe grupe�����G�R�N���V�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���X���N�U�Y�L���å�H�Q�D���V�D���H�Q�G�R�P�H�W�U�L�R�]�R�P���G�R�V�H�]�D�O�H���G�R���Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���R�G��
1,05 µg/mL. Högberg i saradnici (2008) su izmerili 1,5�±20 ng/mL (srednja vrednost: 2,8 ng/mL) 
�'�%�3�� �X�� �P�D�M�þ�L�Q�R�P�� �P�O�H�N�X���� ���������±9,1 ng/mL (srednja vrednost: 1,2 ng/mL) u krvi, odnosno serumu, 
dok je koncentracija metabolita MBP u urinu iznosila 5,1�±198 ng/mL (srednja vrednost: 53 ng/mL). 
U jednoj studiji je DBP detektovan u serumu 100% ispitanika iz Kine sa srednjim vrednostima od 
162,4 ng/mL (Zhang i sar., 2018). Wang i saradnici (2019a) su u preglednom radu sumirali da su 
�E�L�R�P�R�Q�L�W�R�U�L�Q�J���V�W�X�G�L�M�H���ã�L�U�R�P���V�Y�H�W�D���L�]�P�H�U�L�O�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���0�%�3���X���X�U�L�Q�X���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���R�G���� do 181 
ng/mL (medijalne vrednosti). 

 

1.6.3. Metabolizam dibutil -ftalata 

Craig i Ziv-�*�D�O�����������������Q�D�Y�R�G�H���G�D���V�H���þ�D�N�������±���������R�U�D�O�Q�R���X�Q�H�ã�H�Q�R�J���'�%�3���H�O�H�P�L�Q�L�ã�H���X�U�L�Q�R�P���L��
to uglavnom u obliku MBP. �6�L�O�Y�D�� �L�� �V�D�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �W�Y�U�G�H�� �G�D�� �V�H�� �R�N�R�� �������� �'�%�3�� �X�Q�H�ã�H�Q�R�J�� �R�U�D�O�Q�L�P��
�S�X�W�H�P�� �D�S�V�R�U�E�X�M�H�� �X�� �J�D�V�W�U�R�L�Q�W�H�V�W�L�Q�D�O�Q�R�P�� �W�U�D�N�W�X���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �G�D�� �V�H�� �'�%�3�� �Q�D�M�Y�H�ü�L�P�� �G�H�O�R�P�� �K�L�G�U�R�O�L�]�X�M�H�� �G�R��
MBP i n-butanola pod delovanjem crevnih lipaza, te se potom skoro u potpunosti apsorbuje u 
sistemsku cirkulaciju. Razgradnja ftalata se u organizmu odvija u dve faze. Prva faza predstavlja 
�U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X�� �Q�D�� �P�R�Q�R�H�V�W�U�H�� �N�R�M�L�� �S�R�W�R�P�� �S�R�G�O�H�å�X�� �S�U�R�F�H�V�L�P�D�� �K�L�G�U�R�N�V�L�O�D�F�L�M�H�� �L�O�L�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�H���� �S�U�L�� �þ�H�P�X��
nastaju hidroksilisani i u mnogo manjoj meri (~8%) oksidovani monoestri (Silva i sar., 2003; 
�.�D�U�D�þ�R�Q�M�L��i sar., 2017; Wang i sar., 2019a)�����1�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���V�H���'�%�3���P�H�W�D�E�R�O�L�ã�H���X���0�%�3�����8���G�U�X�J�R�M���I�D�]�L��
se monoestri i hidroksi- i oksi-monoestri konjuguju sa glukuronidima ili sulfatima (�.�D�U�D�þ�R�Q�M�L���L���V�D�U������
2017; Wang i sar., 2019a)���� �,���Q�H�N�R�Q�M�X�J�R�Y�D�Q�L���L���N�R�Q�M�X�J�R�Y�D�Q�L���R�E�O�L�F�L���I�W�D�O�D�W�D���V�H���H�O�H�P�L�Q�L�ã�X���L�]���R�U�J�D�Q�L�]�P�D��
putem urina i fecesa ���.�D�U�D�þ�R�Q�M�L�� �L�� �V�D�U������ ���������������3�R�O�X�å�L�Y�R�W�� �I�W�D�O�D�W�Q�L�K�� �G�L�H�V�W�D�U�D�� �X�� �S�O�D�]�P�L�� �L�O�L�� �X�U�L�Q�X�� �L�]�Q�R�V�L��
manje od 24 h (Wang i sar., 2019a), dok Genuis i saradnici (2012) tvrde da iznosi manje od 5 h. 

 

1.6.4. �5�H�J�X�O�D�W�L�Y�D���L���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D���Y�H�]�D�Q�D���]�D���X�S�R�W�U�H�E�X���G�L�E�X�W�L�O-ftalata 

�'�%�3�� �M�H�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �(�&�+�$�� �V�W�D�Y�O�M�H�Q�� �Q�D�� �O�L�V�W�X�� �V�X�S�V�W�D�Q�F�L�� �N�D�Q�G�L�G�D�W�D�� �R�G�� �Y�H�O�L�N�R�J�� �]�Q�D�þ�D�M�D�� �]�D��
autorizaciju (Candidate List of substances of very high concern for Authorisation). Evropska 
Komisija je u decembru 2018. godine donela Regulativu (EU) 2018/2005 u kojoj je istaknuto da 
�Ä�'�%�3���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���Q�H�S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y���U�L�]�L�N���S�R���O�M�X�G�V�N�R���]�G�U�D�Y�O�M�H���N�D�G�D���V�H���Q�D�O�D�]�L���X���S�O�D�V�W�L�þ�Q�L�P���P�D�W�H�U�L�M�D�O�L�P�D�´ i 
�G�R�G�D�W�Q�R���M�H���R�J�U�D�Q�L�þ�L�O�D���X�S�R�W�U�H�E�X���'�%�3���W�D�N�R���G�D���R�V�L�P���L�J�U�D�þ�D�N�D���L���S�U�R�L�]�Y�R�G�D���]�D���G�H�F�X�����ã�W�R���M�H���Y�H�ü���S�U�H�W�K�R�G�Q�R��
�E�L�O�R���U�H�J�X�O�L�V�D�Q�R�����R�E�X�K�Y�D�W�D���L���R�V�W�D�O�H���S�U�R�L�]�Y�R�G�H���X�]���G�L�U�H�N�W�L�Y�X���G�D���N�R�O�L�þ�L�Q�D���I�W�D�O�D�W�D���Q�H���V�P�H���G�D���S�U�H�O�D�]�L������������
�R�G�� �X�N�X�S�Q�H�� �W�H�å�L�Q�H�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�D�� ��Commission Regulation (EU) 2018/2005������ �2�Y�R�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�H�� �V�H�� �Q�H��
�R�G�Q�R�V�L���V�D�P�R���Q�D���'�%�3���� �Y�H�ü���Q�D���X�N�X�S�D�Q���]�E�L�U�� �þ�H�W�L�U�L���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���N�R�U�L�ã�ü�H�Q�D�� �I�W�D�O�D�W�D�� �X���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�L���S�O�D�V�W�L�þ�Q�L�K��
materijala. 
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�8�S�R�W�U�H�E�D�� �'�%�3�� �X�� �N�R�]�P�H�W�L�þ�N�L�P�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�L�P�D�� �M�H�� �Y�H�ü�� �]�D�E�U�D�Q�M�H�Q�D�� �X�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �]�H�P�D�O�M�D�� �S�R�S�X�W��
Australije i zemalja Evropske Unije (Craig i Ziv-Gal, 2018). 

 

1.6.5. Dibutil -�I�W�D�O�D�W���N�D�R���H�Q�G�R�N�U�L�Q�L���R�P�H�W�D�þ 

�)�W�D�O�D�W�L�� �V�X���� �N�D�R�� �L�� �%�3�$���� �S�U�H�S�R�]�Q�D�W�L�� �N�D�R�� �(�'�&�� �]�D�W�R�� �ã�W�R�� �U�H�P�H�W�H�� �Q�R�U�P�D�O�Q�R�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�V�D�Q�M�H��
�H�Q�G�R�N�U�L�Q�R�J���V�L�V�W�H�P�D�����0�D�U�L�D�Q�D���L���V�D�U������ �������������� �=�E�R�J���W�R�J�D���M�H���'�%�3���Q�D�M�Y�L�ã�H���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q���X���N�R�Q�W�H�N�V�W�X���X�W�L�F�D�M�D��
koji ispoljava na nivou reproduktivnog sistema. Caporossi i saradnici (2021) su merili nivo MBP u 
�X�U�L�Q�X�� �å�H�Q�D�� �L�� �X�N�D�]�D�O�L�� �Q�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �Q�L�Y�R�D�� �0�%�3�� �N�R�G�� �S�D�F�L�M�H�Q�W�N�L�Q�M�D�� �V�D��
�S�R�U�H�P�H�ü�D�M�L�P�D�� �X�� �R�Y�X�O�D�F�L�M�L�� �L�� �H�Q�G�R�N�U�L�Q�L�P�� �S�D�U�D�P�H�W�U�L�P�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�X�� �J�U�X�S�X���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L��
�H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �V�W�X�G�L�M�D�� �V�X�� �X�N�D�]�D�O�L�� �Q�D�� �Y�H�]�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�L�V�X�V�W�Y�D�� �'�%�3�� �X�� �W�H�O�H�V�Q�L�P�� �W�H�þ�Q�R�V�W�L�P�D�� �å�H�Q�D�� �L��
�S�R�M�D�Y�H�� �H�Q�G�R�P�H�W�U�L�R�]�H���� �N�U�D�ü�H�J�� �W�U�D�M�D�Q�M�D�� �W�U�X�G�Q�R�ü�H�� �L�� �S�U�H�Y�U�H�P�H�Q�R�J�� �S�R�U�R�ÿ�D�M�D�� ���0�D�U�L�D�Q�D�� �L�� �V�D�U������ ��������������
�S�U�R�P�H�Q�D�� �X�� �R�Y�D�U�L�M�X�P�V�N�R�M�� �U�H�]�H�U�Y�L���� �E�U�R�M�D�� �R�R�F�L�W�D�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �Y�H�ã�W�D�þ�N�H�� �R�S�O�R�G�Q�M�H�� �L�� �G�U���� �(�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�D��
�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �S�U�R�F�H�Q�L�O�D�� �G�D�� �'�%�3���� �X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �L�]�P�H�U�H�Q�H�� �X�� �O�M�X�G�V�N�L�P�� �W�H�O�H�V�Q�L�P��
�W�H�þ�Q�R�V�W�L�P�D���� �U�H�P�H�W�L�� �I�R�O�L�N�X�O�R�J�H�Q�H�]�X���� �N�D�R�� �L�� �I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�X�� �J�U�D�Q�X�O�R�]�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�� �O�X�W�H�L�Q�V�N�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �M�D�M�Q�L�N�D����
�7�D�þ�Q�L�M�H���� �'�%�3�� �V�P�D�Q�M�X�M�H���Q�L�Y�R�� �(���� �L�� �S�U�R�J�H�V�W�H�U�R�Q�D���� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �Q�L�Y�R�� �K�R�U�P�R�Q�D���N�R�M�L�� �V�W�L�P�X�O�L�ã�H�� �I�R�O�L�N�X�O�H��
(FSH) i smanjuje broj �D�Q�W�U�X�P�V�N�L�K�� �I�R�O�L�N�X�O�D�� �N�R�G�� �å�H�Q�N�L�� �P�L�ã�H�Y�D�� ���&�U�D�L�J�� �L�� �=�L�Y-Gal, 2018). Pored toga, 
�V�W�X�G�L�M�H���V�S�U�R�Y�H�G�H�Q�H���Q�D���P�R�G�H�O�X���P�L�ã�H�Y�D���L���S�D�F�R�Y�D���V�X���S�R�N�D�]�D�O�H���G�D���M�H���L�]�O�D�J�D�Q�M�H���'�%�3���]�D���S�R�V�O�H�G�L�F�X���L�P�D�O�R��
�S�R�M�D�Y�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���U�H�S�U�R�G�X�N�W�L�Y�Q�L�K���D�Q�R�P�D�O�L�M�D���N�R�G���S�R�W�R�P�D�N�D�����&�U�D�L�J���L���=�L�Y-Gal, 2018). Pored navedenih 
studija sprovedenih in vivo���� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��sprovedena u uslovima in vitro �V�X�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �X�J�O�D�Y�Q�R�P�� �E�L�O�D��
fokusirana na ispitivanje efekata DBP na nivou reproduktivnog sistema. Tako je pokazano da DBP 
�X�W�L�þ�H�� �Q�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �6�H�U�W�R�O�L�M�H�Y�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� ���=�K�R�X�� �L�� �V�D�U������ �������������� �V�S�H�U�P�D�W�R�]�R�L�G�D�� ���;�L�H�� �L�� �V�D�U������ ���������D���� �L��
�J�U�D�Q�X�O�R�]�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �M�D�M�Q�L�N�D�� ���$�G�L�U�� �L�� �V�D�U������ ������������ �X�� �X�V�O�R�Y�L�P�D in vitro. Studija sprovedena na kulturi 
�D�Q�W�U�X�P�V�N�L�K�� �I�R�O�L�N�X�O�D�� �P�L�ã�H�Y�D��u uslovima in vitro je pokazala da izlaganje DBP smanjuje rast 
�D�Q�W�U�X�P�V�N�L�K���I�R�O�L�N�X�O�D�����N�D�R���L���G�D���L�V�S�R�O�M�D�Y�D���S�R�Y�H�ü�D�Q�X���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�����5�D�V�P�X�V�V�H�Q���L���V�D�U������������������ 

�(�S�L�G�H�P�L�R�O�R�ã�N�H�� �V�W�X�G�L�M�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�O�H�� �X�W�L�F�D�M�� �I�W�D�O�D�W�D�� �Q�D�� �P�X�ã�N�L�� �U�H�S�U�R�G�X�N�W�L�Y�Q�L�� �V�L�V�W�H�P�� �V�X��
�X�R�þ�L�O�H�� �G�D�� �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �'�%�3�� �S�U�D�ü�H�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �V�H�P�H�Q�H�� �W�H�þ�Q�R�V�W�L��
���5�D�G�N�H�� �L�� �V�D�U������ �������������� �3�R�U�H�G�� �W�R�J�D���� �'�%�3�� �S�R�G�V�W�L�þ�H�� �U�D�]�Y�R�M�� �D�Q�H�X�S�O�R�L�G�L�M�H���� �D�� �X�W�L�þ�H�� �L�� �Q�D�� �P�R�U�I�R�O�R�J�L�M�X����
�P�R�W�L�O�Q�R�V�W�� �L�� �P�R�E�L�O�Q�R�V�W�� �V�S�H�U�P�D�W�R�]�R�L�G�D�� ���0�D�U�L�D�Q�D�� �L�� �V�D�U������ ������������ �5�D�G�N�H�� �L�� �V�D�U������ �������������� �3�U�L�P�H�ü�H�Q�R�� �M�H�� �G�D��
�V�W�X�G�L�M�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �G�H�W�H�N�W�R�Y�D�O�H�� �Q�L�å�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �'�%�3�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�L�ã�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �D�V�R�F�L�M�D�F�L�M�D��
�L�]�P�H�ÿ�X�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �'�%�3�� �L�� �U�H�S�U�R�G�X�N�W�L�Y�Q�L�K�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D�� �R�G�� �V�W�X�G�L�M�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �G�H�W�H�N�W�R�Y�D�O�H�� �Y�L�ã�H��
koncentracije ovog ftalata ���5�D�G�N�H�� �L�� �V�D�U������ �������������� �3�R�U�H�G�� �W�R�J�D���� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �V�W�X�G�L�M�D�� �M�H�� �X�R�þ�L�O�R�� �W�U�H�Q�G�� �S�D�G�D��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �W�H�V�W�R�V�W�H�U�R�Q�D�� �N�R�G�� �P�X�ã�N�D�U�D�F�D�� �V�D�� �U�D�V�W�R�P�� �G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �'�%�3�� �X�� �G�R�]�Q�R-
�]�D�Y�L�V�Q�R�P���P�D�Q�L�U�X�����5�D�G�N�H���L���V�D�U���������������������5�H�]�X�O�W�D�W�L���Q�H�N�R�O�L�N�R���V�W�X�G�L�M�D���V�S�U�R�Y�H�G�H�Q�L�K���Q�D���P�X�å�M�D�F�L�P�D���S�D�F�R�Y�D����
�P�L�ã�H�Y�D���L���]�H�þ�H�Y�D���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���G�D���L�]�O�D�J�D�Q�M�H���'�%�3���V�P�D�Q�M�X�M�H���Q�L�Y�R���W�H�V�W�R�V�W�H�U�R�Q�D���X���V�H�U�X�P�X�����1�D���P�X�å�M�D�F�L�P�D��
�S�D�F�R�Y�D���M�H���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���G�D���'�%�3���L�]�D�]�L�Y�D���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�H���S�R�S�X�W���V�P�D�Q�M�H�Q�H��mase testisa i semenih 
vezikula, degenerativnih promena u testisima, blage hiperplazije Lajdigovih �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �V�H�P�L�Q�L�I�H�U�Q�L�P��
tubulama i degeneracije i atrofije tubula, kao i prisustvo �Y�L�ã�H�M�H�G�D�U�Q�L�K �J�H�U�P�L�Q�D�W�L�Y�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����V�P�D�Q�M�H�Q��
�E�U�R�M�� �L�� �P�R�W�L�O�Q�R�V�W�� �V�S�H�U�P�D�W�R�]�R�L�G�D���� �V�P�D�Q�M�H�Q�X�� �L�O�L�� �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L�� �R�G�V�X�W�Q�X�� �V�S�H�U�P�D�W�R�J�H�Q�H�]�X�� �X�� �Y�H�ü�L�Q�L��
seminifernih tubula i dr. (Czubacka i sar., 2021). 

 

1.6.6. Efekti dibutil -ftalata na nivou kardiovaskularnog sistema 

�7�R�N�V�L�þ�Q�L�� �H�I�H�N�W�L�� �'�%�3�� �Q�D�� �Q�L�Y�R�X�� �H�Q�G�R�N�U�L�Q�R�J�� �L�� �U�H�S�U�R�G�X�N�W�L�Y�Q�R�J�� �V�L�V�W�H�P�D�� �V�X�� �G�H�W�D�O�M�Q�R�� �L�]�X�þ�H�Q�L�� �X��
�R�N�Y�L�U�X�� �P�Q�R�J�R�E�U�R�M�Q�L�K�� �H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �V�W�X�G�L�M�D���� �N�D�R�� �L�� �V�W�X�G�L�M�D��sprovedenih in vivo i in vitro (Foster i 
sar., 2000; Mariana i sar., 2016; Wang i sar., 2019a; Xie i sar., 2019a), dok su efekti ovog ftalata na 
�G�U�X�J�H���V�L�V�W�H�P�H���R�U�J�D�Q�D�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���L���N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�����R�S�L�V�D�Q�L���X���P�D�O�R�P���E�U�R�M�X���V�W�X�G�L�M�D����Uticaj DEHP, 
kao najzastupljenijeg ftalata, na kardiovaskularni sistem je ispitivan u mnogim studijama na 
�P�L�ã�H�Y�L�P�D�����S�D�F�R�Y�L�P�D�����Q�D���K�X�P�D�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D���X uslovima in vitro�����N�D�R���L���X���H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�ã�N�L�P���V�W�X�G�L�M�D�P�D, i 
�X�V�W�D�Q�R�Y�O�M�H�Q�D���M�H���N�R�U�H�O�D�F�L�M�D���L�]�P�H�ÿ�X���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���R�Y�R�P���I�W�D�O�D�W�X���L���U�D�]�Y�R�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�H�����L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�H��
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i ateroskleroze (Chang i sar., 2021). Sa druge strane, podaci o DBP u kontekstu endotelne 
disfunkcije i ateroskleroze su oskudni. �0�H�ÿ�X�W�L�P�����V�Y�H���Y�H�ü�L���E�U�R�M���V�W�X�G�L�M�D���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���W�R���G�D���'�%�3���P�R�å�H��
�G�D�� �X�W�L�þ�H�� �Q�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�R�J�� �V�L�V�W�H�P�D�� �L�� �G�D�� �P�R�å�H�� �G�D�� �S�R�Y�H�ü�D�� �X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�� �.�9�%�� ���0�D�U�L�D�Q�D�� �L��
�&�D�L�U�U�D�R�������������������5�H�]�X�O�W�D�W�L���H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�ã�N�L�K���V�W�X�G�L�M�D���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���S�R�]�L�W�L�Y�Q�X���N�R�U�H�O�D�F�L�M�X���L�]�P�H�ÿ�X���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L��
�I�W�D�O�D�W�L�P�D���L���U�D�]�Y�R�M�D���D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H���L���.�9�%���S�R�S�X�W���L�V�K�H�P�L�M�V�N�H���E�R�O�H�V�W�L���V�U�F�D���L���E�R�O�H�V�W�L���V�U�þ�D�Q�L�K���D�U�W�H�U�L�M�D���N�D�N�R��
�N�R�G���V�W�D�U�L�M�L�K�����W�D�N�R���L���N�R�G���P�O�D�ÿih ispitanika (Lind i Lind, 2012; Wiberg i sar., 2014; Su i sar., 2019a; 
���������E���� �:�D�Q�J�� �L�� �V�D�U������ �������������� �0�H�ÿ�X�� �U�H�W�N�L�P�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�L�P�� �G�R�N�D�]�L�P�D�� �R�� �ã�W�H�W�Q�L�P�� �H�I�H�N�W�L�P�D�� �'�%�3�� �Q�D��
kardiovaskularni sistem su rezultati koje su objavili Wang i saradnici. Oni su ukazali na to da 
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �'�%�3�� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�U�L�V�X�W�Q�H�� �X�� �å�L�Y�R�W�Q�R�M�� �V�U�H�G�L�Q�L�� �X�W�L�þ�X�� �Q�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �D�N�X�P�X�O�D�F�L�M�X�� �O�L�S�L�G�D�� �X��
humanim makrofag�L�P�D�� ���:�D�Q�J�� �L�� �V�D�U������ �������������� �ã�W�R�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�L�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �D�W�H�U�R�V�N�O�H�U�R�]�H�� �N�R�M�D�� �S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�R��
�Y�R�G�L�� �N�D�� �.�9�%���� �2�V�L�P�� �W�R�J�D���� �S�R�V�W�R�M�H�� �V�W�X�G�L�M�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �X�N�D�]�D�O�H�� �Q�D�� �X�]�U�R�þ�Q�R-�S�R�V�O�H�G�L�þ�Q�L�� �R�G�Q�R�V�� �L�]�P�H�ÿ�X��
�S�U�L�V�X�V�W�Y�D�� �P�H�W�D�E�R�O�L�W�D�� �'�%�3�� �L�� �G�U�X�J�L�K�� �I�W�D�O�D�W�D�� �X�� �V�H�U�X�P�X�� �L�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�R�J�� �V�L�Q�G�U�R�P�D�� �N�R�M�L�� �R�E�X�K�Y�D�W�D�� �J�U�X�S�X��
�S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D�� �S�R�S�X�W�� �L�Q�V�X�O�L�Q�V�N�H�� �U�H�]�L�V�W�H�Q�F�L�M�H���� �G�L�V�O�L�S�L�G�H�P�L�M�H���� �K�L�S�H�U�W�H�Q�]�L�M�H�� �L�� �J�R�M�D�]�Q�R�V�W�L�� ���S�U�H�J�O�H�G�Q�L�� �U�D�G��
�0�D�U�L�D�Q�D���L���&�D�L�U�U�D�R�������������������D���N�R�M�L���V�S�D�G�D�M�X���P�H�ÿ�X���Q�D�M�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�H���I�D�N�W�R�U�H���U�L�]�L�N�D���]�D���U�D�]�Y�R�M���.�9�%���� 

Broj studija sprovedenih �Q�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D u uslovima in vitro koje su za cilj imale 
�L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� �X�W�L�F�D�M�D�� �I�W�D�O�D�W�D�� �Q�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �R�Y�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �M�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q���� �7�D�N�R�� �S�R�V�W�R�M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L��
�S�R�G�D�F�L�� �R�� �X�W�L�F�D�M�X�� �'�(�+�3�� �L�� �Q�M�H�J�R�Y�R�J�� �P�H�W�D�E�R�O�L�W�D���� �G�R�N�� �V�X�� �S�R�G�D�F�L�� �R�� �X�W�L�F�D�M�X�� �'�%�3�� �]�Q�D�W�Q�R�� �U�H�ÿ�L���� �3�U�H�P�D��
�G�R�V�W�X�S�Q�R�M���O�L�W�H�U�D�W�X�U�L���� �H�I�H�N�D�W���'�%�3���M�H���G�R���V�D�G�D���S�U�D�ü�H�Q���Q�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D���N�U�Y�Q�L�K���V�X�G�R�Y�D�� �U�R�å�Q�M�D�þ�H��
(Krüger i sar., 2012) i endometrijuma (Bredhult i sar., 2007). Tako su Krüger i saradnici (2012) 
�S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�V�N�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �U�R�å�Q�M�D�þ�H�� �%���*������ �'�%�3�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�H��
�S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���� �N�D�R�� �L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �L�Q�W�H�U�O�H�X�N�L�Q�D�� �,�/-1, IL-8 i IL-6. 
�%�U�H�G�K�X�O�W�� �L�� �V�D�U�D�G�L�Q�L�F�L�� �������������� �V�X�� �Q�D�� �O�L�Q�L�M�L�� �K�X�P�D�Q�L�K�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�U�Y�Q�L�K�� �V�X�G�R�Y�D�� �H�Q�G�R�P�H�W�U�L�M�X�P�D��
�S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �'�%�3�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X�� �ü�H�O�L�M�D���� �8�� �Q�D�ã�R�M�� �Q�H�G�D�Y�Q�R�� �R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�R�M�� �V�W�X�G�L�M�L�� �V�P�R�� �S�U�L�N�D�]�D�O�L��
�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �K�X�P�D�Q�H�� �P�D�N�U�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�H�� �ü�H�O�L�M�V�N�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �(�$���K�\��������
�Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �'�%�3�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G�� �þ�H�W�L�U�L�� �Q�H�G�H�O�M�H���� �N�D�R�� �L�� �E�L�R�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�þ�N�X�� �R�E�U�D�G�X��
�G�R�E�L�M�H�Q�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D���X���F�L�O�M�X���L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�H���V�L�J�Q�D�O�Q�L�K���S�X�W�H�Y�D�����P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�K���I�X�Q�N�F�L�M�D�����E�L�R�O�R�ã�N�L�K���S�U�R�F�H�V�D���L��
�E�R�O�H�V�W�L�� �N�R�G�� �þ�R�Y�H�N�D�� �N�R�M�H�� �V�H�� �P�R�J�X�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �X�� �Y�H�]�X�� �V�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�P�� �'�%�3���� �)�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �W�H�V�W�R�Y�L�P�D�� �M�H��
�X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���G�D���'�%�3���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���D�G�K�H�]�L�M�X �ü�H�O�L�M�D���]�D���(�&�0 i da �V�P�D�Q�M�X�M�H���P�L�J�U�D�F�L�M�X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����N�D�R���L��
�G�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D��nivo iRNK za integrine. �,�G�H�Q�W�L�I�L�N�R�Y�D�Q�H�� �V�X�� �W�U�L�� �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�H�� �N�D�W�H�J�R�U�L�M�H�� �E�R�O�H�V�W�L�� �N�R�M�H�� �V�H��
mogu dovesti u vezu sa izlaganjem DBP i vaskularnom disfunkcijom: kardiovaskularne bolesti, 
�F�H�U�H�E�U�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�H���E�R�O�H�V�W�L���L���E�R�O�H�V�W�L���L�P�X�Q�V�N�R�J���V�L�V�W�H�P�D�����þ�L�P�H���M�H���S�U�Y�L���S�X�W���S�R�N�D�]�D�Q�R���G�D���L�]�O�D�J�D�Q�M�H���'�%�3��
�S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���I�D�N�W�R�U���U�L�]�L�N�D���]�D���S�R�M�D�Y�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���E�R�O�H�V�W�L���V�D���Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�R�P���H�W�L�R�O�R�J�L�M�R�P�����6�W�D�Q�L�F���L���V�D�U��������������������
�-�R�ã���M�H�G�D�Q���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���S�R�G�D�W�D�N���R���H�I�H�N�W�L�P�D���'�%�3���Q�D���Q�L�Y�R�X���K�X�P�D�Q�L�K���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���G�R�O�D�]�L���L�]���U�H�]�X�O�W�D�W�D��
�V�W�X�G�L�M�H���.�R�Q�J���L���V�D�U�D�G�Q�L�N�D�����������������N�R�M�L���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���G�D���D�N�X�W�Q�R���L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P��
koncentracijama DBP dovodi do �S�R�Y�H�ü�D�Qog stvaranja i �O�X�þ�H�Q�M�D MCP-�����X���ü�H�O�L�M�V�N�L���P�H�G�L�M�X�P�����D���N�R�M�L���M�H��
�]�D�W�L�P���N�R�U�L�ã�ü�H�Q���N�D�R���K�H�P�R�D�W�U�D�N�W�D�Q�W���]�D���U�H�J�U�X�W�R�Y�D�Q�M�H���K�X�P�D�Q�L�K��monocita THP-1. 

�'�R���V�D�G�D���Q�L�M�H���R�S�L�V�D�Q���W�D�þ�D�Q���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���W�R�N�V�L�þ�Q�R�J�� �X�W�L�F�D�M�D���'�%�3���Q�D���U�D�]�Y�R�M���L�� �S�U�R�J�U�H�V�L�M�X���.�9�%���L��
ostalih bolesti koje nastaju usled disfunkcije vaskularnog endotela. Osim jedne studije koja je 
�L�V�S�L�W�L�Y�D�O�D�� �H�I�H�N�W�H�� �'�%�3�� �Q�D�� �S�R�M�D�Y�X�� �K�L�S�H�U�W�H�Q�]�L�M�H�� �N�R�G�� �P�L�ã�H�Y�D�� ���;�L�H�� �L�� �V�D�U������ ���������E������ �J�R�W�R�Y�R�� �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L��
nedostaju podaci iz studija sprovedenih in vivo i in vitro koji bi objasnili mehanizam delovanja DBP 
na vaskularni endotel, a to znanje je neophodno radi razumevanja efekata i opasnosti izlaganja 
vaskularnog sistema ovom ftalatu. Prethodnim radom (Stanic i sar., 2022) �V�P�R�� �W�H�N�� �Ä�]�D�J�U�H�E�D�O�L��
�S�R�Y�U�ã�L�Q�X�³���R�Y�H���W�H�P�H�����W�H���X�W�L�F�D�M���'�%�3���Q�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H���L���Q�M�L�K�R�Y�X���I�X�Q�N�F�L�M�X���R�V�W�D�M�H���Q�H�S�R�]�Q�D�W�����6�W�R�J�D���V�H��
�X�R�þ�D�Y�D���M�D�V�Q�D���S�R�W�U�H�E�D���]�D���V�Y�H�R�E�X�K�Y�D�W�Q�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���N�R�M�L�P�D���E�L���V�H���L�V�S�L�W�D�R���X�W�L�F�D�M���'�%�3���Q�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H��
�ü�H�O�L�M�H�����V�D���S�R�V�H�E�Q�L�P���D�N�F�H�Q�W�R�P���Q�D��dugotrajno �L�]�O�D�J�D�Q�M�H���ü�H�O�L�M�D���Q�L�V�N�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���'�%�3���N�R�M�H���L�P�D��
�]�D���F�L�O�M���G�D���X���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�L�P���X�V�O�R�Y�L�P�D���L�P�L�W�L�U�D���U�H�D�O�Q�X���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W���S�U�R�V�H�þ�Q�R�J���þ�R�Y�H�N�D�����3�R�U�H�G���W�R�J�D�����G�R��
�V�D�G�D���Q�L�V�X���R�S�L�V�D�Q�L���V�L�J�Q�D�O�Q�L���S�X�W�H�Y�L���N�R�M�L���V�H���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X���X���K�X�P�D�Q�L�P���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D���Q�D�N�R�Q���L�]�O�D�J�D�Q�M�D��
�'�%�3�����2�Y�D�N�Y�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���E�L���G�R�S�U�L�Q�H�O�D���S�U�R�ã�L�U�L�Y�D�Q�M�X���V�D�]�Q�D�Q�M�D���R���H�I�H�N�W�L�P�D���N�R�M�H���R�Y�D�M���I�W�D�O�D�W���L�V�S�R�O�M�D�Y�D���Q�D��
nivou humanog endotela i kardiovaskularnog sistema u celini. 
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2. Ciljevi  

U ovoj doktorskoj disertaciji su ispitivani efekti dugotrajnog i kratkotrajnog izlaganja 
�K�X�P�D�Q�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�V�N�H���O�L�Q�L�M�H���(�$���K�\���������R�G�D�E�U�D�Q�L�P �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L���U�H�O�H�Y�D�Q�W�Q�L�P koncentracijama BPA 
�L���'�%�3�����6���W�L�P���X���Y�H�]�L�����S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D���V�X���þ�H�W�L�U�L���F�L�O�M�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� 

 Ispitati efekat dugotrajnog izlaganja odabranim koncentracijama BPA na funkcijske i 
molekulske odgovore �K�X�P�D�Q�L�K�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �(�$���K�\������: �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W, 
�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�Q�R�F�L�W�D���� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q���� �P�L�J�U�D�F�L�M�D �ü�H�O�L�M�D, propustljivost, stvaranje ROS i NO, 
relativna ekspresija gena za ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin, proteine �N�O�M�X�þ�Qe u vezivanju monocita, 
kao i eNOS, enzima odgovornog za sintezu NO, ekspresija okludina i ZO-1, proteina koji imaju 
�X�O�R�J�X���X���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X���L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D���S�R�O�X�S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���E�D�U�L�M�H�U�H�� 

 Ispitati efekat kratkotrajnog izlaganja odabranim koncentracijama BPA na funkcijske i 
molekulske odgovore �K�X�P�D�Q�L�K�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �(�$���K�\������: �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W����
�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�Q�R�F�L�W�D���� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q���� �P�L�J�U�D�F�L�M�D �ü�H�O�L�M�D, propustljivost, stvaranje ROS i NO, 
relativna ekspresija gena za ICAM-1, VCAM-1, E-selektin i eNOS, kao i relativna ekspresija i 
aktivacija MMP-1, MMP-2 i MMP-9, enzima �N�R�M�L���X�þ�H�V�W�Y�X�M�X���X���G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�L��ECM �L���W�L�P�H���R�P�R�J�X�ü�X�M�X 
�P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D, ekspresija okludina i ZO-1. Poseban akcenat je stavljen na ispitivanje 
uloge receptora ER i GPER i signalnih puteva PI3K/Akt i ERK1/2 u stvaranju NO. 

 Ispitati efekat dugotrajnog izlaganja odabranim koncentracijama DBP na funkcijske i 
molekulske odgovore �K�X�P�D�Q�L�K�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �(�$���K�\����������me�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W����
vezivanje monocita, vezivanje �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q���� �P�L�J�U�D�F�L�M�D �ü�H�O�L�M�D, propustljivost, stvaranje ROS i NO, 
angiogeneza u uslovima in vitro, relativna ekspresija gena za ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin, kao i 
eNOS i VEGFR-2, VEGF-A i VE-kadherin koji imaju ulogu u angiogenezi, ekspresija okludina i 
ZO-1. 

 Ispitati efekat kratkotrajnog izlaganja odabranim koncentracijama DBP na funkcijske i 
molekulske odgovore humanih �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D EA.hy926: �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W����
�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�Q�R�F�L�W�D���� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q���� �P�L�J�U�D�F�L�M�D �ü�H�O�L�M�D, propustljivost, stvaranje ROS i NO, 
angiogeneza u uslovima in vitro, relativna ekspresija gena za ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin, 
eNOS, VEGFR-2, VEGF-A i VE-kadherin, kao i relativna ekspresija i aktivacija MMP-1, MMP-2 i 
MMP-9, ekspresija okludina i ZO-1. Poseban akcenat je stavljen na ispitivanje uloge receptora ER i 
GPER i signalnih puteva PI3K/Akt i ERK1/2 u stvaranju NO.  
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3. Materijal i i metode 

3.1. Hemikalije  

�%�3�$�����K�H�P�L�M�V�N�D���þ�L�V�W�R�ü�D���•�������������'�%�3�����K�H�P�L�M�V�N�D���þ�L�V�W�R�ü�D���•�������������'�X�O�E�H�F�F�R�
�V���0�R�G�L�I�L�H�G���(�D�J�O�H�
�V��
Medium (DMEM) sa 4 mM L-glutaminom i 4,5 g/L glukoze, medijum RPMI-1640 sa 2 mM L-
glutaminom, 25 mM puferom HEPES (N-2-hidroksietilpiperazin-N-2-etansulfonska kiselina) i 4,5 
g/L glukoze, rastvor penicilina (10.000 IU/mL) i streptomicina (10 mg/mL), sulforodamin B (SRB), 
�W�U�L�K�O�R�U�V�L�U�ü�H�W�Q�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� ���7�&�$������ �G�L�P�H�W�L�O-sulfoksid (DMSO), natrijumdodecil-sulfat (eng. sodium 
dodecyl sulfate, SDS), natrijum-azid, natrijum-deoksiholat, natrijum-piruvat, natrijum-fluorid, 
natrijum-�R�U�W�R�Y�D�Q�D�G�D�W���� �H�W�L�O�H�Q�G�L�D�P�L�Q�W�H�W�U�D�V�L�U�ü�H�W�Q�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� ���(�'�7�$������ ������������ �U�D�V�W�Y�R�U�� �W�U�L�S�V�L�Q-EDTA, 
�D�O�E�X�P�L�Q���L�]���J�R�Y�H�ÿ�H�J���V�H�U�X�P�D�����H�Q�J����bovine serum albumin�����%�6�$�������å�H�O�D�W�L�Q���S�R�U�H�N�O�R�P���L�]���V�Y�L�Q�M�V�N�H���N�R�å�H����
�U�D�V�W�Y�R�U�� �+�D�Q�N�V�¶�� �%�D�O�D�Q�F�H�G�� �6�D�O�W�� ���+�%�6�6������ �I�O�X�R�U�H�V�F�H�L�Q-izotiocijanat (FITC)-dekstran (FD40, Mw 40 
�N�'�D���������•�����•-dihlorodihidrofluorescein-diacetat (H2�'�&�)�'�$�������I�L�E�U�R�Q�H�N�W�L�Q���L�]���J�R�Y�H�ÿ�H���S�O�D�]�P�H���������P�J���P�/��
u 0,05 M puferu Tris, pH 7,5), Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250, Triton X-100, inhibitori 
proteaza Roche Complete EDTA-�I�U�H�H���� �1�&-nitro-L-arginin-metil-estar (L-NAME), ICI 182,780, 
U0126, i vortmanin su nabavljeni od Sigma-�$�O�G�U�L�F�K�� �&�K�H�P�L�H�� �*�P�E�+�� ���6�W�H�L�Q�K�H�L�P���� �1�H�P�D�þ�N�D������ �2�G��
Lonza (Walkersville, MD, SAD) je nabavljen 0,4% rastvor tripan plavog (eng. Trypan blue) u 
�������������1�D�&�O�����6�W�H�U�L�O�Q�L���I�H�W�D�O�Q�L���J�R�Y�H�ÿ�L���V�H�U�X�P�����H�Q�J����fetal bovine serum, FBS), HEPES, suplement HAT 
(5 mM natrijum-hipoksantin, 20 µM aminopterin, 0,8 mM timidin), TNF-�.���� �N�D�O�F�H�L�Q AM, Pierce 
BCA Protein Assay Kit, SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, SeeBlue Plus2 
Pre-stained Protein Standard, reagens TRIzol i reagens alamarBlue�Œ Cell Viability su kupljeni od 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, SAD). NZYol, reagens za izolovanje RNK, je kupljen od 
NZYTech (Lisabon, Portugalija). High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit za reverznu 
transkripciju i Power SYBR Green PCR Master Mix za RT-qPCR su nabavljeni od Applied 
Biosystems (Foster City, CA, SAD). Inhibitor G-15 je kupljen od Tocris/Bio-Techne (Minneapolis, 
MN, SAD), dok je Cultrex Reduced Growth Factor Basement Membrane Extract, PathClear kupljen 
od R&D Systems/Bio-�7�H�F�K�Q�H�����0�L�Q�Q�H�D�S�R�O�L�V�����0�1�����6�$�'�������3�U�L�P�D�U�Q�R���]�H�þ�M�H���S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�R���D�Q�W�L�W�H�O�R���S�U�R�W�L�Y��
�H�1�2�6���M�H���Q�D�E�D�Y�O�M�H�Q�R���R�G���)�L�Q�H�7�H�V�W�����:�X�K�D�Q�����.�L�Q�D�������G�R�N���M�H���S�U�L�P�D�U�Q�R���]�H�þ�M�H���P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�R���D�Q�W�L�W�H�O�R���S�U�R�W�L�Y��
fosfo-�H�1�2�6�� ���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �G�H�W�H�N�W�X�M�H�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�X�� �H�1�2�6�� �Q�D�� �S�R�]�L�F�L�M�L�� �6�H�U������������ �R�G�� �,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q-Thermo 
�)�L�V�K�H�U�� �6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�� ���:�D�O�W�K�D�P���� �0�$���� �6�$�'������ �3�U�L�P�D�U�Q�D�� �]�H�þ�M�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �D�Q�W�L�W�H�O�D�� �S�U�R�W�L�Y�� �I�R�V�I�R-Akt 
(Ser473), Akt i fosfo-�S������������ �0�$�3�.�� ���(�5�.���������� �L�� �S�U�L�P�D�U�Q�R�� �]�H�þ�M�H�� �P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�R�� �D�Q�W�L�W�H�O�R�� �S�U�R�W�L�Y 
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH) su kupljeni od Cell Signaling Technology 
���'�D�Q�Y�H�U�V���� �0�$���� �6�$�'������ �3�U�L�P�D�U�Q�R�� �P�L�ã�M�H�� �P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�R�� �D�Q�W�L�W�H�O�R�� �S�U�R�W�L�Y�� �R�N�O�X�G�L�Q�D�� �L�� �]�H�þ�M�H�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�R��
antitelo protiv ERK2 su kupljeni od Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, SAD), dok je primarno 
kozje monoklonsko antitelo protiv ZO-1 od Abcam (Cambridge, UK). Sekundarna antitela vezana 
�]�D�� �S�H�U�R�N�V�L�G�D�]�X�� �U�H�Q�D���� �L�� �W�R�� �S�U�R�W�L�Y�� �P�L�ã�M�L�K���� �]�H�þ�M�L�K�� �L�� �N�R�]�M�L�K�� �S�U�L�P�D�U�Q�L�K�� �D�Q�W�L�W�H�O�D���� �V�X�� �N�X�S�O�M�H�Q�D�� �R�G�� �%�L�R-Rad 
(Hercules, CA, SAD). VECTASHIELD® PLUS Antifade Mounting Medium with DAPI nabavljen 
je od Vector Laboratories (Newark, CA, SAD). �2�V�W�D�O�H���K�H�P�L�N�D�O�L�M�H���V�X���E�L�O�H���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H���þ�L�V�W�R�ü�H��  

 

3.2. �*�D�M�H�Q�M�H���ü�H�O�L�M�D���X���N�X�O�W�X�U�L 

3.2.1. �û�H�O�L�M�V�N�D���O�L�Q�L�M�D��EA.hy926  

�û�H�O�L�M�V�N�D���O�L�Q�L�M�D���Q�D���N�R�M�R�M���M�H���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q��uticaj kratkotrajnog (akutnog) i dugotrajnog ���K�U�R�Q�L�þ�Q�R�J����
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D���%�3�$���L���'�%�3���M�H���N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���O�L�Q�L�M�D���(�$���K�\������ (ATCC® CRL-2922, www.atcc.org), 
�Q�D�V�W�D�O�D�� �I�X�]�L�M�R�P�� �+�8�9�(�&�� �V�D�� �N�O�R�Q�R�P�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�H�� �ü�H�O�L�M�V�N�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �K�X�P�D�Q�R�J�� �D�G�H�Q�R�N�D�U�F�L�Q�R�P�D�� �S�O�X�ü�D��
A549 rezistentnim na tioguanin nakon izlaganja polietilen-glikolu (Edgell i sar., 1983). EA.hy926 
�ü�H�O�L�M�H�� ���V�O�L�N�D�� ���������� �V�X�� �S�R�� �P�R�U�I�R�O�R�J�L�M�L�� �H�S�L�W�H�O�Q�H���� �D�G�K�H�U�H�Q�W�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H�� �N�R�M�H�� �S�U�L�� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�M�� �J�X�V�W�L�Q�L�� �I�R�U�P�L�U�D�M�X��
�N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�L�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M���� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H�� �L�V�S�R�O�M�D�Y�D�M�X�� �P�R�U�I�R�O�R�ã�N�H���� �I�H�Q�R�W�L�S�V�N�H�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�M�V�N�H��
karakteristike humanih makrovaskularnih endotelnih �ü�H�O�L�M�D�� ��Edgell i sar., 1990; Ahn i sar., 1995), 
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�D�O�L���]�D���U�D�]�O�L�N�X���R�G���S�U�L�P�D�U�Q�L�K���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���L�P�D�M�X���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W���G�D���V�H���Q�H�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�R���G�H�O�H���L���S�U�R�O�L�I�H�U�L�ã�X����
te stoga predstavljaju pogodan model za ispitivanja funkcijskih i molekulskih promena na 
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D���X uslovima in vitro�����Q�D�U�R�þ�L�W�R���W�R�N�R�P���G�X�å�H�J���Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�J���S�H�U�L�R�G�D�� 

 

Slika 3.1. �,�]�J�O�H�G���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���S�R�G���L�Q�Y�H�U�W�Q�L�P���V�Y�H�W�O�R�V�Q�L�P���P�L�N�U�R�V�N�R�S�R�P�� 
�û�H�O�L�M�H���V�X���N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�H�����$�����a���������L�����%�����a�������� 

 
 

�(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H���V�X���J�D�M�H�Q�H���X���V�W�H�U�L�O�Q�L�P���I�O�D�V�N�R�Y�L�P�D���N�D�R��jednoslojna kultura u DMEM sa 4,5 
g/L glukoze i 4 mM L-glutaminom kome su dodavane �V�O�H�G�H�ü�H�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H���� �������� �)�%�6���� ������
penicilin-streptomicin, 1,5 g NaHCO3, 0,11 g/L natrijum-piruvat, 10 mM HEPES i 4% HAT. 
�0�H�G�L�M�X�P���V�D���V�Y�L�P���G�R�G�D�W�L�P���N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�D�P�D���ü�H���V�H���X���G�D�O�M�H�P���W�H�N�V�W�X���Q�D�]�L�Y�D�W�L���N�R�P�S�O�H�W�Q�L�P���P�H�G�L�M�X�P�R�P����
�û�H�O�L�M�H���V�X���]�D���S�R�W�U�H�E�H���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D��uticaja dugotrajnog izlaganja �J�D�M�H�Q�H���X���V�W�H�U�L�O�Q�L�P���I�O�D�V�N�R�Y�L�P�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H��
25 cm2 (T-25), dok su za potrebe kratkotrajnih �W�U�H�W�P�D�Q�D���J�D�M�H�Q�H���X���V�W�H�U�L�O�Q�L�P���I�O�D�V�N�R�Y�L�P�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H��������
cm2 (T-���������� �û�H�O�L�M�H���X�� �I�O�D�V�N�R�Y�L�P�D�� �V�X�� �J�D�M�H�Q�H�� �X�� �&�22 inkubatoru, u strogo kontrolisanim uslovima, na 
temperaturi od 37 °C�����X���Y�O�D�å�Q�R�M���D�W�P�R�V�I�H�U�L���V�D���������&�22�����0�H�G�L�M�X�P���M�H���P�H�Q�M�D�Q���V�Y�D�N�D���W�U�L���L�O�L���þ�H�W�L�U�L���G�D�Q�D����
�W�R�N�R�P�� �S�D�V�D�å�L�U�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D���� �û�H�O�L�M�H�� �V�X�� �S�D�V�D�å�L�U�D�Q�H�� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �]�D�X�]�L�P�D�O�H�� �����±�������� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �I�O�D�V�N�D����
�3�D�V�D�å�L�U�D�Q�M�H���M�H���]�D�S�R�þ�L�Q�M�D�Q�R���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�P���P�H�G�L�M�X�P�D���L�]���I�O�D�V�N�D���L���L�V�S�L�U�D�Q�M�H�P �ü�H�O�L�M�D���V�D���������P�/���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�J��
rastvora puferisanog fosfatnim puferom (eng. phosphate-buffered saline, PBS; 140 mM NaCl, 27 
mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4) u cilju uklanjanja ostataka medijuma i FBS 
�N�R�M�L���V�D�G�U�å�L���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�H���W�U�L�S�V�L�Q�D�����8���F�L�O�M�X���R�G�O�H�S�O�M�L�Y�D�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D���V�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���I�O�D�V�N�D���G�R�G�D�Y�D�Q�R���M�H�������L�O�L�������P�/��
0,25% rastvora tripsin-�(�'�7�$���������P�/���N�D�G�D���V�X���ü�H�O�L�M�H���J�D�M�H�Q�H���X���I�O�D�V�N�R�Y�L�P�D���7-25, odnosno 2 mL kada 
su gajene u flaskovima T-���������� �X�� �N�R�P�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� ���� �P�L�Q�� �Q�D�� ����°C���� �1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �V�H�� �ü�H�O�L�M�H��
�R�G�O�H�S�L�O�H�����X���I�O�D�V�N���M�H���G�R�G�D�Y�D�Q�D�����������S�X�W�D���Y�H�ü�D���]�D�S�U�H�P�L�Q�D���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���P�H�G�L�M�X�P�D���R�G���S�R�þ�H�W�Q�H���]�D�S�U�H�P�L�Q�H��
rastvora tripsin-EDTA, dakle 2,5 mL kompletnog medijuma u flask T-25, odnosno 5 mL u flask T-
�������� �6�X�V�S�H�Q�]�L�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �M�H�� �S�R�W�R�P�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�]�R�Y�D�Q�D�� �S�U�R�Y�O�D�þ�H�Q�M�H�P�� �N�U�R�]�� �S�L�S�H�W�X�� �Y�L�ã�H�� �S�X�W�D���� �D�� �]�D�W�L�P��
prebacivana u tubu i centrifugirana 5 min na 400 xg. Supernatant je potom uklanjan iz tube, a talog 
�ü�H�O�L�M�D���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�R�Y�D�Q���X���V�Y�H�å�H�P���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�P���P�H�G�L�M�X�P�X���������P�/���N�D�G�D���V�X���ü�H�O�L�M�H���J�D�M�H�Q�H���X���I�O�D�V�N�R�Y�L�P�D���7-
25, odnosno 10 mL kada su gajene u flaskovima T-�����������%�U�R�M���ü�H�O�L�M�D���X���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�L���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q���M�H���W�H�V�W�R�P��
TBE (eng. trypan blue exclusion assay���� �N�R�M�L�� �V�H�� �]�D�V�Q�L�Y�D�� �Q�D�� �W�R�P�H�� �G�D�� �P�U�W�Y�H�� �L�O�L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H�� �N�R�G��
�N�R�M�L�K���M�H���Q�D�U�X�ã�H�Q���L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W���ü�H�O�L�M�V�N�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���X�V�Y�D�M�D�M�X���U�D�V�W�Y�R�U���W�U�L�S�D�Q���S�O�D�Y�R�J���S�U�L���þ�H�P�X���V�H���E�R�M�H�����G�R�N��
�å�L�Y�H���Y�L�W�D�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H���R�V�W�D�M�X���Q�H�R�E�R�M�H�Q�H�����5�D�V�W�Y�R�U���W�U�L�S�D�Q���S�O�D�Y�H���E�R�M�H�����������������L���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�D���ü�H�O�L�M�D���P�H�ã�D�Q�L���V�X���X��
�R�G�Q�R�V�X�������������D���S�R�W�R�P���M�H���L�]�G�Y�D�M�D�Q���D�O�L�N�Y�R�W���E�R�M�H�Q�H���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H���R�G���������—�/���L���Q�D�Q�R�ã�H�Q���X���R�E�H���1�R�M�E�D�X�H�U�R�Y�H��
komore (eng. Neubauer chamber�����K�H�P�R�F�L�W�R�P�H�W�U�D�����ä�L�Y�H���ü�H�O�L�M�H���V�X���E�U�R�M�D�Q�H���X���$���N�Y�D�G�U�D�W�L�P�D���N�R�P�R�U�D���S�U�L��
�X�Y�H�ü�D�Q�M�X�� �������[�� �Q�D�� �L�Q�Y�H�U�W�Q�R�P�� �V�Y�H�W�O�R�V�Q�R�P�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�X���� �%�U�R�M�� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� ���� �P�/�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H�� �M�H�� �G�R�E�L�M�D�Q��
�P�Q�R�å�H�Q�M�H�P�� �V�U�H�G�Q�M�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �E�U�R�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �R�E�H�� �N�R�P�R�U�H���� �U�D�]�E�O�D�å�H�Q�M�D�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H�� �]�D�� �E�U�R�M�D�Q�M�H�� �L�� ����4. 
�7�R�N�R�P���L�]�U�D�G�H���G�L�V�H�U�W�D�F�L�M�H���M�H���Q�D�E�D�Y�O�M�H�Q���D�X�W�R�P�D�W�V�N�L���E�U�R�M�D�þ���/�X�Q�D���,�,�����W�H���M�H���W�H�V�W���7�%�(���U�D�ÿ�H�Q���S�R�P�R�ü�X���R�Y�R�J��
�E�U�R�M�D�þ�D���W�D�N�R���ã�W�R���M�H���D�O�L�N�Y�R�W���E�R�M�H�Q�H���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H���R�G���������—�/���Q�D�Q�R�ã�H�Q���Q�D���S�O�R�þ�L�F�X���]�D���E�U�R�M�D�Q�M�H�����$�X�W�R�P�D�W�V�N�L�P��
�E�U�R�M�D�þ�H�P���M�H���S�R�W�R�P���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q���E�U�R�M���å�L�Y�L�K���ü�H�O�L�M�D���X�������P�/���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H�����N�D�R���L���S�U�R�F�H�Q�D�W���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�����3�R�V�O�H��
brojanja je u flaskove T-25 prebacivano po 0,45 x 106 �ü�H�O�L�M�D�����]�D���þ�H�W�L�U�L���G�D�Q�D���X���N�X�O�W�X�U�L�����L�O�L�������������[������6 
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�ü�H�O�L�M�D�����]�D���W�U�L���G�D�Q�D���X���N�X�O�W�X�U�L�����X���X�N�X�S�Q�R�M���]�D�S�U�H�P�L�Q�L���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���P�H�G�L�M�X�P�D���R�G�������P�/�����8���I�O�D�V�N�R�Y�L�P�D���7-
������ �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �J�D�M�H�Q�H�� �]�D��potrebe dugotrajnog izlaganja �ü�H�O�L�M�D�� �%�3�$�� �L�� �'�%�3���� �W�H�� �V�X�� �Q�D�U�H�G�Q�D�� ���� �K�� �ü�H�O�L�M�H��
�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�H�� �X�� �L�Q�N�X�E�D�W�R�U�X�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �]�D�O�H�S�L�O�H�� �]�D�� �G�Q�R�� �I�O�D�V�N�D���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�X�� �G�R�G�D�Y�D�Q�L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L��
�W�U�H�W�P�D�Q�L�� �S�U�H�P�D�� �S�U�R�W�R�N�R�O�X�� �R�S�L�V�D�Q�R�P�� �X�� �S�R�W�S�R�J�O�D�Y�O�M�X�� �������������� �3�R�V�O�H�� �E�U�R�M�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �S�R�W�U�H�E�H��
�N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �%�3�$�� �L�� �'�%�3�� �M�H�� �X�� �I�O�D�V�N�R�Y�H�� �7-75 prebacivano po 1,5 x 106 �ü�H�O�L�M�D�� ���]�D��
�þ�H�W�L�U�L���G�D�Q�D���X���N�X�O�W�X�U�L�����L�O�L�����������[������6 �ü�H�O�L�M�D�����]�D���W�U�L���G�D�Q�D���X���N�X�O�W�X�U�L���� 

 

3.2.2. �û�H�O�L�M�V�N�D���O�L�Q�L�M�D��U937  

�8�������� �M�H�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�D�� �O�L�Q�L�M�D�� �K�X�P�D�Q�L�K�� �P�R�Q�R�F�L�W�D���� �8�������� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�H�� �X��
�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�P�D�� �X�� �N�R�M�L�P�D�� �M�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�R�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�Q�R�F�L�W�D�� �]�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H���� �8�������� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X��
gajene u suspenziji na temperaturi od 37°C���� �X�� �Y�O�D�å�Q�R�M�� �D�W�P�R�V�I�H�U�L�� �V�D�� ������ �&�22 u medijumu RPMI-
1640 sa 4,5 g/L glukoze i dodavan�L�P�� �V�O�H�G�H�ü�L�P�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�D�P�D���� �������� �)�%�6���� ������ �S�H�Q�L�F�L�O�O�L�Q-
streptomicin, 2,2 g/L NaHCO3 i 0,11 g/L natrijum-�S�L�U�X�Y�D�W���� �û�H�O�L�M�H�� �V�X�� �S�D�V�D�å�L�U�D�Q�H�� �N�D�G�D�� �V�X�� �G�R�V�W�L�]�D�O�H��
gustinu od 1,5 x 106 - 2 x 106 �ü�H�O�L�M�D���S�R������ �P�/�� �W�D�N�R���ã�W�R���M�H���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�D���ü�H�O�L�M�D���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�D������ �P�L�Q���Q�D��
300 xg���� �D�� �S�R�W�R�P�� �M�H�� �W�D�O�R�J�� �ü�H�O�L�M�D�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�R�Y�D�Q�� �X�� �V�Y�H�å�H�P�� �P�H�G�L�M�X�P�X���� �%�U�R�M�� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�L�� �M�H��
�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �R�S�L�V�D�Q�R�� �X�� �S�R�W�S�R�J�O�D�Y�O�M�X�� �������������� �'�H�R�� �ü�H�O�L�M�D�� �M�H�� �S�R�W�R�P�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�� �]�D�� �S�R�W�U�H�E�H��
�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���� �D�� �G�H�R�� �M�H�� �Y�U�D�ü�D�Q�� �X�� �I�O�D�V�N�� �X�� �J�X�V�W�L�Q�L�� �R�G�� �R�N�R�� �������� �[�� ����6 �ü�H�O�L�M�D�� �S�R�� �P�/�� �X�� �F�L�O�M�X�� �G�D�O�M�H��
�S�U�R�S�D�J�D�F�L�M�H���ü�H�O�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H�� 

 

3.3. �,�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���L���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu 

3.3.1. Dugotrajno �L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���L���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu 

�(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H�� �L�]�� �N�U�L�R�W�X�E�L�F�D�� �S�R�U�H�N�O�R�P�� �R�G�� �W�U�L�� �L�O�L�� �þ�H�W�L�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �G�D�W�X�P�D�� �]�D�P�U�]�D�Y�D�Q�M�D�� �V�X��
odmrzavane za potrebe dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �%�3�$�� �L�O�L�� �'�%�3���� �U�H�G�R�P���� �L�� �J�D�M�H�Q�H�� �X�� �R�G�Y�R�M�H�Q�L�P��
flaskovima T-�������W�R�N�R�P���G�Y�H���Q�H�G�H�O�M�H�����Q�D���Q�D�þ�L�Q���R�S�L�V�D�Q���X���S�R�W�S�R�J�O�D�Y�O�M�X�������������������Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���ü�H�O�L�M�H���L�]��
�V�Y�D�N�R�J���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�R�J���I�O�D�V�N�D���U�D�V�S�R�U�H�ÿivane �X���S�R���þ�H�W�L�U�L���I�O�D�V�N�D���7-25 �± jedan je predstavljao kontrolni 
�I�O�D�V�N�����D���ü�H�O�L�M�H���X���S�U�H�R�V�W�D�O�D���W�U�L���I�O�D�V�N�D���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$���L�O�L���'�%�3�����1�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q��
�M�H���R�G���V�Y�D�N�H���N�U�L�R�W�X�E�L�F�H���G�R�E�L�M�H�Q�D���S�R���M�H�G�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�Q�D���L���W�U�L���W�U�H�W�L�U�D�Q�H���J�U�X�S�H���ü�H�O�L�M�D�����R�G�Q�R�V�Q�R���G�R�E�L�M�H�Q�D���V�X��
�S�R�� �W�U�L�� �L�O�L�� �þ�H�W�L�U�L�� �Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D�� ���E�L�R�O�R�ã�N�D�� �U�H�S�O�L�N�D�W�D���� �N�R�Q�W�U�R�O�H�� �L�� �W�U�H�W�P�D�Q�D���� �W�H�� �M�H�� �X�N�X�S�D�Q�� �E�U�R�M��
flaskova u eksperimentu bio 12 za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D��
�%�3�$�����R�G�Q�R�V�Q�R���������]�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���X���N�R�P���V�X���ü�H�O�L�M�H���L�]�O�D�J�D�Q�H���'�%�3�����V�O�L�N�D���������������û�H�O�L�M�H���V�X���S�D�V�D�å�L�U�D�Q�H���G�Y�D��
�S�X�W�D�� �Q�H�G�H�O�M�Q�R���� �X�W�R�U�N�R�P�� �L�� �S�H�W�N�R�P���� �N�D�G�D�� �M�H�� �X�� �I�O�D�V�N�R�Y�H�� �Y�U�D�ü�D�Q�R�� �S�R�� ���������� �[�� ����6 i 0,45 x 106 �ü�H�O�L�M�D����
redom. 

Za potrebe dugotrajnog izlaganja �(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���%�3�$�����ü�H�O�L�M�H���N�R�M�H���V�X���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�O�H���N�R�Q�W�U�R�O�X��
�V�X���G�L�U�H�N�W�Q�R���X���I�O�D�V�N�X���E�L�O�H���L�]�O�D�J�D�Q�H���U�D�V�W�Y�D�U�D�þ�X���������������D�S�V�R�O�X�W�Q�L���H�W�D�Q�R�O�������G�R�N���V�X���S�U�H�R�V�W�D�O�H���J�U�X�S�H���ü�H�O�L�M�D��
bile izlagane odabranim koncentracijama BPA �± 10-9 M, 10-8 M i 10-7 M. Radni rastvori BPA su 
�S�U�D�Y�O�M�H�Q�L�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �%�3�$���� �þ�Y�U�V�W�D�� �V�X�S�Vtanca molarne mase 228,29 g/mol, rastvaran u apsolutnom 
�H�W�D�Q�R�O�X���X���W�U�L���V�X�N�F�H�V�L�Y�Q�D���U�D�]�E�O�D�å�H�Q�M�D���S�U�L���þ�H�P�X���V�X���G�R�E�L�M�H�Q�D���W�U�L���U�D�G�Q�D���U�D�V�W�Y�R�U�D���V�O�H�G�H�ü�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D����
10-4 M, 10-5 M i 10-6 M BPA. Radni rastvori su prilikom dodavanja tretmana u flaskove 
�U�D�]�E�O�D�å�L�Y�D�Q�L���X���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�P���P�H�G�L�M�X�P�X����.000 puta do finalnih koncentracija 10-7 M, 10-8 M i 10-9 M 
BPA. Koncentracija apsolutnog etanola u kontroli je odgovarala koncentraciji u svim tretmanima i 
nije prelazila 0,1%. 

 



 

35 
 

 
Slika 3.2. �â�H�P�D�W�V�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �U�D�V�S�R�G�H�O�H���(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �L�]�� �N�U�L�R�W�X�E�L�F�D�� �X�� �I�O�D�V�N�R�Y�H�� �]�D�� �S�R�W�U�H�E�H��dugotrajnog 
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �E�L�V�I�H�Q�R�O�D�� �$�� �L�� �G�L�E�X�W�L�O-ftalata (10-9 M, 10-8 M, 10-7 M). 
Slika je kreirana u programu BioRender (https://www.biorender.com). 
 
 

Za potrebe dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���'�%�3�����ü�H�O�L�M�H���N�R�M�H���V�X���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�O�H���N�R�Q�W�U�R�O�X��
�V�X�� �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �X�� �I�O�D�V�N�X�� �E�L�O�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�H�� �U�D�V�W�Y�D�U�D�þ�X�� �������������� �'�0�6�2������ �G�R�N�� �V�X�� �S�U�H�R�V�W�D�O�H�� �J�U�X�S�H�� �ü�H�O�L�M�D�� �E�L�O�H��
izlagane odabranim koncentracijama DBP �± 10-9 M, 10-8 M i 10-7 �0�����6�X�N�F�H�V�L�Y�Q�L�P���U�D�]�E�O�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P��
�R�V�Q�R�Y�Q�R�J�� �U�D�V�W�Y�R�U�D�� �'�%�3�� �������������� �0���� �X�� �'�0�6�2�� �V�X�� �S�U�L�S�U�H�P�D�Q�D�� �W�U�L�� �U�D�G�Q�D�� �U�D�V�W�Y�R�U�D�� �V�O�H�G�H�ü�L�K��
koncentracija: 2 x 10-4 M, 2 x 10-5 M i 2 x 10-6 M DBP. Radni rastvori su prilikom dodavanja 
�W�U�H�W�P�D�Q�D���X���I�O�D�V�N�R�Y�H���U�D�]�E�O�D�å�L�Y�D�Q�L���X���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�P���P�H�G�L�M�X�P�X����.000 puta do finalnih koncentracija 10-7 
M, 10-8 M i 10-9 M DBP. Koncentracija DMSO u kontroli odgovarala je koncentraciji u svim 
tretmanima i nije prelazila 0,05%. 

Tokom dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �%�3�$ u trajanju od 14 nedelja i DBP u trajanju od 12 
nedelja, �(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H���Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$�����R�G�Q�R�V�Q�R���'�%�3��������-9 M, 
10-8 M i 10-7 M u kompletnom medijumu) i �U�D�V�W�Y�D�U�D�þ�X (kompletan medijum sa 0,1% apsolutnim 
�H�W�D�Q�R�O�R�P���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� ������������ �'�0�6�2���� �þ�H�W�L�U�L�� �S�X�W�D�� �Q�H�G�H�O�M�Q�R���� �G�Y�D�� �S�X�W�D�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �S�D�V�D�å�L�U�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D����
�X�W�R�U�N�R�P���L���S�H�W�N�R�P�����L���G�Y�D���S�X�W�D���W�R�N�R�P���J�D�M�H�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D���L�]�P�H�ÿ�X���G�Y�H���S�D�V�D�å�H�����S�R�Q�H�G�H�O�M�N�R�P���L���þ�H�W�Y�U�W�N�R�P�����1�D��
�W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �M�H�� �S�R�V�W�L�J�Q�X�W�R��dugotrajno ponavljano �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �ü�H�O�L�M�D�� �%�3�$�� �L�� �'�%�3�� �V�D�� �F�L�O�M�H�P�� �G�D�� �V�H�� �X��
eksperimentalnim uslovima imitira realna �K�U�R�Q�L�þ�Q�D���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W �S�U�R�V�H�þ�Q�R�J�� �þ�R�Y�H�N�D�� �R�Y�L�P�� �(�'�&����
Tretmani su utorkom i petkom �X���I�O�D�V�N�R�Y�H���G�R�G�D�Y�D�Q�L�������K���Q�D�N�R�Q���S�D�V�D�å�L�U�D�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D�����N�D�N�R���E�L���V�H���L�]�E�H�J�D�R��
�H�I�H�N�D�W���W�U�H�W�P�D�Q�D���Q�D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���ü�H�O�L�M�D���]�D���S�R�G�O�R�J�X�� 

Koncentracije BPA su odabi�U�D�Q�H�� �Q�D�� �R�V�Q�R�Y�X�� �U�H�D�O�Q�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �O�M�X�G�L�� �X�� �U�D�G�Q�R�P�� �L�� �å�L�Y�R�W�Q�R�P��
�R�N�U�X�å�H�Q�M�X���L���Q�D���R�V�Q�R�Y�X���G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���%�3�$���X���V�H�U�X�P�X���L���S�O�D�]�P�L���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���L�]���R�S�ã�W�H���O�M�X�G�V�N�H��
populacije (Kaddar i sar., 2009; pregledni rad Vandenberg i sar., 2010; Posnack, 2014; pregledni 
rad Jalal i sar., 2018). Koncentracija BPA od 10-7 M je uziman�D���N�D�R���J�R�U�Q�M�L���O�L�P�L�W���� �R�G�Q�R�V�Q�R���Q�D�M�Y�L�ã�D��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �N�R�M�D�� �V�H�� �P�R�å�H�� �S�U�L�P�H�Q�L�W�L�� �N�D�R�� �Q�L�V�N�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �X�� �V�W�X�G�L�M�D�P�D�� �N�R�M�H�� �V�H�� �V�S�U�R�Y�R�G�H�� �X��
uslovima in vitro (Wetherill i sar., 2007). 

Koncentracije DBP su odabi�U�D�Q�H���Q�D���R�V�Q�R�Y�X���U�H�D�O�Q�H���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���O�M�X�G�V�N�H���S�R�S�X�O�D�F�L�M�H���R�Y�R�P���(�'�&��
(Reddy i sar., 2006; Högberg i sar., 2008) i prisustva MBP, glavnog metabolita DBP, u humanoj 
plazmi i urinu (Silva i sar., 2003; Becker i sar., 2009; Saravanabhavan i sar., 2013; Geens i sar., 
2014; Gomez Ramos i sar., 2016). Koncentracija DBP od 10-7 M je uzimana za gornji limit koji se 
�V�P�D�W�U�D�� �Q�L�V�N�R�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P�� �]�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �V�S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�D�� �V�W�X�G�L�M�D�� �X�� �X�V�O�R�Y�L�P�D��in vitro, po uzoru na 
princip primenjen kod studija sa BPA (Wetherill i sar., 2007). 
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3.3.2. �.�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R���L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���L���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu 

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���%�3�$���L���'�%�3, �ü�H�O�L�M�H���V�X��
�J�D�M�H�Q�H���X���I�O�D�V�N�R�Y�L�P�D���X���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�P���X�V�O�R�Y�L�P�D���� �D���S�U�L���S�D�V�D�å�L�U�D�Q�M�X���V�X���V�D�ÿ�H�Q�H�� �X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���S�O�R�þ�H���]�D��
�ü�H�O�L�M�V�N�H�� �N�X�O�W�X�U�H�� �L�O�L�� �3�H�W�U�L���S�R�V�X�G�H���� �J�G�H�� �V�X�� �S�R�W�R�P�� �L�]�O�D�J�D�Q�H�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �%�3�$�� �L�O�L�� �'�%�3����
�(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���V�X���J�D�M�H�Q�H���X���I�O�D�V�N�R�Y�L�P�D���7-75 u kompletnom medijumu kako je prethodno opisano u 
�S�R�W�S�R�J�O�D�Y�O�M�X�� �������������� �û�H�O�L�M�H�� �V�X�� �S�D�V�D�å�L�U�D�Q�H�� �G�Y�D�� �S�X�W�D�� �Q�H�G�H�O�M�Q�R���� �S�R�Q�H�G�H�O�M�N�R�P�� �L�� �S�H�W�N�R�P���� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �M�H�� �X��
�I�O�D�V�N�����]�D���S�R�W�U�H�E�H���S�U�R�S�D�J�D�F�L�M�H���ü�H�O�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H�����Y�U�D�ü�D�Q�R���S�R�����������[������6 i 2,5 x 106 �ü�H�O�L�M�D�����U�H�G�R�P�����û�H�O�L�M�H��
�V�X���]�D���S�R�W�U�H�E�H���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�L�K���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���V�D�ÿ�H�Q�H���S�R�Q�H�G�H�O�M�N�R�P���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���S�O�R�þ�H���]�D���ü�H�O�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H��
�L�O�L���3�H�W�U�L���S�R�V�X�G�H�����D���]�D�W�L�P���V�X���Q�D�N�R�Q���������K���X���P�H�G�L�M�X�P���G�R�G�D�Y�D�Q�L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���W�U�H�W�P�D�Q�L�����S�U�H�P�D���S�U�R�W�R�N�R�O�X��
opisanom u narednim pasusima. 

�=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �%�3�$, �ü�H�O�L�M�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�O�H��
�N�R�Q�W�U�R�O�X�� �V�X�� �X�� �E�X�Q�D�U�L�ü�L�P�D�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �S�O�R�þ�H�� �]�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�H�� �N�X�O�W�X�U�H�� �L�O�L�� �3�H�W�U�L�� �S�R�V�X�G�D�P�D�� �E�L�O�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�H��
�U�D�V�W�Y�D�U�D�þ�X�� ������������ �D�S�V�R�O�X�W�Q�L�� �H�W�D�Q�R�O������ �G�R�N�� �V�X�� �S�U�H�R�V�W�D�O�H�� �J�U�X�S�H�� �ü�H�O�L�M�D�� �E�L�O�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�H�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama BPA �± 10-7 M, 10-6 M i 10-5 �0�����5�D�G�Q�L���U�D�V�W�Y�R�U�L���%�3�$���V�X���S�U�D�Y�O�M�H�Q�L���W�D�N�R���ã�W�R���M�H���%�3�$����
�þ�Y�U�V�W�D�� �V�X�S�V�W�D�Q�F�D��molarne mase 228,29 g/mol, rastvaran u apsolutnom etanolu u tri sukcesivna 
�U�D�]�E�O�D�å�H�Q�M�D���S�U�L���þ�H�P�X���V�X���G�R�E�L�M�H�Q�D���W�U�L���U�D�G�Q�D���U�D�V�W�Y�R�U�D���V�O�H�G�H�ü�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��������-2 M, 10-3 M i 10-4 M 
�%�3�$���� �5�D�G�Q�L�� �U�D�V�W�Y�R�U�L�� �V�X�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �G�R�G�D�Y�D�Q�M�D�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �X�� �E�X�Q�D�U�L�ü�H�� �L�O�L�� �S�R�V�X�G�H�� �U�D�]�E�O�D�å�L�Y�D�Q�L�� �X��
kompletnom medijumu 1.000 puta do finalnih koncentracija 10-5 M, 10-6 M i 10-7 M BPA. 
Koncentracija apsolutnog etanola u kontroli je odgovarala koncentraciji u svim tretmanima i nije 
prelazila 0,1%. 

Za potrebe kratkotrajnog izlaganj�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �'�%�3, �ü�H�O�L�M�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�O�H��
�N�R�Q�W�U�R�O�X�� �V�X�� �X�� �E�X�Q�D�U�L�ü�L�P�D�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �S�O�R�þ�H�� �]�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�H�� �N�X�O�W�X�U�H�� �L�O�L�� �3�H�W�U�L�� �S�R�V�X�G�D�P�D�� �E�L�O�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�H��
�U�D�V�W�Y�D�U�D�þ�X���������������� �'�0�6�2�������G�R�N���V�X���S�U�H�R�V�W�D�O�H���J�U�X�S�H���ü�H�O�L�M�D���E�L�O�H���L�]�O�D�J�D�Q�H���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D��
DBP �± 10-6 M, 10-5 M i 10-4 �0�����6�X�N�F�H�V�L�Y�Q�L�P���U�D�]�E�O�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P���R�V�Q�R�Y�Q�R�J���U�D�V�W�Y�R�U�D���'�%�3�����������������0�����X��
�'�0�6�2���V�X���S�U�L�S�U�H�P�D�Q�D���W�U�L���U�D�G�Q�D���U�D�V�W�Y�R�U�D���V�O�H�G�H�ü�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���������[������-1 M, 2 x 10-2 M i 2 x 10-3 M 
�'�%�3���� �5�D�G�Q�L�� �U�D�V�W�Y�R�U�L�� �V�X�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �G�R�G�D�Y�D�Q�M�D�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �X�� �E�X�Q�D�U�L�ü�H�� �L�O�L�� �S�R�V�X�G�H�� �U�D�]�E�O�D�å�L�Y�D�Q�L�� �X��
kompletnom medijumu 2.000 puta do finalnih koncentracija 10-4 M, 10-5 M i 10-6 M DBP. 
Koncentracija DMSO u kontroli odgovarala je koncentraciji u svim tretmanima i nije prelazila 
0,05%. 

�(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$���L�O�L���'�%�3���X���W�U�D�M�D�Q�M�X���R�G���������P�L�Q��
do 48 h, u zavisnosti od postavke eksperimenta (detaljnije opisano u narednim poglavljima). Za 
�S�R�W�U�H�E�H�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�D�W�D�� �X�� �N�R�M�L�P�D�� �V�X�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�� �L�]�O�D�J�D�Q�H��odabirane su 
koncentracije BPA koje odgovaraju akutnom trovanju ljudi ili izlaganju ovom EDC u posebnim 
okolnostima (neonatalna intenzivna nega, pacijenti na dijalizi, industrijski radnici i dr.) (Krieter i 
�V�D�U������ ������������ �3�R�V�Q�D�F�N���� �������������� �.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �'�%�3�� �N�R�M�H�� �V�X�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�H�� �X�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�P�D�� �X�� �N�R�M�L�P�D�� �V�X��
�(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R���L�]�O�D�J�D�Q�H���V�X���Y�L�ã�H���R�G���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�K�����R�G�Q�R�V�Q�R���Y�L�ã�H���R�G���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���N�R�M�L�P�D��
�V�X�� �O�M�X�G�L�� �U�X�W�L�Q�V�N�L�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�� �X�� �å�L�Y�R�W�Q�R�P�� �R�N�U�X�å�H�Q�M�X���� �P�H�ÿ�X�W�L�P�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �X�S�U�D�Y�R�� �R�Y�H�� �Y�L�V�R�N�H��
koncentracije odgovaraju koncentracijama DBP kojima industrijski i drugi radnici mogu biti 
�S�U�R�I�H�V�L�R�Q�D�O�Q�R���L�]�O�R�å�H�Q�L���Q�D���U�D�G�Q�R�P���P�H�V�W�X�����-�R�K�Q�V���L���V�D�U�������������������S�U�H�J�O�H�G�Q�L���U�D�G���)�U�p�U�\���L���V�D�U������������������ 

 

3.4. �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���ü�H�O�L�M�D���W�H�V�W�R�P���V�D���E�R�M�R�P���D�O�D�P�D�U�%�O�X�H�Œ 

Za procenu �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �%�3�$�� �L�� �'�%�3, kojima su dugotrajno ili 
kratkotrajno izlagane �(�$���K�\���������ü�H�O�L�Me, �N�R�U�L�ã�ü�H�Q���M�H���W�H�V�W���V�D���E�R�M�R�P���D�O�D�P�D�U�%�O�X�H�Œ. Test se zasniva na 
detekciji fluorescentnog signala redukovane boje alamarBlue�Œ ���U�H�V�D�]�X�U�L�Q�D���� �N�R�M�L�� �S�R�W�L�þ�H�� �R�G�� �å�L�Y�L�K����
�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L���D�N�W�L�Y�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����5�H�V�D�]�X�U�L�Q���M�H���M�H�G�L�Q�M�H�Q�M�H���S�O�D�Y�H���E�R�M�H�����Q�H�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���L���Q�H�W�R�N�V�L�þ�Q�R���X���V�Y�R�P��
�R�N�V�L�G�R�Y�D�Q�R�P�� �R�E�O�L�N�X���� �1�D�N�R�Q�� �X�O�D�V�N�D�� �X�� �å�L�Y�H�� �ü�H�O�L�M�H, resazurin se redukuje do rezorufina, jedinjenja 
crvene boje koje odlikuje visok nivo fluorescencije. Merenjem fluorescencije mogu se detektovati 
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�S�U�R�P�H�Q�H�� �X�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�R�M�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �ü�H�O�L�M�D���� �D�� �ã�W�R�� �V�H�� �S�R�V�U�H�G�Q�R�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �X�� �Y�H�]�X�� �V�D�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�ã�ü�X��
�ü�H�O�L�M�D�����E�X�G�X�ü�L���G�D���V�X���Y�L�M�D�E�L�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L���D�N�W�L�Y�Q�L�M�H�� 

�=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �X�W�L�F�D�M�D�� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �%�3�$�� �L�� �'�%�3�� �Q�D�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �ü�H�O�L�M�D, �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �X�]�L�P�D�Q�H�� �L�]�� �V�Y�D�N�R�J�� �I�O�D�V�N�D��
�Q�D�N�R�Q�� �G�Y�H���� �þ�H�W�L�U�L���� �R�V�D�P���� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �L�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �%�3�$���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �W�U�L���� �ã�H�V�W���� �G�H�Y�H�W�� �L��
�G�Y�D�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���'�%�3���� �D���]�D�W�L�P���V�D�ÿ�H�Q�H���X���S�O�R�þ�X���V�D�������� �E�X�Q�D�U�L�ü�D���� �������� �[�� ����4 �ü�H�O�L�M�D���X�����������—�/��
�N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J�� �P�H�G�L�M�X�P�D�� �X�� �R�V�D�P�� �E�X�Q�D�U�L�ü�D���� �1�D�N�R�Q�� �O�H�S�O�M�H�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G�� ���� �K�� �Q�D�� ����°C na 
�S�R�V�W�R�M�H�ü�L���P�H�G�L�M�X�P���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P���E�X�Q�D�U�L�ü�L�P�D���M�H���G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R���������—�/���U�D�]�E�O�D�å�H�Q�L�K���U�D�G�Q�L�K���U�D�V�W�Y�R�U�D��
�%�3�$���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �'�%�3�� �L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �N�R�Q�W�U�R�O�H�� �G�D�� �E�L�� �V�H�� �G�R�E�L�O�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �I�L�Q�D�O�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��
�W�U�H�W�P�D�Q�D���� �3�R�V�O�H�������� �K���� �P�H�G�L�M�X�P���M�H���X�N�O�D�Q�M�D�Q���P�X�O�W�L�N�D�Q�D�O�Q�R�P���S�L�S�H�W�R�P���� �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���X���V�Y�D�N�L���E�X�Q�D�U�L�ü��
dodavano po 70 µL 10% rastvora boje alamarBlue�Œ koji je pripreman u kompletnom medijumu. 
�3�R�U�H�G���W�R�J�D�����X���R�V�D�P���E�X�Q�D�U�L�ü�D���E�H�]���ü�H�O�L�M�D���M�H���G�R�G�D�Y�D�Q�D���L�V�W�D���]�D�S�U�H�P�L�Q�D����������rastvora boje alamarBlue�Œ 
u kompletnom medijumu �N�D�N�R���E�L���V�H���L�]�P�H�U�L�R���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L���V�L�J�Q�D�O���N�R�M�L���S�R�W�L�þ�H���R�G���V�D�P�H���E�R�M�H�����3�O�R�þ�D���M�H��
zatim inkubirana 2 h u mraku na 37°C���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�X�� �U�H�]�X�O�W�X�M�X�ü�H�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �P�H�U�H�Q�H�� �Q�D��
�I�O�X�R�U�L�P�H�W�U�X�� �7�K�H�U�P�R�� �/�D�E�V�\�V�W�H�P�V�� �)�O�X�R�U�R�V�N�D�Q�� �$�V�F�H�Q�W�� �V�D�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �S�R�G�H�ã�H�Q�L�P�� �W�D�O�D�V�Q�L�P�� �G�X�å�L�Q�D�P�D����
�W�D�O�D�V�Q�D���G�X�å�L�Q�D���H�N�V�F�L�W�D�F�L�M�H����ex = 540 �Q�P���L���W�D�O�D�V�Q�D���G�X�å�L�Q�D���H�P�L�V�L�M�H����em = 590 nm. Signal poreklom od 
alamarBlue�Œ ���E�H�]�� �ü�H�O�L�M�D���� �R�G�X�]�L�P�D�Q�� �M�H�� �R�G�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �G�R�E�L�M�H�Q�L�K�� �X�� �V�Y�L�P�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�P�� �E�X�Q�D�U�L�ü�L�P�D�� ���V�D��
�ü�H�O�L�M�D�P�D������ �.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �G�R�E�L�M�H�Q�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �X�U�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �W�U�H�W�P�D�Q�� �L��
�N�R�Q�W�U�R�O�X�� �U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J�� �V�L�J�Q�D�O�D���� �D�� �S�R�W�R�P�� �M�H�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��
�(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���L�]�U�D�åavana �N�D�R���S�U�R�F�H�Q�D�W���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���ü�H�O�L�M�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 

�=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �X�W�L�F�D�M�D�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$���L���'�%�3���Q�D���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���ü�H�Oija za svaki tretman i kontrolu �X���S�O�R�þ�X���V�D���������E�X�Q�D�U�L�ü�D��
�V�D�ÿ�H�Q�R��je po 2 x 104 �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �������� �—�/�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J�� �P�H�G�L�M�X�P�D�� �X�� �R�V�D�P�� �E�X�Q�D�U�L�ü�D���� �1�D�N�R�Q�� ������ �K���� �Q�D��
�S�R�V�W�R�M�H�ü�L���P�H�G�L�M�X�P���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P���E�X�Q�D�U�L�ü�L�P�D���M�H���G�R�G�D�Y�D�Q�R��po �������—�/���U�D�]�E�O�D�å�H�Q�L�K���U�D�G�Q�L�K���U�D�V�W�Y�R�U�D��
�%�3�$�����R�G�Q�R�V�Q�R���'�%�3���L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���N�R�Q�W�U�R�O�H���N�D�N�R���E�L���V�H���S�R�V�W�L�J�O�H���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���I�L�Q�D�O�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��
�W�U�H�W�P�D�Q�D���� �3�R�V�O�H�� ������ �L�� ������ �K���� �P�H�G�L�M�X�P�� �M�H�� �S�D�å�O�M�L�Y�R�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�� �P�X�O�W�L�N�D�Q�D�O�Q�R�P�� �S�L�S�H�W�R�P���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �X��
�V�Y�D�N�L�� �E�X�Q�D�U�L�ü�� �G�R�G�D�Y�D�Q�R�� �S�R�� ������ �—�/�� ��������rastvora boje alamarBlue�Œ u kompletnom medijumu. U 
�V�Y�D�N�L���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���M�H���X�N�O�M�X�þ�H�Q�R���L���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���S�R�U�H�Nlom od same boje alamarBlue�Œ, 
�N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �R�S�L�V�D�Q�R�� �X�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�P�� �S�D�V�X�V�X���� �,�]�P�H�U�H�Q�� �M�H�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J�� �V�L�J�Q�D�O�D���� �D�� �]�D�W�L�P�� �M�H��
�N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D���G�R�E�L�M�H�Q�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D���X�U�D�ÿ�H�Q�D���Q�D��prethodno opisan �Q�D�þ�L�Q. 

 

3.5. �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D���P�R�Q�R�F�L�W�D���]�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���ü�H�O�L�M�H 

Za procenu uticaja dugotrajnog �L�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D��odabranim 
koncentracijama BPA i DBP �Q�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�Q�R�F�L�W�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�� �M�H�� �W�H�V�W�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D�� �K�X�P�D�Q�L�K��monocita 
�8�������� �]�D�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D���� �7�H�V�W�� �V�H�� �]�D�V�Q�L�Y�D�� �Q�D�� �G�H�W�H�N�F�L�M�L�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �S�R�U�H�N�O�R�P��
�R�G�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�E�H�O�H�å�H�Q�L�K�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P�� �E�R�M�R�P�� �N�D�O�F�H�L�Q�� �$�0�� �Q�D�N�R�Q�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D�� �]�D�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M��
�(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D�����0�H�U�H�Q�M�H�P���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�����R�G�Q�R�V�Q�R���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���E�U�R�M�D���Y�H�]�D�Q�L�K���P�R�Q�R�F�L�W�D�����P�R�J�X���V�H��
�G�H�W�H�N�W�R�Y�D�W�L�� �S�U�R�P�H�Q�H�� �X�� �K�H�P�R�D�W�U�D�N�F�L�M�L�� �P�R�Q�R�F�L�W�D�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D���� �ã�W�R�� �V�H�� �S�R�V�U�H�G�Q�R�� �P�R�å�H��
�G�R�Y�H�V�W�L���X���Y�H�]�X���V�D���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�� 

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$���L���'�%�3���Q�D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���P�R�Q�R�F�L�W�D���]�D���M�H�G�Q�R�V�O�R�M���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D, �(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H��
su uzimane iz svakog flaska nakon pet, devet �L�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���%�3�$���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �W�U�L���� �ã�H�V�W����
devet i dvanaest nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���'�%�3���� �D�� �]�D�W�L�P�� �V�D�ÿ�H�Q�H�� �X�� �3�H�W�U�L�� �S�R�V�X�G�H�� �S�U�H�þ�Q�L�N�D�� ������ �P�P�� ���X�� �G�D�O�M�H�P��
tekstu: 35 mm posude), 0,75 x 106 �ü�H�O�L�M�D���X�����������P�/���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���P�H�G�L�M�X�P�D���S�R���������P�P���S�R�V�X�G�L�����1�D�N�R�Q��
�O�H�S�O�M�H�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D���X���W�U�D�M�D�Q�M�X���R�G�������K���Q�D������°C, �Q�D���S�R�V�W�R�M�H�ü�L���P�H�G�L�M�X�P���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P���������P�P���S�R�V�X�G�D�P�D��
�M�H���G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R�����������P�/���U�D�]�E�O�D�å�H�Q�L�K���U�D�G�Q�L�K���U�D�V�W�Y�R�U�D���%�3�$�����R�G�Q�R�V�Q�R���'�%�3���L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���N�R�Q�W�U�R�O�H���G�D��
�E�L�� �V�H�� �G�R�E�L�O�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �I�L�Q�D�O�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �W�U�H�W�P�D�Q�D���� �1�D�� �R�Y�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�X��dugotrajni tretmani 
nastavlja�Q�L�� �X�� �S�O�R�þ�D�P�D�� �Q�D�U�H�G�Q�L�K�� ������ �K���� �8�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�X�� �V�D�� �%�3�$�� �M�H�� �X�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�R�M�� �Q�H�G�H�O�M�L izlaganja 
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�(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D���]�D�V�D�ÿ�H�Q�R���G�Y�D���V�H�W�D���S�R�V�X�G�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R���R�G���V�Y�D�N�R�J���I�O�D�V�N�D���V�X�� �ü�H�O�L�M�H���]�D�V�D�ÿ�H�Q�H���X���S�R���G�Y�H��
������ �P�P�� �S�R�V�X�G�H���� �'�U�X�J�L�� �V�H�W�� �S�R�V�X�G�D�� �M�H���� �R�V�L�P�� �ã�W�R�� �M�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P�� �W�U�H�W�P�D�Q�L�P�D���� �G�R�G�D�W�Q�R��
stimulisan sa proinflamacijskim citokinom TNF-�.�� �X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �R�G�� ������ �Q�J���P�/, �E�X�G�X�ü�L�� �G�D��se 
monociti vezuju za endotel�Q�H���ü�H�O�L�M�H u uslovima inflamacije. Stimulacija sa TNF-�.���M�H���W�U�D�M�D�O�D���������K���S�U�H��
�L�]�Y�R�ÿ�H�Q�M�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�����R�G�Q�R�V�Q�R���G�R�G�D�Y�D�Q�M�D��monocita U937 obel�H�å�H�Q�L�K���N�D�O�F�H�L�Q�R�P���$�0�� 

�8�������� �ü�H�O�L�M�H���V�X�� �R�E�H�O�H�å�D�Y�D�Q�H�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P�� �E�R�M�R�P�� �N�D�O�F�H�L�Q�� �$�0�� �Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R�� �S�U�H�G�� �L�]�Y�R�ÿ�H�Q�M�H��
�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���W�D�N�R���ã�W�R���M�H���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���E�U�R�M���ü�H�O�L�M�D���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q���������P�L�Q���Q�D������°C u rastvoru boje kalcein 
AM. �.�R�U�L�ã�ü�H�Q�R���M�H�� ������ ���/�� �N�D�O�F�H�L�Q�� �$�0�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� ���� �P�J���P�/�� �X�� ���� �P�/�� �P�H�G�L�M�X�P�D�� �5�3�0�,-1640 bez 
seruma za 10 x 106 �ü�H�O�L�M�D�� �G�D�� �E�L�� �V�H�� �G�R�E�L�O�D finalna koncentracija boje od 1 ���J���P�/���� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �M�H��
�S�U�H�U�D�þ�X�Q�Dvan�D�� �V�S�U�D�P�� �E�U�R�M�D�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �S�R�W�U�H�E�Q�L�K�� �]�D�� �L�]�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���� �1�D�N�R�Q�� �L�V�W�H�N�D��
inkubacije, �ü�H�O�L�M�H���V�X���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�H�������P�L�Q���Q�D�����������[g�����V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W���M�H���S�R�W�R�P���X�N�O�D�Q�M�D�Q���L���ü�H�O�L�M�H���L�V�S�L�U�D�Q�H��
tri puta rastvorom PBS, po 5 mL u svakom ispiranju, kako bi se isprala nevezana boja kalcein AM. 
�,�]�P�H�ÿ�X�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�D�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�H�� ���� �P�L�Q�� �Q�D�� �������� �[g. Nakon poslednjeg ispiranja su �ü�H�O�L�M�H��
resuspendovane u medijumu RPMI-1640 sa 10% FBS (2 x 106 �ü�H�O�L�M�D�� �M�H�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�R�Y�D�Q�R�� �X�� ���� �P�/��
�P�H�G�L�M�X�P�D���� �]�D�S�U�H�P�L�Q�D���P�H�G�L�M�X�P�D���M�H���S�U�H�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�Q�D���V�S�U�D�P���E�U�R�M�D���8�������� �ü�H�O�L�M�D������ �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H���X��������
mm posudama su ispirane dva puta rastvorom HBSS, 2 �P�/�� �S�R�� �S�R�V�X�G�L���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�D��
�8���������ü�H�O�L�M�D���R�E�H�O�H�å�H�Q�L�K���E�R�M�R�P���N�D�O�F�H�L�Q���$�0���G�R�G�D�Y�D�Q�D���S�U�H�N�R���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���X���������P�P���S�R�V�X�G�D�P�D��������
x 106 �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �S�R�� �S�R�V�X�G�L������ �3�O�R�þ�H�� �V�X�� �S�R�W�R�P�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� ���� �K�� �Q�D�� ����°C. Nakon isteka inkubacije, 
�S�O�R�þ�H�� �V�X�� �L�V�S�L�U�D�Q�H�� �G�Y�D�� �S�X�W�D�� �U�D�V�W�Y�R�U�R�P�� �+�%�6�6���� ���� �P�/�� �S�R�� �S�R�V�X�G�L���� �X�� �F�L�O�M�X�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�D�� �Q�H�Y�H�]�D�Q�L�K��
monocita. Nakon poslednjeg ispiranja je u svaku 35 mm posudu dodavano po 1 mL rastvora HBSS. 
�3�R�W�R�P���V�X���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�H�O�H�å�H�Q�H���8���������ü�H�O�L�M�H���Y�H�]�D�Q�H���]�D���M�H�G�Q�R�V�O�R�M���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���I�R�W�R�J�U�D�I�L�V�D�Q�H���Q�D��
�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�X�� �$�[�L�R�� �,�P�D�J�H�U���$���� ���=�H�L�V�V���� �:�K�L�W�H�� �3�O�D�L�Q�V���� �1�<���� �6�$�'���� �X�]�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H��
�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �I�L�O�W�H�U�D�� ���)�,�7�&������ �.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �G�R�E�L�M�H�Q�L�K�� �Y�L�G�Q�L�K�� �S�R�O�M�D�� �M�H�� �X�U�D�ÿ�H�Q�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P��
programa NIH Image J (https://Image J.nih.gov/���� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �Q�D�� �I�R�W�R�J�U�D�I�L�M�D�P�D�� �V�D��
�I�O�X�R�U�H�V�H�F�H�Q�W�Q�R�J���P�L�N�U�R�V�N�R�S�D���E�U�R�M�D�Q�H���8���������ü�H�O�L�M�H���R�E�H�O�H�å�H�Q�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P���E�R�M�R�P���N�D�O�F�H�L�Q���$�0�����=�D��
�V�Y�D�N�L���W�U�H�W�P�D�Q���L���N�R�Q�W�U�R�O�X���M�H���U�D�þ�X�Q�D�W�D���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�H�G�Q�R�V�W���E�R�M�D���Y�H�]�D�Q�L�K���8���������ü�H�O�L�M�D�����D���S�R�W�R�P���M�H���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H��
�P�R�Q�R�F�L�W�D�� �]�D�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�]�U�D�åava�Q�R�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �V�H�� �Y�H�]�D�O�H�� �]�D��
�(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 

�=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �X�W�L�F�D�M�D�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$���L���'�%�3���Q�D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���P�R�Q�R�F�L�W�D���]�D���M�H�G�Q�R�V�O�R�M���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D, za svaki tretman 
i kontrolu je �X���������P�P���S�R�V�X�G�H���V�D�ÿ�H�Q�R���S�R�������������[������6 �ü�H�O�L�M�D���X�������P�/���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���P�H�G�L�M�X�P�D�����S�R���M�H�G�Q�D��
������ �P�P�� �S�R�V�X�G�D�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �W�U�H�W�P�D�Q�� ���]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D�� �P�R�Q�R�F�L�W�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J��
�P�L�N�U�R�V�N�R�S�D���� �L�O�L�� �M�H�� �X�� �S�O�R�þ�X�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �V�D�ÿ�H�Q�R�� �S�R�� �������� �[�� ����4 �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �������� ���/�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J��
�P�H�G�L�M�X�P�D�����S�R�������E�X�Q�D�U�L�ü�D���]�D���V�Y�D�N�L���W�U�H�W�P�D�Q�����]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D���P�R�Q�R�F�L�W�D���S�R�P�R�ü�X���I�O�X�R�U�L�P�H�W�U�D������
�3�R�V�X�G�H���L���S�O�R�þ�H���V�X���S�R�W�R�P���R�G�O�D�J�D�Q�H���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U���Q�D������°C. Nakon 24 h, iz 35 mm posuda je uklanjan 
�P�H�G�L�M�X�P�� �L�� �G�R�G�D�Y�D�Q�R�� �M�H�� �S�R�� ���� �P�/�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �%�3�$�� �L�O�L�� �'�%�3�� �X�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�R�P�� �P�H�G�L�M�X�P�X����
�G�R�N�� �M�H�� �L�]�� �S�O�R�þ�D�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�� �P�H�G�L�M�X�P�� �L�� �G�R�G�D�Y�D�Q�R�� �M�H�� �S�R�� �������� ���/�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K��
�W�U�H�W�P�D�Q�D���%�3�$���L�O�L���'�%�3���X���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�P���P�H�G�L�M�X�P�X���� �3�R�V�X�G�H���L���S�O�R�þ�H���V�X���R�G�O�D�J�D�Q�H���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U���Q�D������°C 
tako da je izlaganje BPA trajalo 48 h, a izlaganje DBP 24 h. U pojedinim eksperimentima sa DBP, 
�J�G�H�� �M�H�� �W�R�� �Q�D�]�Q�D�þ�H�Q�R���� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �W�R�N�R�P�� ������ �P�L�Q�� �S�U�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H sa: antagonistom ER ICI 
182,780 (5 µM), antagonistom GPER G-15 (5 µM), inhibitorom MEK1/2 U0126 (5 µM) i 
inhibitorom PI3K vortmaninom ������ �—�0������ �3�R�� �L�V�W�H�N�X�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �V�X�� �8�������� �ü�H�O�L�M�H�� �R�E�H�O�H�å�D�Y�D�Q�H�� �E�R�M�R�P��
�N�D�O�F�H�L�Q�� �$�0�� �Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R�� �S�U�H�G�� �L�]�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H��prethodno �R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�R�� �L�� �S�R�W�R�P�� �V�X��
�V�W�D�Y�O�M�D�Q�H���S�U�H�N�R���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���X���S�R�V�X�G�D�P�D���L�O�L���S�O�R�þ�D�P�D���������[ 106 �ü�H�O�L�M�D���S�R���������P�P���S�R�V�X�G�L��
ili 0,5 x 106 �ü�H�O�L�M�D���S�R���M�H�G�Q�R�P���E�X�Q�D�U�L�ü�X���S�O�R�þ�H���V�D���������E�X�Q�D�U�L�ü�D�������1�D�N�R�Q���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���Q�D������°C u trajanju 
od 1 h, �S�R�V�X�G�H���L���S�O�R�þ�H���V�X���L�V�S�L�U�D�Q�H���G�Y�D���S�X�W�D���U�D�V�W�Y�R�U�R�P���+�%�6�6���������P�/���S�R���������P�P���S�R�V�X�G�L���L�O�L�������������/���S�R��
�M�H�G�Q�R�P�� �E�X�Q�D�U�L�ü�X�� �S�O�R�þ�H�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D������ �X�� �F�L�O�M�X�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�D�� �Q�H�Y�H�]�D�Q�L�K�� �P�R�Q�R�F�L�W�D���� �3�R�W�R�P�� �V�X��
�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�E�H�O�H�åene �8�������� �ü�H�O�L�M�H�� �Y�H�]�D�Q�H�� �]�D�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� ������ �P�P�� �S�R�V�X�G�D�P�D��
�I�R�W�R�J�U�D�I�L�V�D�Q�H�� �Q�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�X���� �D�� �G�R�E�L�M�H�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�R�Y�D�Q�L�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H���Y�H�ü 
opisano. I�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �X�� �S�O�R�þ�D�P�D�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �P�H�U�H�Q��je na fluorimetru Thermo 
�/�D�E�V�\�V�W�H�P�V�� �)�O�X�R�U�R�V�N�D�Q�� �$�V�F�H�Q�W�� �V�D�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �S�R�G�H�ã�H�Q�L�P�� �W�D�O�D�V�Q�L�P�� �G�X�å�L�Q�D�P�D���� �W�D�O�D�V�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D��
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�H�N�V�F�L�W�D�F�L�M�H�� ��ex � �� �������� �Q�P�� �L�� �W�D�O�D�V�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D�� �H�P�L�V�L�M�H�� ��em = 538 nm. Kvantifikacija rezultata dobijenih 
�S�R�P�R�ü�X�� �I�O�X�R�U�L�P�H�W�U�D�� �U�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �W�U�H�W�P�D�Q�� �L�� �N�R�Q�W�U�R�O�X �U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �V�U�H�G�Q�M�D��
�Y�U�H�G�Q�R�V�W���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J���V�L�J�Q�D�O�D���S�R�U�H�N�O�R�P���R�G���Y�H�]�D�Q�L�K���8���������ü�H�O�L�M�D���R�E�H�O�H�å�H�Q�L�K���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P���E�R�M�R�P��
�N�D�O�F�H�L�Q�� �$�0���� �D�� �S�R�W�R�P�� �M�H�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�Q�R�F�L�W�D�� �]�D�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�]�U�D�å�H�Q�R�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W��
�8���������ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���V�H���Y�H�]�D�O�H���]�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 

 

3.6. �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D���]�D���å�H�O�D�W�L�Q 

Za procenu uticaja odabranih koncentracija BPA i DBP na vezivanje �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D��
komponente ECM �N�R�U�L�ã�ü�H�Q���M�H���W�H�V�W���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�Ma �]�D���å�H�O�D�W�L�Q�� 

Za potrebe ispitivanja dugotrajnog efekta oba EDC na vezivanje endotelnih �ü�H�O�L�M�D�� �]�D��
proteine ECM, �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �X�]�L�P�D�Q�H�� �L�]�� �V�Y�D�N�R�J�� �I�O�D�V�N�D�� �Q�D�N�R�Q�� �S�H�W���� �G�H�Y�H�W�� �L�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D 
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �%�3�$���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �W�U�L���� �ã�H�V�W���� �G�H�Y�H�W�� �L�� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D izlaganja DBP, po 0,5 x 106 �ü�H�O�L�M�D�� �R�G��
�V�Y�D�N�R�J���I�O�D�V�N�D�����û�H�O�L�M�H���V�X���]�D�W�L�P���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�H�������P�L�Q���Q�D�����������[g �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W���X�N�O�D�Q�M�D�Q����
�7�D�O�R�J���ü�H�O�L�M�D���M�H���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�R�Y�D�Q���X�������P�/���U�D�V�W�Y�R�U�D���3�%�6�����S�R�Q�R�Y�R���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q���L���S�R�W�R�P���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�R�Y�D�Q���X��
1,25 mL pufera za adheziju (DMEM bez seruma, pH 7,4, sa 0,5% BSA, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2 
i 0,2 mM MnCl2������ �8�� �S�X�I�H�U�� �]�D�� �D�G�K�H�]�L�M�X�� �V�X�� �S�U�H�� �G�R�G�D�Y�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �G�R�G�D�Y�D�Q�L�� �L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �W�U�H�W�P�D�Q�L����
�N�D�N�R���E�L���V�H���L�]�O�D�J�D�Q�M�H���Q�D�V�W�D�Y�L�O�R���L���W�R�N�R�P���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�����3�R�������P�/���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H���ü�H�O�L�M�D���X���S�X�I�H�U�X���]�D���D�G�K�H�]�L�M�X��
�M�H�� �V�D�ÿ�H�Q�R�� �X�� �S�O�R�þ�H�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �R�E�O�R�å�H�Q�H�� �å�H�O�D�W�L�Q�R�P���� �2�E�O�D�J�D�Q�M�H�� �å�H�O�D�W�L�Q�R�P�� �M�H��
�S�R�G�U�D�]�X�P�H�Y�D�O�R�� �V�O�H�G�H�ü�H���� �G�D�Q�� �S�U�H�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���V�X�� �E�X�Q�D�U�L�ü�L�� �S�O�R�þ�D�� �R�E�O�D�J�D�Q�L�� �å�H�O�D�W�L�Q�R�P�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �S�R��
0,5 mL 1% rastvora �å�H�O�D�W�L�Q�D�� �G�R�G�D�Y�D�Q�R�� �X�� �V�Y�D�N�L�� �E�X�Q�D�U�L�ü�� �L�� �R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�R�� �G�D�� �V�W�R�M�L�� ���� �K�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M��
�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�����1�D�N�R�Q���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���M�H���å�H�O�D�W�L�Q���X�N�O�D�Q�M�D�Q�����D���S�O�R�þ�D���R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�D���G�D���V�H���E�X�Q�D�U�L�ü�L���R�V�X�ã�H���������P�L�Q���Q�D��
�V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���� �%�X�Q�D�U�L�ü�L�� �V�X�� �S�R�W�R�P�� �L�V�S�L�U�D�Q�L�� �U�D�V�W�Y�R�U�R�P�� �3�%�6���� ���� �P�/�� �S�R�� �E�X�Q�D�U�L�ü�X���� �L�� �R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�L�� �G�R��
�X�S�R�W�U�H�E�H���� �1�D���G�D�Q���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���� �S�O�R�þ�H���V�X���E�O�R�N�L�U�D�Q�H���U�D�V�W�Y�R�U�R�P�������� �%�6�$���X���3�%�6���� ���� �P�/�� �S�R���E�X�Q�D�U�L�ü�X����
�%�O�R�N�L�U�D�Q�M�H�� �M�H�� �W�U�D�M�D�O�R�� �Q�D�M�P�D�Q�M�H�� ���� �K�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �U�D�V�W�Y�R�U�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q���� �D�� �E�X�Q�D�U�L�ü�L�� �L�V�S�L�U�D�Q�L�� �U�D�V�W�Y�R�U�R�P��
�3�%�6���� ���� �P�/�� �S�R�� �E�X�Q�D�U�L�ü�X���� �=�D�W�L�P�� �M�H�� �S�R�� �E�X�Q�D�U�L�ü�X�� �V�D�ÿ�H�Q�R�� �������� �[�� ����6 �ü�H�O�L�M�D�� �L�]�� �V�Y�D�N�R�J�� �I�O�D�V�N�D�� �X�� ���� �P�/��
�S�X�I�H�U�D�� �]�D�� �D�G�K�H�]�L�M�X���� �3�O�R�þ�H�� �V�X�� �S�R�W�R�P�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� �Q�D�� ����°C u trajanju od 30 min. Nakon isteka 
�L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �W�U�L�� �S�X�W�D�� �S�D�å�O�M�L�Y�R�� �L�V�S�L�U�D�Q�H�� �þ�L�V�W�L�P�� �P�H�G�L�M�X�P�R�P���� ���� �P�/�� �S�R�� �E�X�Q�D�U�L�ü�X���� �L�� �S�R�W�R�P��
�I�R�W�R�J�U�D�I�L�V�D�Q�H�� �Q�D�� �L�Q�Y�H�U�W�Q�R�P�� �V�Y�H�W�O�R�V�Q�R�P�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�X���� �%�U�R�M�� �Y�H�]�D�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q�� �M�H�� �]�D�W�L�P��
�N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�R�Y�D�Q���S�R�P�R�ü�X���W�H�V�W�D���V�D���E�R�M�R�P���6�5�%�����R�S�L�V�D�Q�R���X���S�R�J�O�D�Y�O�M�X���������������D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���ü�H�O�L�M�D��za ECM je 
�L�]�U�D�å�H�Q�R���N�D�R���S�U�R�F�H�Q�D�W���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���V�H���Y�H�]�D�O�H���]�D���å�H�O�D�W�L�Q���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 

Za potrebe ispitivanja kratkotrajnog delovanja BPA i DBP na �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�Me i njihovo 
vezivanje za komponente ECM, �]�D���V�Y�D�N�L���W�U�H�W�P�D�Q���L���N�R�Q�W�U�R�O�X���M�H���X���������P�P���S�R�V�X�G�H���V�D�ÿ�H�Q�R���S�R�����������[������6 
�ü�H�O�L�M�D�� �X�� ���� �P�/�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J�� �P�H�G�L�M�X�P�D�� �S�R�� �S�R�V�X�G�L���� �M�H�G�Q�D�� ������ �P�P�� �S�R�V�X�G�D�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �W�U�H�W�P�D�Q���� �6�O�H�G�H�ü�H�J��
�G�D�Q�D���M�H���X���S�R�V�X�G�H���G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R�������P�/���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K���W�U�H�W�P�D�Q�D���%�3�$���L�O�L���'�%�3���X���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�P���P�H�G�L�M�X�P�X��
�X�]�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�� �S�R�V�W�R�M�H�ü�H�J�� �P�H�G�L�M�X�P�D�� �L�]�� �S�R�V�X�G�H���� �1�D�N�R�Q�� ������ �K�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �L�V�S�L�U�D�Q�H��
dva puta rastvorom PBS u zapremini od 2 mL, a zatim je dodavano 0,5 mL tripsina po posudi. 
�û�H�O�L�M�H�� �V�X�� �X�� �U�D�V�W�Y�R�U�X�� �W�U�L�S�V�L�Q�D�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� ���� �P�L�Q�� �Q�D�� ����°C. Nakon isteka inkubacije u posude je 
dodavano po 1,5 mL kompletnog medijuma kako bi se zaustavilo delovanje tripsina. Suspenzija 
�ü�H�O�L�M�D���M�H���P�H�ã�D�Q�D���Q�H�N�R�O�L�N�R���S�X�W�D���S�U�R�Y�O�D�þ�H�Q�M�H�P���N�U�R�]���S�L�S�H�W�X�����D���S�R�W�R�P���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�D�������P�L�Q���Q�D�����������[g. 
Nakon centrifugiranja je �X�N�O�D�Q�M�D�Q���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�����W�D�O�R�J���ü�H�O�L�M�D���M�H���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�R�Y�D�Q���X�������P�/���U�D�V�W�Y�R�U�D���3�%�6�����D��
zatim ponovo centrifugiran 5 min na 400 xg���� �6�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �M�H�� �S�R�W�R�P�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q���� �D�� �W�D�O�R�J�� �ü�H�O�L�M�D��
�U�H�V�X�V�S�H�Q�G�R�Y�D�Q���X�����������P�/���S�X�I�H�U�D���]�D���D�G�K�H�]�L�M�X�����û�H�O�L�M�H���V�X���S�R�W�R�P���E�U�R�M�D�Q�H�����S�R�����������[������6 �ü�H�O�L�M�D���M�H���R�G�Y�D�M�D�Q�R��
u poseban set tubica, a zapremina je dopunjena do 1,5 mL puferom za adheziju. U pufer za adheziju 
�V�D�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�R�P�� �ü�H�O�L�M�D�� �V�X�� �G�R�G�D�Y�D�Q�L�� �L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �W�U�H�W�P�D�Q�L���� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �Q�D�V�W�D�Y�L�O�R�� �L�� �W�R�N�R�P��
�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�����3�R�������P�/���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H���ü�H�O�L�M�D���X���S�X�I�H�U�X���]�D���D�G�K�H�]�L�M�X���M�H���V�D�ÿ�H�Q�R���X���S�O�R�þ�H���V�D���������E�X�Q�D�U�L�ü�D������������
x 106 �ü�H�O�L�M�D�� �S�R�� �E�X�Q�D�U�L�ü�X���� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �R�E�O�R�å�H�Q�H�� �å�H�O�D�W�L�Q�R�P�� �L�� �E�O�R�N�L�U�D�Q�H�� �U�D�V�W�Y�R�U�R�P�� ������ �%�6�$�� �X��
�3�%�6���S�R���J�R�U�H���R�S�L�V�D�Q�R�P���S�U�R�W�R�N�R�O�X�����3�O�R�þ�H���V�X���S�R�W�R�P���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H���Q�D������°C u trajanju od 30 min. Nakon 
�L�V�W�H�N�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����ü�H�O�L�M�H���V�X���W�U�L���S�X�W�D���S�D�å�O�M�L�Y�R���L�V�S�L�U�D�Q�H���þ�L�V�W�L�P���P�H�G�L�M�X�P�R�P���������P�/���S�R���E�X�Q�D�U�L�ü�X�����L���S�R�W�R�P��
�I�R�W�R�J�U�D�I�L�V�D�Q�H�� �Q�D�� �L�Q�Y�H�U�W�Q�R�P�� �V�Y�H�W�O�R�V�Q�R�P�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�X���� �%�U�R�M���]�D�O�H�S�O�M�H�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �M�H�� �]�D�W�L�P�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�R�Y�D�Q��
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�S�R�P�R�ü�X���W�H�V�W�D���V�D���E�R�M�R�P���6�5�%�����R�S�L�V�D�Q�R���X���S�R�J�O�D�Y�O�M�X�������������� �D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���ü�H�O�L�M�D��za ECM �M�H���L�]�U�D�å�H�Q�R���N�D�R��
�S�U�R�F�H�Q�D�W���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���V�H���Y�H�]�D�O�H���]�D���å�H�O�D�W�L�Q���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 

 

3.7. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���E�U�R�M�D���ü�H�O�L�M�D���W�H�V�W�R�P���V�D���E�R�M�R�P���V�X�O�I�R�U�R�G�D�P�L�Q���% 

�7�H�V�W�� �V�H�� �]�D�V�Q�L�Y�D�� �Q�D�� �W�R�P�H�� �ã�W�R�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�� �R�V�W�D�F�L�� �ü�H�O�L�M�V�N�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�V�Y�D�M�D�M�X��
�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R�� �R�E�R�M�H�Q�L�� �O�M�X�E�L�þ�D�V�W�L�� �D�P�L�Q�R�N�V�D�Q�W�L�Q�� �V�X�O�I�R�U�R�G�D�P�L�Q�� �%�� ���6�5�%������ �9�H�ü�L�� �E�U�R�M�� �ü�H�O�L�M�D�� �X�V�Y�D�M�D�� �Y�H�ü�X��
�N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �E�R�M�H���� �S�D�� �V�D�P�L�P�� �W�L�P�� �V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�L�� �L�]�P�H�U�H�Q�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �E�R�M�H�� ���D�S�V�R�U�E�D�Q�F�D���� �L�P�D�� �Y�H�ü�X��
�Y�U�H�G�Q�R�V�W���� �7�H�V�W�� �M�H�� �U�D�ÿ�H�Q�� �S�R�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �R�S�L�V�D�Q�R�P�� �S�U�R�W�R�N�R�O�X�� ���3�R�J�U�P�L�ü-�0�D�M�N�L�ü�� �L�� �V�D�U������ �������������� �X�]��
�R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���L�]�P�H�Q�H�����8���F�L�O�M�X���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���E�U�R�M�D���ü�H�O�L�M�D���X���V�Y�D�N�R�P���E�X�Q�D�U�L�ü�X�����(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���V�X���I�L�N�V�L�U�D�Q�H��
1 h na 4°C �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �������� �7�&�$�� ���S�U�L�S�U�H�P�D�Q�D�� �X�� �K�O�D�G�Q�R�M�� �G�+2�2���� �X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�L�� �R�G�� �������� �S�R�þ�H�W�Q�H��
�]�D�S�U�H�P�L�Q�H���P�H�G�L�M�X�P�D���X���E�X�Q�D�U�L�ü�X, dakle po 0,25 mL u 35 mm posude ili po 25 µ�/���X���E�X�Q�D�U�L�ü�H���S�O�R�þ�H��
�V�D���������E�X�Q�D�U�L�ü�D�����3�R���]�D�Y�U�ã�H�W�N�X���S�U�R�F�H�V�D���I�L�N�V�L�U�D�Q�M�D, �Y�L�ã�D�N���7�&�$���M�H���X�N�O�D�Q�M�D�Q���L�V�S�L�U�D�Q�M�H�P���S�H�W���S�X�W�D���G�+2O, 1 
mL po posudi, odnosno 100 µL �S�R���E�X�Q�D�U�L�ü�X�����D���]�D�W�L�P���V�X���ü�H�O�L�M�H���E�R�M�H�Q�H���U�D�V�W�Y�R�U�R�P�������������6�5�%�����X��������
�V�L�U�ü�H�W�Q�R�M���N�L�V�H�O�L�Q�L�����N�R�M�L���M�H���G�R�G�D�Y�D�Q���X���N�R�O�L�þ�L�Q�L koja odgovara ���������S�R�þ�H�W�Q�H���]�D�S�U�H�P�L�Q�H���P�H�G�L�M�X�P�D�����3�R�V�O�H��
�G�R�G�D�Y�D�Q�M�D�� �E�R�M�H���� �S�O�R�þ�H�� �V�X�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� ������ �P�L�Q�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�� �Y�L�ã�D�N��
�E�R�M�H���L�V�S�L�U�D�Q�M�H�P���S�H�W���S�X�W�D���������V�L�U�ü�H�W�Q�R�P���N�L�V�H�O�L�Q�R�P���������P�/���S�R posudi ili 0,1 mL po �E�X�Q�D�U�L�ü�X�����9�H�]�D�Q�D��
boja je zatim rastvarana u 0,5 mL ili 50 µL 10 mM Tris baze (pH 10,5). Iz svake 35 mm posude je 
�S�R�� �������� �P�/�� �S�U�H�E�D�F�L�Y�D�Q�R�� �X�� ���� �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �S�O�R�þ�H�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D���� �þ�L�P�H�� �M�H�� �G�R�E�L�M�H�Q�R�� ���� �S�R�Q�R�Y�N�D�� �L�]�� �V�Y�D�N�R�J��
�E�X�Q�D�U�L�ü�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �R�G�� �V�Y�D�N�H�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�H�� �J�U�X�S�H�� �ü�H�O�L�M�D���� �$�S�V�R�U�E�D�Q�F�H�� �V�X�� �P�H�U�H�Q�H�� �Q�D�� �V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�X��
�7�K�H�U�P�R�� �/�D�E�V�\�V�W�H�P�V�� �0�X�O�W�L�V�F�D�Q�� �(�;�� �Q�D�� �W�D�O�D�V�Q�R�M�� �G�X�å�L�Q�L�� ��1� �������� �Q�P�� �L�� �U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�R�M�� �W�D�O�D�V�Q�R�M�� �G�X�å�L�Q�L��
��2� ���������Q�P�����.�R�Q�D�þ�Q�D���Y�U�H�G�Q�R�V�W���V�L�J�Q�D�O�D���M�H���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���N�D�R���U�D�]�O�L�N�D���S�U�Y�H���L���G�U�X�J�H���D�S�V�R�U�E�D�Q�F�H�����$��� ���$492 �± 
A690). 

 

3.8. �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���P�L�J�U�D�F�L�M�H���ü�H�O�L�M�D 

Uticaj dugotrajnog i kratkotrajnog izlaganja odabranim koncentracijama BPA i DBP na 
sposobnost �P�L�J�U�D�F�L�M�H�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D��ispitiv�D�Q�� �M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �G�Y�H�� �P�H�W�R�G�H���� �7�H�V�W�� �Ä�]�D�U�D�V�W�D�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�H�³��
(eng. wound-healing assay���� �M�H�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�� �]�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �X�W�L�F�D�M�D�� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J i kratkotrajnog 
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D���%�3�$�����N�D�R���L���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���'�%�3���Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D�����G�R�N���M�H���]�D���S�R�W�U�H�E�H��
ispitivanja uticaja dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �'�%�3�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�� �W�H�V�W�� �P�L�J�U�D�F�L�M�H�� �ü�H�O�L�M�D�� �X��
Transwell sistemu. 

 

3.8.1. �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���P�L�J�U�D�F�L�M�H���ü�H�O�L�M�D���W�H�V�W�R�P���Ä�]�D�U�D�V�W�D�Q�M�D���S�R�Y�U�H�G�H�³ 

�0�H�W�R�G�D�� �V�H�� �]�D�V�Q�L�Y�D�� �Q�D�� �S�U�D�ü�H�Q�M�X�� �P�L�J�U�D�F�L�M�H�� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �S�R�Y�U�H�G�X�� ���H�Q�J����scratch) koja se formira 
�S�R�Y�O�D�þ�H�Q�M�H�P���V�W�H�U�L�O�Q�R�J���Q�D�V�W�D�Y�N�D���N�U�R�]���N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�D�Q���V�O�R�M���ü�H�O�L�M�D�����3�U�H���V�D�ÿ�H�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D���]�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W su sa 
�G�R�Q�M�H�� �V�W�U�D�Q�H�� �S�O�R�þ�H�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �P�D�U�N�H�U�R�P�� �S�R�Y�X�þ�H�Q�H�� �G�Y�H�� �K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �Q�D�� �R�V�Q�R�Y�X�� �N�R�M�L�K�� �M�H��
�G�H�I�L�Q�L�V�D�Q�D���R�E�O�D�V�W���X���Y�L�G�Q�R�P���S�R�O�M�X���X���R�N�Y�L�U�X���N�R�M�H���ü�H���V�H���S�U�D�W�L�W�L���P�L�J�U�D�F�L�M�D���ü�H�O�L�M�D�� 

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama BPA na migraciju, �(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���V�X���X�]�L�P�D�Q�H���L�]���V�Y�D�N�R�J���I�O�D�V�N�D���Q�D�N�R�Q���S�H�W�����G�H�Y�H�W���L��
�þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �%�3�$���� �D�� �]�D�W�L�P�� �V�D�ÿ�H�Q�H�� �X�� �S�O�R�þ�X�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D���� �������� �[�� ����6 �ü�H�O�L�M�D�� �X�� ���� �P�/��
�N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���P�H�G�L�M�X�P�D�����S�R���M�H�G�D�Q���E�X�Q�D�U�L�ü���R�G���V�Y�D�N�R�J���I�O�D�V�N�D�����1�D�N�R�Q���O�H�S�O�M�H�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D���X���W�U�D�M�D�Q�M�X���R�G�������K��
na 37°C, �Q�D�� �S�R�V�W�R�M�H�ü�L�� �P�H�G�L�M�X�P�� �X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P�� �E�X�Q�D�U�L�ü�L�P�D�� �M�H�� �G�R�G�D�Y�D�Q�R�� �S�R�� ���� �P�/�� �U�D�]�E�O�D�å�H�Q�L�K��
�U�D�G�Q�L�K�� �U�D�V�W�Y�R�U�D�� �%�3�$�� �L�O�L�� �D�S�V�R�O�X�W�Q�R�J�� �H�W�D�Q�R�O�D�� �G�D�� �E�L�� �V�H�� �G�R�E�L�O�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �I�L�Q�D�O�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��
tretmana i kontrole. Nakon 24 h, medijum je uklanjan, a potom je formiran vertikalan prorez 
�S�R�Y�O�D�þ�H�Q�M�H�P�� �V�W�H�U�L�O�Q�R�J�� �Q�D�V�W�D�Y�N�D�� �R�G�� �������� �—�/�� �N�U�R�]�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�L�� �V�O�R�M�� �ü�H�O�L�M�D���� �û�H�O�L�M�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�U�L�O�L�N�R�P��
formiranja povrede odvojene od podloge su ispirane tri puta medijumom bez seruma, 1 mL po 
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�E�X�Q�D�U�L�ü�X���� �D�� �]�D�W�L�P�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �V�D�� �Q�R�Y�R�I�R�U�P�L�U�D�Q�R�P�� �S�R�Y�U�H�G�R�P�� �I�R�W�R�J�U�D�I�L�V�D�Q�H�� �S�R�G�� �L�Q�Y�H�U�W�Q�L�P�� �V�Y�H�W�O�R�V�Q�L�P��
mikroskopom (2 ili 4 fotografije po povredi). Nakon toga je medijum bez seruma uklanjan, a u 
�E�X�Q�D�U�L�ü�H�� �M�H�� �G�R�G�D�Y�D�Q�R�� �S�R�� ���� �P�/�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �L�� �N�R�Q�W�U�R�O�H�� �N�R�M�L�� �V�X�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L�� �X��
�N�R�P�S�O�H�W�Q�R�P�� �P�H�G�L�M�X�P�X���� �3�O�R�þ�H�� �V�X�� �]�D�W�L�P�� �R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�H�� �X�� �L�Q�N�X�E�D�W�R�U�� �Q�D�� ����°C. Fotografije su ponovo 
�Q�D�þ�L�Q�M�H�Q�H�� �S�R�V�O�H�� ������ �K���� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �P�L�J�U�L�U�D�O�H�� �X�� �S�R�Y�U�H�G�X���� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �N�D�R��
�V�P�H�U�Q�L�F�H�� �X�� �F�L�O�M�X�� �I�R�W�R�J�U�D�I�L�V�D�Q�M�D�� �L�V�W�L�K�� �P�H�V�W�D�� �N�D�R�� �L�� �Q�D�� �S�R�þ�H�W�N�X���� �S�U�H�� �Q�H�J�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �P�L�J�U�L�U�D�O�H�� �X��
povredu. Kvantifikacija m�L�J�U�D�F�L�M�H�� ���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�F�H�Q�W�D�� �Ä�]�D�U�D�V�W�D�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�H�´���� �M�H�� �X�U�D�ÿ�H�Q�D��
�N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P���S�U�R�J�U�D�P�D���1�,�+�� �,�P�D�J�H���-�� ��https://Image J.nih.gov/������ �Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���ã�W�R���M�H���Q�D���I�R�W�R�J�U�D�I�L�M�D�P�D��
�P�H�U�H�Q�R�� �U�D�V�W�R�M�D�Q�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �L�Y�L�F�H�� �ü�H�O�L�M�D�� �V�D�� �R�E�H�� �V�W�U�D�Q�H�� �S�R�Y�U�H�G�H�� �Q�D�� �S�R�þ�H�W�N�X�� ������ �K���� �L�� �Q�D�N�R�Q�� �P�L�J�U�D�F�L�M�H�� �X��
�W�U�D�M�D�Q�M�X���R�G�������� �K���� �=�D���N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X���M�H���N�R�U�L�ã�ü�H�Q�D���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�H�G�Q�R�V�W���R�G����-9 merenja po fotografiji. Za 
�V�Y�D�N�L���W�U�H�W�P�D�Q���L���N�R�Q�W�U�R�O�X���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���•�_���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�H�G�Q�R�V�W���U�D�V�W�R�M�D�Q�M�Z���L�]�P�H�ÿ�X���L�Y�L�F�H���ü�H�O�L�M�D���V�D���R�E�H���V�W�U�D�Q�H��
�S�R�Y�U�H�G�H�� �Q�D�� �S�R�þ�H�W�N�X�� �L�� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �P�L�J�U�L�U�D�O�H���� �D�� �S�R�W�R�P�� �M�H�� �P�L�J�U�D�F�L�M�D�� �L�]�U�D�å�H�Q�D�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W��
�(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���P�L�J�U�L�U�D�O�H���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 

�=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �X�W�L�F�D�M�D�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$���L���'�%�3���Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D, �]�D���V�Y�D�N�L���W�U�H�W�P�D�Q���L���N�R�Q�W�U�R�O�X���M�H���X���S�O�R�þ�X��
�V�D���������E�X�Q�D�U�L�ü�D���V�D�ÿ�H�Q�R���S�R�������[������6 �ü�H�O�L�M�D���X�������P�/���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���P�H�G�L�M�X�P�D���S�R���E�X�Q�D�U�L�ü�X�����M�H�G�D�Q���E�X�Q�D�U�L�ü���]�D��
�V�Y�D�N�L���W�U�H�W�P�D�Q�����6�O�H�G�H�ü�H�J���G�D�Q�D���V�X���ü�H�O�L�M�H���L�V�S�L�U�D�Q�H���G�Y�D���S�X�W�D���P�H�G�L�M�X�P�R�P���E�H�]���V�H�U�X�P�D���������P�/���S�R���E�X�Q�D�U�L�ü�X����
�D���]�D�W�L�P���V�X���X���E�X�Q�D�U�L�ü�H���G�R�G�D�Y�D�Q�L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���W�U�H�W�P�D�Q�L���L���N�R�Q�W�U�R�O�H���X���P�H�G�L�M�X�P�X���E�H�]���V�H�U�X�P�D���������P�/���S�R��
�E�X�Q�D�U�L�ü�X�����8���S�R�M�H�G�L�Q�L�P���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�P�D���V�D���'�%�3�����J�G�H���M�H���W�R���Q�D�]�Q�D�þ�H�Q�R�����(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���V�X���W�R�N�R�P��������
min pretretirane sa: ICI 182,780 (10 µM), G-15 (5 µM), U0126 (5 µM), vortmaninom (1 µM) i L-
NAME (100 µM), inhibitorom NOS. Nakon 24 h, medijum je uklanjan, a potom je formiran 
�Y�H�U�W�L�N�D�O�D�Q���S�U�R�U�H�]���N�U�R�]���V�U�H�G�L�ã�Q�M�L���V�O�R�M���ü�H�O�L�M�D�����S�U�H�P�D���S�U�R�W�R�N�R�O�X���R�S�L�V�D�Q�R�P���X���S�D�V�X�V�X���L�]�Q�D�G�����û�H�O�L�M�H���N�R�M�H���V�X��
prilikom formiranja povrede odvojene od podloge su ispirane tri puta medijumom bez seruma, 1 
�P�/�� �S�R�� �E�X�Q�D�U�L�ü�X���� �D�� �]�D�W�L�P�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �V�D�� �Q�R�Y�R�I�R�U�P�L�U�D�Q�R�P�� �S�R�Y�U�H�G�R�P�� �I�R�W�R�J�U�D�I�L�V�D�Q�H�� �S�R�G�� �L�Q�Y�H�U�W�Q�L�P��
svetlosnim mikroskopom (2 ili 4 fotografije po povredi). Nakon toga je medijum bez seruma 
�X�N�O�D�Q�M�D�Q�����D���X���E�X�Q�D�U�L�ü�H���M�H���G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R�������P�/���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K���W�U�H�W�P�D�Q�D���L���N�R�Q�W�U�R�O�H���N�R�M�L���V�X���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L��
�X�� �P�H�G�L�M�X�P�X�� �E�H�]�� �V�H�U�X�P�D���� �3�O�R�þ�H�� �V�X�� �]�D�W�L�P�� �R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�H�� �X�� �L�Q�N�X�E�D�W�R�U�� �Q�D�� ����°C. Fotografije su ponovo 
�Q�D�þ�L�Q�M�H�Q�H�� �S�R�V�O�H�� ������ �K���� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �P�L�J�U�L�U�D�O�H�� �X�� �S�R�Y�U�H�G�X���� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �N�D�R��
�V�P�H�U�Q�L�F�H�����.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D���P�L�J�U�D�F�L�M�H���M�H���X�U�D�ÿ�H�Q�D���Q�D���Q�D�þ�L�Q���R�S�L�V�D�Q���X���S�U�H�W�K�R�G�Q�R�P���S�D�V�X�V�X�� 

 

3.8.2. Is�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���P�L�J�U�D�F�L�M�H���ü�H�O�L�M�D���X���7�U�D�Q�V�Z�H�O�O���V�L�V�W�H�P�X 

�0�H�W�R�G�D���]�D���S�U�D�ü�H�Q�M�H���P�L�J�U�D�F�L�M�H���ü�H�O�L�M�D���N�U�R�]���S�R�U�R�]�Q�X���S�R�O�L�N�D�U�E�R�Q�D�W�Q�X���P�H�P�E�U�D�Q�X���J�R�U�Q�M�H�J���R�G�H�O�M�N�D��
�7�U�D�Q�V�Z�H�O�O���S�O�R�þ�H���X���G�R�Q�M�L���R�G�H�O�M�D�N���X���N�R�P���V�H���Q�D�O�D�]�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L���V�W�L�P�X�O�X�V�����K�H�P�R�D�W�U�D�N�W�D�Q�W�����Q�D�]�L�Y�D���V�H���M�R�ã��
i modifikovana Boyden Chamber tehnika. 

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama DBP na migraciju, �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �X�]�L�P�D�Q�H�� �L�]�� �V�Y�D�N�R�J�� �I�O�D�V�N�D�� �Q�D�N�R�Q�� �W�U�L���� �ã�H�V�W����
devet i dvanaest nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �'�%�3���� �D�� �]�D�W�L�P�� �V�D�ÿ�H�Q�H�� �X�� �J�R�U�Q�M�H�� �R�G�H�O�M�N�H�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O�� �S�O�R�þ�H�� �V�D�� ������
�E�X�Q�D�U�L�ü�D�����Y�H�O�L�þ�L�Q�D���S�R�U�D�������—�P���������������[������5 �ü�H�O�L�M�D���X�����������P�/���P�H�G�L�M�X�P�D���E�H�]���V�H�U�X�P�D�����S�R���M�H�G�D�Q���R�G�H�O�M�D�N���]�D��
�V�Y�D�N�L�� �I�O�D�V�N���� �8�� �G�R�Q�M�H�� �R�G�H�O�M�N�H�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O�� �S�O�R�þ�H�� �M�H�� �G�R�G�D�Y�D�Q�R�� �S�R�� �������� �P�/�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �L�O�L��
�N�R�Q�W�U�R�O�H���X���P�H�G�L�M�X�P�X���E�H�]���V�H�U�X�P�D�����7�U�D�Q�V�Z�H�O�O���S�O�R�þ�H���V�X���]�D�W�L�P���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�������K���Q�D������°C�����1�D�N�R�Q���]�D�Y�U�ã�H�Q�H��
inkubacije, medijum je uklanjan iz oba odeljka, a odeljci su zatim ispirani dva puta rastvorom PBS, 
�������� �P�/�� �S�R�� �R�G�H�O�M�N�X���� �û�H�O�L�M�H�� �N�R�M�H�� �Q�L�V�X�� �P�L�J�U�L�U�D�O�H�� �N�U�R�]�� �P�H�P�E�U�D�Q�X�� �V�X�� �ã�W�D�S�L�ü�H�P�� �V�D�� �Y�D�W�R�P�� �I�L�]�L�þ�N�L��
�X�N�O�D�Q�M�D�Q�H���V�D���J�R�U�Q�M�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H�����3�R�W�R�P���V�X���R�E�D���R�G�H�O�M�N�D���S�R�Q�R�Y�R���L�V�S�L�U�D�Q�D���G�Y�D���S�X�W�D���U�D�V�W�Y�R�U�R�P��
�3�%�6�������������P�/���S�R���R�G�H�O�M�N�X�����D���]�D�W�L�P���V�X���ü�H�O�L�M�H���I�L�N�V�L�U�D�Q�H���U�D�V�W�Y�R�U�R�P���������S�D�U�D�I�R�U�P�D�O�G�H�K�L�G�D�����3�)�$���������������P�/��
�S�R�� �E�X�Q�D�U�L�ü�X���� ������ �P�L�Q�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���� �2�E�D�� �R�G�H�O�M�N�D�� �V�X�� �S�R�W�R�P�� �S�R�Q�R�Y�R�� �L�V�S�L�U�D�Q�D�� �G�Y�D�� �S�X�W�D��
�U�D�V�W�Y�R�U�R�P�� �3�%�6���� �������� �P�/�� �S�R�� �R�G�H�O�M�N�X���� �G�D�� �E�L�� �V�H�� �X�N�O�R�Q�L�R�� �Y�L�ã�D�N�� �3�)�$���� �3�R�O�L�N�D�U�E�R�Q�D�W�Q�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�D�� �V�D��
�I�L�N�V�L�U�D�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D�� �M�H�� �S�R�W�R�P�� �S�D�å�O�M�L�Y�R�� �L�V�H�F�D�Q�D�� �V�N�D�O�S�H�O�R�P�� �L�� �V�W�D�Y�O�M�D�Q�D�� �Q�D�� �S�U�H�G�P�H�W�Q�X�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�V�N�X��
�S�O�R�þ�L�F�X���W�D�N�R���G�D���G�R�Q�M�D���V�W�U�D�Q�D���P�H�P�E�U�D�Q�H���E�X�G�H���R�N�U�H�Q�X�W�D���S�U�H�P�D���J�R�U�H�����1�D���P�H�P�E�U�D�Q�X���M�H���]�D�W�L�P���V�W�D�Y�O�M�D�Q�R��
�S�R�� ���� �N�D�S�L�� �U�D�V�W�Y�R�U�D�� �]�D�� �R�þ�X�Y�D�Q�M�H�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H��VECTASHIELD�£ PLUS �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�X��
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�E�R�M�X�� �'�$�3�,���� �0�H�P�E�U�D�Q�D�� �M�H�� �S�R�W�R�P�� �]�D�ã�W�L�ü�H�Q�D�� �S�R�N�U�R�Y�Q�L�P�� �V�W�D�N�O�R�P���� �D�� �S�U�H�G�P�H�W�Q�R�� �L�� �S�R�N�U�R�Y�Q�R�� �V�W�D�N�O�R�� �V�X��
�O�H�S�O�M�H�Q�L�� �S�R�� �L�Y�L�F�D�P�D�� �S�U�R�Y�L�G�Q�L�P�� �O�D�N�R�P�� �]�D�� �Q�R�N�W�H�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �V�S�U�H�þ�L�O�R�� �L�V�S�D�U�D�Y�D�Q�M�H�� �U�D�V�W�Y�R�U�D��
VECTASHIELD�£ PLUS �L���L�V�X�ã�L�Y�D�Q�M�H���P�H�P�E�U�D�Q�H�����2�Y�D�N�R���S�U�L�S�U�H�P�D�Q�H���P�L�N�U�R�V�N�R�S�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H���V�X���]�D�W�L�P��
ostavljane na 4°C, �]�D�ã�W�L�ü�H�Q�H�� �R�G�� �V�Y�H�W�O�D���� �G�R�� �S�U�D�Y�O�M�H�Q�M�D�� �I�R�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �Q�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�X��
Zeiss �$�[�L�R�� �,�P�D�J�H�U���$������ �.�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �I�L�O�W�H�U�D�� �Q�D�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�X�� ���'�$�3�,���� �]�D�� �V�Y�D�N�X��
membranu je napravljeno 10�±������ �I�R�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �Y�L�G�Q�L�K�� �S�R�O�M�D���� �.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D��
�P�L�J�U�D�F�L�M�H���M�H���X�U�D�ÿ�H�Q�D���N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P���S�U�R�J�U�D�P�D���1�,�+���,�P�D�J�H���-����https://Image J.nih.gov/�����Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���ã�W�R��
�V�X�� �Q�D�� �I�R�W�R�J�U�D�I�L�M�D�P�D�� �V�D�� �I�O�X�R�U�H�V�H�F�H�Q�W�Q�R�J�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�D�� �E�U�R�M�D�Q�D�� �M�H�G�U�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �R�E�R�M�H�Q�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P��
�E�R�M�R�P���'�$�3�,�����=�D���V�Y�D�N�L���W�U�H�W�P�D�Q���L���N�R�Q�W�U�R�O�X���U�D�þ�X�Q�D�W�D���•�_���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�H�G�Q�R�V�W���Er�R�M�D���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���P�L�J�U�L�U�D�O�H��
kroz membranu, a potom je migracija �L�]�U�D�åavana �N�D�R���S�U�R�F�H�Q�D�W���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���P�L�J�U�L�U�D�O�H���X��
odnosu na kontrolu. 

 

3.9. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L��matriksnih �P�H�W�D�O�R�S�U�R�W�H�L�Q�D�]�D���S�R�P�R�ü�X���å�H�O�D�W�L�Q�V�N�H��
zimografije 

�=�L�P�R�J�U�D�I�L�M�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �P�H�W�R�G�X�� �]�D�� �P�H�U�H�Q�M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�L�K�� �H�Q�]�L�P�D�� �L�� �L�P�D�� �ã�L�U�R�N�X��
�S�U�L�P�H�Q�X�� �X�� �G�H�W�H�N�F�L�M�L�� �L�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�L�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �X�� �W�N�L�Y�L�P�D�� �L�� �W�H�O�H�V�Q�L�P�� �W�H�þ�Q�R�V�W�L�P�D����
�D�Q�D�O�L�]�L���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�L���H�Q�]�L�P�D���]�D���V�X�S�V�W�U�D�W�����R�V�H�W�O�M�L�Y�R�V�Wi enzima na razne faktore i dr. (Leber i Balkwill, 
������������ �.�X�Q�G�D�S�X�U���� �������������� �.�O�D�V�L�þ�Q�D�� �L�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �S�U�L�P�H�Q�M�H�Q�D�� �]�L�P�R�J�U�D�I�L�M�D�� �M�H�� �V�X�S�V�W�U�D�W�Q�D�� �]�L�P�R�J�U�D�I�L�M�D����
Osnova ove tehnike je SDS-poliakrilamid gel elektroforeza (SDS-�3�$�*�(������ �5�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��
zimografije i SDS-�3�$�*�(�� �V�H�� �R�J�O�H�G�D�� �X�� �W�R�P�H�� �ã�W�R�� �V�H�� �X�� �]�L�P�R�J�U�D�I�L�M�L�� �X�� �V�D�V�W�D�Y�� �J�H�O�D�� �G�R�G�D�M�H�� �L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L��
�V�X�S�V�W�U�D�W���N�R�M�L���S�U�R�W�H�D�]�D���R�G���L�Q�W�H�U�H�V�D���G�H�J�U�D�G�L�U�D���W�R�N�R�P���S�H�U�L�R�G�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����þ�L�P�H���V�H���L���R�G�U�H�ÿ�X�M�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��
�G�D�W�R�J���H�Q�]�L�P�D�����G�¶�$�Y�L�O�D-�/�H�Y�\���L���V�D�U���������������������6�X�S�V�W�U�D�W�Q�D���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�D���M�H���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�D���S�R���W�R�P�H���ã�W�R���V�H��
�X�� �U�D�]�G�Y�D�M�D�M�X�ü�L�� �J�H�O�� �R�V�L�P�� �N�O�D�V�L�þ�Q�L�K�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L�� �]�D�� �6�'�6-�3�$�*�(�� �W�D�N�R�ÿ�H�� �G�R�G�D�M�H�� �L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�� �S�R�S�X�W��
�å�H�O�D�W�L�Q�D�����ä�H�O�D�W�L�Q�V�N�D���]�L�P�R�J�U�D�I�L�M�D���V�H���N�R�U�L�V�W�L���]�D���G�H�W�H�N�F�L�M�X���D�N�W�L�Y�Q�L�K���L���O�D�W�H�Q�W�Q�L�K���I�R�U�P�L���H�Q�]�L�P�D���å�H�O�D�W�L�Q�D�]�D����
pre svega enzima MMP poput MMP-2 i MMP-9, dok se u manjoj meri mogu detektovati i neke 
druge forme MMP. 

�=�L�P�R�J�U�D�I�L�M�R�P�� �M�H�� �P�H�U�H�Q�D�� �H�Q�]�L�P�V�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �0�0�3�� �N�R�M�H�� �V�X�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H��otpustile u 
�P�H�G�L�M�X�P�����=�L�P�R�J�U�D�I�L�M�D���Q�L�M�H���U�D�ÿ�H�Q�D���X���R�N�Y�L�U�X���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D���X�W�L�F�D�M�D���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D��
�R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$���L���'�%�3���Q�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���I�X�Q�N�F�L�M�V�N�H���R�G�J�R�Y�R�U�H���R�Y�L�K���ü�H�O�L�M�D���]�E�R�J���W�R�J�D���ã�W�R��
�V�H�U�X�P���L�]���P�H�G�L�M�X�P�D���X���N�R�P���V�X���ü�H�O�L�M�H���J�D�M�H�Q�H���W�R�N�R�P���R�Y�L�K���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�D�W�D���V�D�G�U�å�L���S�U�R�W�H�D�]�H���N�R�M�H���P�R�J�X���G�D��
�G�D�M�X���O�D�å�Q�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�H���U�H�]�X�O�W�D�W�H�����,�]���W�R�J���U�D�]�O�R�J�D���M�H���]�L�P�R�J�U�D�I�L�M�D���U�D�ÿ�H�Q�D���V�D�P�R���X���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�P�D���X���N�R�M�L�P�D��
�V�X���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R���L�]�O�D�J�D�Q�H���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$���L���'�%�3���X���P�H�G�L�M�X�P�X���E�H�]��
seruma. 

�=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �X�W�L�F�D�M�D�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama BPA i DBP na aktivnost MMP, �P�H�G�L�M�X�P���M�H���X�]�L�P�D�Q���L�]���S�O�R�þ�D���X���N�R�M�L�P�D���M�H���S�U�D�ü�H�Q�D��
�P�L�J�U�D�F�L�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ���R�S�L�V�D�Q�R�� �X�� �S�R�W�S�R�J�O�D�Y�O�M�X�� ���������������� �3�U�L�� �V�D�ÿ�H�Q�M�X�� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� �X�W�L�F�D�M�D��
�N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���%�3�$���Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���V�D�ÿ�H�Q���M�H���M�H�G�D�Q���G�R�G�D�W�Q�L���E�X�Q�D�U�L�ü���X���N�R�P���V�X��
�ü�H�O�L�M�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�H�� �7�1�)-�.�� �X�� �I�L�Q�D�O�Q�R�M�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �R�G�� ������ �Q�J���P�/�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G�� ������ �K���� �2�Y�D�M�� �X�]�R�U�D�N��
�P�H�G�L�M�X�P�D�� �M�H�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�X�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �6�D�N�X�S�O�M�H�Q�L�� �P�H�G�L�M�X�P�L�� �V�X�� �S�R�W�R�P�� �S�U�H�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�L��
�N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �N�R�O�R�Q�D�� �]�D�� �S�U�H�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �0�,�&�5�2�&�2�1® Centrifugal Filter Devices (Amicon 
�%�L�R�V�H�S�D�U�D�W�L�R�Q�V���� �0�$���� �6�$�'���� �S�U�H�P�D�� �X�S�X�W�V�W�Y�L�P�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D���� �8�� �F�L�O�M�X�� �S�U�L�S�U�H�P�H�� �S�U�H�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K�� �X�]�R�U�D�N�D��
�P�H�G�L�M�X�P�D���]�D���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X�������[���N�R�Q�F�H�Q�W�U�R�Y�D�Q�L���S�X�I�H�U���E�H�]���U�H�G�X�N�X�M�X�ü�L�K���D�J�H�Q�D�V�D���M�H���P�H�ã�D�Q���V�D���X�]�R�U�F�L�P�D��
u odnosu 1:1, tako da su finalne koncentracije u svakom uzorku iznosile: 62,5 mM Tris-HCl, pH 
6,8, 2% SDS, 10% glicerol i 0,01% bromofenol-�S�O�D�Y�R�����2�Y�D�N�R���S�U�L�S�U�H�P�D�Q�L���X�]�R�U�F�L���V�X���]�D�W�L�P���N�R�U�L�ã�ü�H�Q�L��
�]�D���Q�D�W�L�Y�Q�X���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X���Q�D���S�R�O�L�D�N�U�L�O�D�P�L�G�Q�R�P���J�H�O�X���N�R�M�L���M�H���N�R�S�R�O�L�P�H�U�L�]�R�Y�D�Q���V�D���å�H�O�D�W�L�Q�R�P���X���I�L�Q�D�O�Q�R�M��
koncentraciji od 1 mg/mL. 

�5�D�G�Q�L�� �U�D�V�W�Y�R�U�� �å�H�O�D�W�L�Q�D�� �M�H�� �S�U�L�S�U�H�P�D�Q�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �å�H�O�D�W�L�Q�� �S�R�U�H�N�O�R�P�� �L�]�� �V�Y�L�Q�M�V�N�H�� �N�R�å�H��
rastvaran u dH2O na 65°C���� �X�]�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�R�� �P�H�ã�D�Q�M�H���� �W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�� �I�L�Q�D�O�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �L�]�Q�R�V�L�O�D�� ����������
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mg/mL. Gel za elektroforezu se sastojao od dela za koncentrovanje uzoraka (3% gel: 4,575 mL 
dH2O, 1,875 mL 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8, 75 µL 10% SDS, 0,9975 mL 30% akrilamid/bis-
akrilamida, 37,5 µL 10% amonijum-persulfata, 7,5 µL TEMED) i dela za razdvajanje uzoraka (10% 
�J�H�O���N�R�S�R�O�L�P�H�U�L�]�R�Y�D�Q���V�D���å�H�O�D�W�L�Q�R�P���������������P�/���U�D�G�Q�R�J���U�D�V�W�Y�R�U�D���å�H�O�D�W�L�Q�D�����������������P�/�����������0���7�U�L�V-HCl, pH 
8,8, 82,5 µL 50% glicerola, 82,5 µL 10% SDS, 3,5 mL 30% akrilamid/bis-akrilamida, 50 µL 10% 
amonijum persulfata, 5 µl TEMED). 

�3�H�G�Q�D�N�H�� �]�D�S�U�H�P�L�Q�H�� �X�]�R�U�D�N�D�� �������±������ �—�/���� �V�X�� �Q�D�O�L�Y�D�Q�H�� �X�� �E�X�Q�D�U�L�ü�H�� �R�Y�D�N�R�� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�R�J��
�S�R�O�L�D�N�U�L�O�D�P�L�G�Q�R�J���J�H�O�D�����N�D�R���L���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L���P�D�U�N�H�U���X���]�D�V�H�E�Q�L���E�X�Q�D�U�L�ü�����3�U�R�W�H�L�Q�L���L�]���X�]�R�U�D�N�D���V�X���U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�L��
u strujnom kolu pri konstantnom naponu od 100 V u Mini�±PROTEAN Tetra Cell aparatu za 
elektroforezu (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, SAD) na 4°C tokom 120-140 min. Nakon 
elektroforeze, gel je prvo ispiran 1 h u rastvoru za ispiranje (2,5% Triton X-100, 50 mM Tris, pH 
7,4, 5 mM CaCl2 i 1 µM ZnCl2�������X�]���N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�R���P�H�ã�D�Q�M�H���L���]�D�P�H�Q�X���U�D�V�W�Y�R�U�D���Q�D���V�Y�D�N�L�K���������P�L�Q�����1�D�N�R�Q��
ispiranja, gel je kratko ispiran dH2O, a zatim inkubiran u puferu za inkubaciju (50 mM Tris, pH 7,4, 
5 mM CaCl2, 1 µM ZnCl2 i 0,01% natrijum-azid) na 37°C tokom 40 h. Po isteku inkubacije, gel je 
�E�R�M�H�Q���X���U�D�V�W�Y�R�U�X���]�D���E�R�M�H�Q�M�H���������������&�%�%���*���������X�����������H�W�D�Q�R�O�X���L�����������V�L�U�ü�H�W�Q�R�M���N�L�V�H�O�L�Q�L�����X���W�U�D�M�D�Q�M�X���R�G��
�������P�L�Q���Q�D���V�R�E�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���X�]���N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�R���P�H�ã�D�Q�M�H�����*�H�O���M�H���]�D�W�L�P���R�E�H�]�E�R�M�D�Y�D�Q���S�R�P�R�ü�X���U�D�V�W�Y�R�U�D���]�D��
�R�E�H�]�E�R�M�D�Y�D�Q�M�H�������������H�W�D�Q�R�O���L�����������V�L�U�ü�H�W�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D�����X�]���þ�H�V�W�X���]�D�P�H�Q�X���U�D�V�W�Y�R�U�D���L���N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�R���P�H�ã�D�Q�M�H��
sve dok se nisu pojavile obezbojene trake na tamnoj pozadini gela. U tom trenutku je obezbojavanje 
�]�D�X�V�W�D�Y�O�M�D�Q�R�� �G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P�� �U�D�V�W�Y�R�U�D�� ������ �V�L�U�ü�H�W�Q�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H���� �8�� �G�D�W�R�P�� �U�D�V�W�Y�R�U�X�� �M�H�� �J�H�O�� �R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�� �S�U�H�N�R��
�Q�R�ü�L���Q�D����°C �U�D�G�L���U�H�K�L�G�U�D�W�D�F�L�M�H�����*�H�O���M�H���S�R�W�R�P���I�R�W�R�J�U�D�I�L�V�D�Q���S�R�P�R�ü�X���D�S�D�U�D�W�D���P�\�(�&�/���'�L�J�L�W�D�O���,�P�D�J�L�Q�J��
System (Thermo Scientific), a intenzitet prosvetljenih traka na gelu koji odgovara intenzitetu 
�H�Q�]�L�P�V�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �X�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �M�H�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�R�Y�D�Q�� �S�R�P�R�ü�X�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� �1�,�+�� �,�P�D�J�H�� �-�� ��https://Image 
J.nih.gov/). 

 

3.10. �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�L���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���X���7�U�D�Q�V�Z�H�O�O���V�L�V�W�H�P�X 

Uticaj dugotrajnog �L�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D��
BPA i DBP na integritet i propustljivost konfluentnog jednosloja ovih �ü�H�O�L�M�D�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�� �M�H�� �S�R�P�R�ü�X��
Transwell sistema. Metoda se sastoji u ispitivanju prolaska fluorescentnog molekula FITC-
dekstrana velike molekulske mase ���)�'�������� �0�Z�� ������ �N�'�D���� �N�U�R�]�� �P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�L�� �S�U�R�V�W�R�U�� �N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�R�J��
�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�� �N�U�R�]�� �S�R�U�R�]�Q�X�� �S�R�O�L�N�D�U�E�R�Q�D�W�Q�X�� �P�H�P�E�U�D�Q�X�� �J�R�U�Q�M�H�J�� �R�G�H�O�M�N�D�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O��
�S�O�R�þ�H�� �X�� �G�R�Q�M�L�� �R�G�H�O�M�D�N�� ���V�O�L�N�D�� ������������ �1�D�� �R�V�Q�R�Y�X�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �X�� �G�R�Q�M�H�P�� �R�G�H�O�M�N�X�� �V�H�� �]�D�W�L�P��
procenjuje uticaj tretmana na integritet endotelne barijere. 

 
 
Slika 3.3. �â�H�P�D�W�V�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R�J�� �S�U�L�V�W�X�S�D�� �X�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�X�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K��
�ü�H�O�L�M�D�� �X�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O�� �V�L�V�W�H�P�X�� �Q�D�N�R�Q�� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J �L�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama bisfenola A i dibutil-ftalata. Slika je kreirana u programu BioRender 
(https://www.biorender.com). 

 
 

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$���L���'�%�3���Q�D���S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W���N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�R�J���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D, EA.hy926 



 

44 
 

�ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �X�]�L�P�D�Q�H�� �L�]�� �V�Y�D�N�R�J�� �I�O�D�V�N�D�� �Q�D�N�R�Q�� �S�H�W�� �L�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �%�3�$���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �W�U�L���� �ã�H�V�W����
devet i dvanaest nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �'�%�3���� �D�� �]�D�W�L�P�� �V�D�ÿ�H�Q�H�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�X�� �S�R�O�L�N�D�U�E�R�Q�D�W�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H��
�J�R�U�Q�M�H�J�� �R�G�H�O�M�N�D�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O�� �S�O�R�þ�H�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� ���Y�H�O�L�þ�L�Q�D�� �S�R�U�D�� �������� �—�P������ �������� �[�� ����6 �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �������� �P�/��
�N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J�� �P�H�G�L�M�X�P�D���� �S�R�� �G�Y�D�� �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �I�O�D�V�N���� �3�R�O�L�N�D�U�E�R�Q�D�W�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �V�X�� �S�U�H�� �V�D�ÿ�H�Q�M�D��
�ü�H�O�L�M�D�� �R�E�O�D�J�D�Q�H�� �I�L�E�U�R�Q�H�N�W�L�Q�R�P�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �S�R�� �������� �—�/�� �U�D�V�W�Y�R�U�D�� ������ �I�L�E�U�R�Q�H�N�W�L�Q�D�� �X�� �'�0�(�0��
�G�R�G�D�Y�D�Q�R�� �Q�D�� �J�R�U�Q�M�X�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�X�� �S�R�Oi�N�D�U�E�R�Q�D�W�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �3�O�R�þ�H�� �V�X�� �]�D�W�L�P�� �R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�H�� ������ �P�L�Q�� �Q�D��
�V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �I�L�E�U�R�Q�H�N�W�L�Q�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�� �L�� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �S�R�V�D�ÿ�H�Q�H�� �Q�D��prethodno opisan 
�Q�D�þ�L�Q�����1�D�N�R�Q���O�H�S�O�M�H�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D���X���W�U�D�M�D�Q�M�X���R�G�������K���Q�D������°C, �P�H�G�L�M�X�P���M�H���S�D�å�O�M�L�Y�R���X�N�O�D�Q�M�D�Q�����D���]�D�W�L�P���M�H���X��
�J�R�U�Q�M�L�� �L�� �G�R�Q�M�L�� �R�G�H�O�M�D�N�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O�� �S�O�R�þ�H�� �G�R�G�D�Y�D�Q�R�� �S�R�� �������� �P�/�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �L�� �N�R�Q�W�U�R�O�H����
�û�H�O�L�M�H���V�X���J�D�M�H�Q�H���Q�D�U�H�G�Q�L�K���S�H�W���G�R���ã�H�V�W���G�D�Q�D�����X�]���]�D�P�H�Q�X���P�H�G�L�M�X�P�D���V�D���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P���W�U�H�W�P�D�Q�L�P�D���Q�D��
�V�Y�D�N�D�� �G�Y�D�� �G�R�� �W�U�L�� �G�D�Q�D���� �V�Y�H�� �G�R�N�� �Q�L�M�H�� �X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�L�� �V�O�R�M�� �J�X�V�W�R�� �]�E�L�M�H�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D���� �Q�D�O�L�N�� �Q�D��
endotel in vivo���� �3�R�W�R�P�� �V�X�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O�� �S�O�R�þ�H�� �L�V�S�L�U�D�Q�H�� �G�Y�D�� �S�X�W�D�� �V�D�� �S�R�� �������� �P�/�� �U�D�V�W�Y�R�U�D�� �+�%�6�6�� �X�� �R�E�D��
odeljka. Iz gornjih odeljaka je uklanjan HBSS, zatim je u svaki odeljak dodavano po 0,3 mL HBSS, 
�D���Q�D�N�R�Q���W�R�J�D�����������P�/���U�D�V�W�Y�R�U�D���+�%�6�6���V�D���)�'�������N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�������P�J���P�/���W�D�N�R���G�D���M�H���Q�D�N�R�Q���U�D�]�E�O�D�å�H�Q�M�D��
�I�L�Q�D�O�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���)�'�������L�]�Q�R�V�L�O�D�������P�J���P�/�����7�U�D�Q�V�Z�H�O�O���S�O�R�þ�H���V�X���R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�H���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U�����D���]�D�W�L�P���M�H��
�Q�D�N�R�Q�� ������ �P�L�Q�� �S�U�H�E�D�F�L�Y�D�Q�R�� �S�R�� �������� �—�/�� �P�H�G�L�M�X�P�D�� �L�]�� �G�R�Q�M�L�K�� �R�G�H�O�M�D�N�D�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O�� �S�O�R�þ�H�� �X�� �]�D�V�H�E�Q�H��
�E�X�Q�D�U�L�ü�H�� �F�U�Q�H�� �S�O�R�þ�H�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �X�� �N�R�M�R�M�� �M�H��potom meren intenzitet fluorescencentnog signala. 
Fluorescencija je merena na fluorimetru Thermo Labsystems Fluoroskan Ascent sa prethodno 
�S�R�G�H�ã�H�Q�L�P�� �W�D�O�D�V�Q�L�P�� �G�X�å�L�Q�D�P�D���� �W�D�O�D�V�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D�� �H�N�V�F�L�W�D�F�L�M�H ��ex=�������� �Q�P�� �L�� �W�D�O�D�V�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D�� �H�P�L�V�L�M�H 
��em=538 nm. 

�=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �X�W�L�F�D�M�D�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$���L���'�%�3���Q�D���S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W���N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�R�J���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D, EA.hy926 
�ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �V�D�ÿ�H�Q�H�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�X�� �S�R�O�L�N�D�U�E�R�Q�D�W�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �J�R�U�Q�M�H�J�� �R�G�H�O�M�N�D�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O�� �S�O�R�þ�H�� �V�D�� ������
�E�X�Q�D�U�L�ü�D�����Y�H�O�L�þ�L�Q�D���S�R�U�D�����������—�P���������������[������6 �ü�H�O�L�M�D���X�����������P�/���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���P�H�G�L�M�X�P�D�����S�R���G�Y�D���E�X�Q�D�U�L�ü�D��
�]�D���V�Y�D�N�L���W�U�H�W�P�D�Q�����3�R�O�L�N�D�U�E�R�Q�D�W�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���V�X���S�U�H���V�D�ÿ�H�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D���R�E�O�D�J�D�Q�H���I�L�E�U�R�Q�H�N�W�L�Q�R�P���Q�D���Q�D�þ�L�Q��
�R�S�L�V�D�Q���X���S�U�H�W�K�R�G�Q�R�P���S�D�V�X�V�X�����û�H�O�L�M�H���V�X���J�D�M�H�Q�H���Q�D�U�H�G�Q�L�K���S�H�W���G�R���ã�H�V�W���G�D�Q�D���X���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�P���P�H�G�L�M�X�P�X����
�X�]���]�D�P�H�Q�X���P�H�G�L�M�X�P�D���Q�D���V�Y�D�N�D���G�Y�D���G�R���W�U�L���G�D�Q�D�����V�Y�H���G�R�N���Q�L�M�H���X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q���N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�L���V�O�R�M���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�L��
�S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �J�X�V�W�X�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�X�� �E�D�U�L�M�H�U�X���� �û�H�O�L�M�H�� �X�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O�� �S�O�R�þ�L�� �V�X�� �S�R�W�R�P�� �L�]�O�D�J�D�Q�H��
�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P���U�D�V�W�Y�D�U�D�þ�X���L���W�U�L�P�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�H���V�X�S�V�W�D�Q�F�H�����%�3�$���L�O�L���'�%�3�����Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q��
�ã�W�R�� �M�H�� �X�� �J�R�U�Q�M�L�� �L�� �G�R�Q�M�L�� �R�G�H�O�M�D�N�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O�� �S�O�R�þ�H�� �G�R�G�D�Y�D�Q�R�� �S�R�� �������� �P�/�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �L�O�L��
�N�R�Q�W�U�R�O�H�����û�H�O�L�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H���%�3�$���L���'�%�3���X���W�U�D�M�D�Q�M�X���R�G���������K���L���������K�����U�H�G�R�P�����3�R�W�R�P���V�X���7�U�D�Q�V�Z�H�O�O���S�O�R�þ�H��
ispirane dva puta sa po 0,5 mL rastvora HBSS u oba odeljka. Dalji postupak je tekao po protokolu 
opisanom u prethodnom pasusu.  

 

3.11. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���Q�L�Y�R�D���U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K���Y�U�V�W�D���N�L�V�H�R�Q�L�N�D���S�R�P�R�ü�X reagensa 
H2DCFDA  

Nivo ROS je �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q �S�R�P�R�ü�X���U�H�D�J�H�Q�V�D���+2�'�&�)�'�$���N�R�M�L���M�H���S�R�G�O�R�å�D�Q���R�N�V�L�G�D�F�L�M�L�����+2DCFDA 
�M�H�� �G�R�E�D�U�� �L�Q�G�L�N�D�W�R�U�� �5�2�6�� �]�D�W�R�� �ã�W�R�� �U�H�D�J�X�M�H�� �V�D�� �+2O2, �”OH, ONOO�q, lipidnim peroksidima, NO i u 
manjoj meri sa O2�”�q���� �(�V�W�H�U�D�]�H�� �X�Q�X�W�D�U�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�V�H�F�D�M�X�� �+2�'�&�)�'�$�� �G�R�� ���•�����•-dihlorodihidrofluoresceina 
���'�&�)�+������ �þ�L�P�H�� �V�H�� �U�H�G�X�N�X�M�H�� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �R�Y�R�J�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �N�U�R�]�� �ü�H�O�L�M�V�N�X�� �P�H�P�E�U�D�Q�X���� �'�&�)�+�� �X�Q�X�W�D�U��
�ü�H�O�L�M�H���U�H�D�J�X�M�H���V�D���5�2�6�����S�U�L���þ�H�P�X���Q�D�V�W�D�M�H���Y�L�V�R�N�R���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�D���E�R�M�D�����•-���•-dihlorofluorescein (DCF) sa 
�W�D�O�D�V�Q�R�P���G�X�å�L�Q�R�P���H�N�V�F�L�W�D�F�L�M�H���R�G����ex� ���������Q�P���L���W�D�O�D�V�Q�R�P���G�X�å�L�Q�R�P���H�P�L�V�L�M�H���R�G����em=525 nm. 

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama BPA i DBP na stvaranje ROS, �(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���V�X���X�]�L�P�D�Q�H���L�]���V�Y�D�N�R�J���I�O�D�V�N�D���Q�D�N�R�Q��
�S�H�W���� �G�H�Y�H�W���� �L�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �%�3�$���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �W�U�L���� �ã�H�V�W���� �G�H�Y�H�W�� �L�� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D izlaganja 
�'�%�3�����D���]�D�W�L�P���V�D�ÿ�H�Q�H���X���S�O�R�þ�X���V�D���������E�X�Q�D�U�L�ü�D���������[������4 �ü�H�O�L�M�D���X�����������—�/���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���P�H�G�L�M�X�P�D���X���R�V�D�P��
�E�X�Q�D�U�L�ü�D���� �G�Y�D�� �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �V�X�� �V�O�X�å�L�O�D�� �]�D�� �V�O�H�S�X�� �S�U�R�E�X���� �ã�H�V�W�� �]�D�� �G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�� �U�D�V�W�Y�R�U�D�� �+2DCFDA. Nakon 
�O�H�S�O�M�H�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G�� ���� �K�� �Q�D�� ����°C, �Q�D�� �S�R�V�W�R�M�H�ü�L�� �P�H�G�L�M�X�P�� �X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P�� �E�X�Q�D�U�L�ü�L�P�D�� �M�H��
�G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R�������� �—�/���U�D�]�E�O�D�å�H�Q�L�K���U�D�G�Q�L�K���U�D�V�W�Y�R�U�D�� �%�3�$���� �R�G�Q�R�V�Q�R���'�%�3���L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���N�R�Q�W�U�R�O�H���N�D�N�R��



 

45 
 

�E�L�� �V�H�� �S�R�V�W�L�J�O�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �I�L�Q�D�O�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �W�U�H�W�P�D�Q�D���� �3�R�V�O�H�� ������ �K���� �P�H�G�L�M�X�P�� �L�]�� �E�X�Q�D�Ui�ü�D�� �M�H��
uklanjan multikanalnom pipetom, �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���S�O�R�þ�H���L�V�S�L�U�D�Q�H���G�Y�D���S�X�W�D���U�D�V�W�Y�R�U�R�P���+�%�6�6�������������—�/��
�S�R���E�X�Q�D�U�L�ü�X�����3�O�R�þ�H���V�X���]�D�W�L�P���Y�U�D�ü�D�Q�H���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U���Q�D�������±20 min, a za to vreme je pripreman rastvor 
50 µM H2�'�&�)�'�$���X���+�%�6�6�����8���E�X�Q�D�U�L�ü�H���]�D���V�O�H�S�X���S�U�R�E�X���M�H���]�D�W�L�P���G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R�����������—�/���+�%�6�6�����G�R�N���M�H��
�X���S�U�H�R�V�W�D�O�H���E�X�Q�D�U�L�ü�H���G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R�����������—�/���U�D�V�W�Y�R�U�D���+2�'�&�)�'�$�����3�O�R�þ�H���V�X���]�D�W�L�P���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H���������P�L�Q���X��
mraku na 37°C���� �1�D�N�R�Q�� �L�V�W�H�N�D�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���� �ü�H�O�L�M�H���V�X�� �L�V�S�L�U�D�Q�H�� �G�Y�D�� �S�X�W�D���U�D�V�W�Y�R�U�R�P�� �+�%�6�6���� �������� �—�/�� �S�R��
�E�X�Q�D�U�L�ü�X�����D���Q�D���N�U�D�M�X���M�H���X���V�Y�D�N�L���E�X�Q�D�U�L�ü���G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R�����������—�/���������P�0���+�(�3�(�6�����S�+�������������)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D��
�M�H���P�H�U�H�Q�D���Q�D���I�O�X�R�U�L�P�H�W�U�X���7�K�H�U�P�R���/�D�E�V�\�V�W�H�P�V���)�O�X�R�U�R�V�N�D�Q���$�V�F�H�Q�W���V�D���S�U�H�W�K�R�G�Q�R���S�R�G�H�ã�H�Q�L�P���W�D�O�D�V�Q�L�P��
�G�X�å�L�Q�D�P�D���� �W�D�O�D�V�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D�� �H�N�V�F�L�W�D�F�L�M�H�� ��ex=485 nm �L�� �W�D�O�D�V�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D�� �H�P�L�V�L�M�H ��em=538 nm. 
�.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D���G�R�E�L�M�H�Q�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D���X�U�D�ÿ�H�Q�D���M�H���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���ã�W�R���M�H���V�L�J�Q�D�O���S�R�U�H�N�O�R�P���R�G���V�D�P�L�K���ü�H�O�L�M�D�����E�H�]��
H2�'�&�)�'�$�����E�O�D�Q�N�����S�U�Y�R���R�G�X�]�L�P�D�Q���R�G���Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���G�R�E�L�M�H�Q�L�K���X���V�Y�L�P���E�X�Q�D�U�L�ü�L�P�D���V�D���+2DCFDA, a zatim 
�V�X�� �G�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�R�Y�D�Q�H�� �Q�D�� �E�U�R�M�� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �E�X�Q�D�U�L�ü�L�P�D���� �%�U�R�M�� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �M�H��
�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q���W�H�V�W�R�P���V�D���E�R�M�R�P���6�5�%�����S�U�H�P�D���S�U�R�W�R�N�R�O�X���N�R�M�L���M�H���R�S�L�V�D�Q���X���S�R�J�O�D�Y�O�M�X�������������3�U�R�G�X�N�F�L�M�D���5�2�6���M�H��
�L�]�U�D�å�H�Q�D���N�D�R���S�U�R�F�H�Q�D�W���Q�L�Y�R�D���5�2�6���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 

�=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �X�W�L�F�D�M�D�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama BPA i DBP na stvaranje ROS, �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �V�D�ÿ�H�Q�H�� �X�� �G�Y�H�� �S�O�R�þ�H�� �V�D�� ������
�E�X�Q�D�U�L�ü�D���� �M�H�G�Q�D�� �S�O�R�þ�D�� �]�D�� �W�U�H�W�P�D�Q�� �R�G�� ������ �P�L�Q���� �G�U�X�J�D�� �S�O�R�þ�D�� �]�D�� �W�U�H�W�P�D�Q�� �R�G�� ������ �K���� �=�D�� �V�Y�D�N�L�� �W�U�H�W�P�D�Q�� �L��
�N�R�Q�W�U�R�O�X�� �M�H�� �X�� �S�O�R�þ�X�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �V�D�ÿ�H�Q�R�� �S�R�� ���� �[�� ����4 �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �������� �—�/�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J�� �P�H�G�L�M�X�P�D�� �X��
�G�Y�D�Q�D�H�V�W���E�X�Q�D�U�L�ü�D�����þ�H�W�L�U�L���E�X�Q�D�U�L�ü�D���V�X���V�O�X�å�L�O�D���]�D���V�O�H�S�X���S�U�R�E�X�����R�V�D�P���]�D���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H���U�D�V�W�Y�R�U�D���+2DCFDA. 
�1�D�N�R�Q���������K�����P�H�G�L�M�X�P���L�]���E�X�Q�D�U�L�ü�D���M�H���X�N�O�D�Q�M�D�Q���P�X�O�W�L�N�D�Q�D�O�Q�R�P���S�L�S�H�W�R�P���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���S�O�R�þ�H���L�V�S�L�U�D�Q�H��
�G�Y�D���S�X�W�D���P�H�G�L�M�X�P�R�P���E�H�]���V�H�U�X�P�D�������������—�/���S�R���E�X�Q�D�U�L�ü�X�����1�D�N�R�Q���L�V�S�L�U�D�Q�M�D�����X���V�Y�D�N�L���E�X�Q�D�U�L�ü obe plo�þ�H 
�M�H���G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R�����������—�/���P�H�G�L�M�X�P�D���E�H�]���V�H�U�X�P�D���L���S�O�R�þ�H���V�X���R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�H���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U���Q�D������°C. Nakon 4 h, 
�X���S�O�R�þ�X���]�D���W�U�H�W�P�D�Q�H���R�G���������K���M�H���Q�D���S�R�V�W�R�M�H�ü�L�K�����������—�/���P�H�G�L�M�X�P�D���E�H�]���V�H�U�X�P�D���X���E�X�Q�D�U�L�ü�X���G�R�G�D�Y�D�Q�R��������
�—�/�� �U�D�]�E�O�D�å�H�Q�L�K�� �U�D�G�Q�L�K�� �U�D�V�W�Y�R�U�D�� �%�3�$���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �'�%�3�� �L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �N�R�Q�W�U�R�O�H�� �X�� �P�H�G�L�M�X�P�X�� �E�H�]��
�V�H�U�X�P�D���N�D�N�R���E�L���V�H���S�R�V�W�L�J�O�H���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���I�L�Q�D�O�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���W�U�H�W�P�D�Q�D�����1�D�N�R�Q���������K�����L�]���R�E�H���S�O�R�þ�H���M�H��
�P�X�O�W�L�N�D�Q�D�O�Q�R�P�� �S�L�S�H�W�R�P�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�� �P�H�G�L�M�X�P���� �D�� �]�D�W�L�P�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �L�V�S�L�U�D�Q�H�� �G�Y�D�� �S�X�W�D�� �U�D�V�W�Y�R�U�R�P�� �+�%�6�6����
���������—�/���S�R���E�X�Q�D�U�L�ü�X�����3�O�R�þ�H���V�X���]�D�W�L�P���Y�U�D�ü�D�Q�H���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U���Q�D������-20 min, a za to vreme je pripreman 
rastvor 50 µM H2�'�&�)�'�$���X���+�%�6�6�����8���E�X�Q�D�U�L�ü�H���]�D���V�O�H�S�X���S�U�R�E�X���M�H���]�D�W�L�P���G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R���������—�/���+�%�6�6����
�G�R�N���M�H���X���S�U�H�R�V�W�D�O�H���E�X�Q�D�U�L�ü�H���G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R���������—�/���U�D�V�W�Y�R�U�D���+2�'�&�)�'�$�����3�O�R�þ�H���V�X���]�D�W�L�P���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H��������
min u mraku na 37°C�����1�D�N�R�Q���L�V�W�H�N�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���M�H���Q�D���S�R�V�W�R�M�H�ü�L�K���������—�/���X���V�Y�D�N�R�P���E�X�Q�D�U�L�ü�X �R�E�H���S�O�R�þ�H 
�G�R�G�D�Y�D�Q�R���������—�/���U�D�]�E�O�D�å�H�Q�L�K���U�D�G�Q�L�K���U�D�V�W�Y�R�U�D���%�3�$�����R�G�Q�R�V�Q�R���'�%�3���L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���N�R�Q�W�U�R�O�H���X���+�%�6�6����
�3�O�R�þ�H���V�X���]�D�W�L�P���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H���������P�L�Q���X���P�U�D�N�X���Q�D������°C�����1�D�N�R�Q���L�V�W�H�N�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����ü�H�O�L�M�H���V�X���L�V�S�L�U�D�Q�H���G�Y�D��
�S�X�W�D���U�D�V�W�Y�R�U�R�P���+�%�6�6���� �������� �—�/���S�R���E�X�Q�D�U�L�ü�X���� �D���Q�D���N�U�D�M�X���M�H���X���V�Y�D�N�L���E�X�Q�D�U�L�ü���G�R�G�D�Y�D�Q�R���S�R�����������—�/��������
�P�0���+�(�3�(�6�����S�+�������������)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D���M�H���P�H�U�H�Q�D���L���E�U�R�M���ü�H�O�L�M�D���M�H���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q���W�H�V�W�R�P���V�D���E�R�M�R�P���6�5�%���N�D�N�R��
je opisano u prethodnom pasusu.  

 

3.12. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��koncentracije nitrita metodom po Griess-u 

Uticaj dugotrajnog �L�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D��odabranim koncentracijama 
BPA i DBP na stvaranje NO ispitivan je posredno merenjem koncentracije nitrita, stabilnog 
proizvoda oksidacije NO. Nivo akumuliranih nitrita �X���P�H�G�L�M�X�P�X���M�H���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q���P�H�W�R�G�R�P���S�R���*�U�L�H�V�V-u 
(eng. Griess test) koja se zasniva na reakcijama nitrita sa sulfanilnom kiselinom (SA) i N-(1-
�Q�D�I�W�L�O���H�W�L�O�H�Q�G�L�D�P�L�Q�R�P�����1�(�'�������Q�D�N�R�Q���N�R�M�L�K���Q�D�V�W�D�M�H���R�E�R�M�H�Q�L���S�U�R�L�]�Y�R�G���þ�L�M�L���M�H���L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W���S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�D�Q��
koncentraciji nitrita u ispitivanim uzorcima. 

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama BPA na nivo nitrita, po 1 mL medijuma je uzimano direktno iz svakog flaska 
�Q�D�N�R�Q�� �S�H�W���� �G�H�Y�H�W�� �L�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �%�3�$�� �L�� �S�U�H�Q�R�ã�H�Q�R�� �X�� �R�K�O�D�ÿ�H�Q�H�� �W�X�E�L�F�H�� �Q�D�� �O�H�G�X����
Ovako sakuplja�Q�L�� �X�]�R�U�F�L�� �V�X�� �G�D�O�M�H�� �S�U�L�S�U�H�P�D�Q�L�� �]�D�� �P�H�U�H�Q�M�H�� �Q�L�W�U�L�W�D���� �3�R�U�H�G�� �W�R�J�D���� �X�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�R�M�� �Q�H�G�H�O�M�L��
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D���V�X���ü�H�O�L�M�H���X�]�L�P�D�Q�H���L�]���N�R�Q�W�U�R�O�Q�L�K���I�O�D�V�N�R�Y�D���L���I�O�D�V�N�R�Y�D���N�R�M�L���V�X���E�L�O�L���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R���L�]�O�D�J�D�Q�L������-7 M 
�%�3�$���� �D�� �]�D�W�L�P�� �V�D�ÿ�H�Q�H�� �X�� �S�O�R�þ�H�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D���� �������� �[�� ����6 �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �������� �P�/�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J�� �P�H�G�L�M�X�P�D�� �S�R��
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bunariĺu, po jedan bunariĺ za svaki flask. Nakon lepljenja ĺelija u trajanju od 3 h na 37°C na 

postojeĺi medijum u odgovarajuĺim bunariĺima je dodavano po 0,5 mL razblaģenih radnih rastvora 

BPA ili apsolutnog etanola kako bi se postigle finalne koncentracije tretmana ili kontrole. Narednog 

dana je u odgovarajuĺe bunariĺe dodavan inhibitor L-NAME u finalnoj koncentraciji od 100 µM. 

Nakon tri dana odreĽivana je koncentracija akumuliranih nitrita u medijumu. Za potrebe ispitivanja 

uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP na nivo nitrita, 

EA.hy926 ĺelije su uzimane iz svakog flaska nakon tri, ġest, devet i dvanaest nedelja izlaganja 

DBP, a zatim saĽene u ploļe sa 24 bunariĺa, 1,5 x 105 ĺelija u 0,5 mL po bunariĺu, po jedan bunariĺ 

za svaki flask. Nakon lepljenja ĺelija u trajanju od 3 h na 37°C na postojeĺi medijum u 

odgovarajuĺim bunariĺima je dodavano po 0,1 mL razblaģenih radnih rastvora DBP ili DMSO kako 

bi se postigle finalne koncentracije tretmana ili kontrole. Izlaganje ĺelija je nastavljeno tokom 48 h, 

nakon ļega je po 0,4 mL medijuma iz svakog bunariĺa sakupljano u ohlaĽene tubice na ledu. 

Tubice sa sakupljenim medijumima su potom centrifugirane 5 min na 1.000 xg, na 4°C. Za 

pravljenje standardne krive, na osnovu koje ĺe se odreĽivati nepoznata koncentracija NO2  u 

uzorcima, pripremani su standardni rastvori NaNO2 raspona koncentracija od 0,2375 do 15,625 µM 

u kompletnom medijumu sa odgovarajuĺim rastvaraļem: 0,1% apsolutni etanol za merenje nivoa 

nitrita nakon dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija BPA, odnosno 0,05% DMSO za merenje nivoa 

nitrita nakon izlaganja ĺelija DBP. U ploļu sa 96 bunariĺa je zatim u tri ponavljanja dodavano po 

100 µL standardnih rastvora NaNO2, uzoraka sa nepoznatom koncentracijom nitrita i slepe probe 

(kompletan medijum sa 0,1% apsolutnim etanolom za uzorke koji su izlagani BPA, odnosno sa 

0,05% DMSO za uzorke koji su izlagani DBP). Potom je u sve bunariĺe dodavano po 100 µL 

Griess-ovog reagensa (5% orto-fosforna kiselina, 0,1% NED, 1% SA u dH2O). Ploļa je potom 

inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi zaġtiĺena od svetla. Po isteku inkubacije, apsorbance su 

merene na spektrofotometru Thermo Labsystems Multiscan EX na talasnoj duģini ɚ=540 nm. Na 

osnovu vrednosti apsorbanci uzoraka i parametara standardne krive, raļunata je koncentracija nitrita 

za svaki uzorak, a dobijene vrednosti su zatim normalizovane na koncentraciju proteina u uzorcima. 

Koncentracija proteina je odreĽivana tako ġto su ĺelije koje su ostale u bunariĺima lizirane puferom 

za liziranje, a potom je koncentracija proteina u lizatima odreĽivana prema protokolu koji je opisan 

u poglavlju 3.13. Koncentracije nitrita u uzorcima su izraģene u ÕM nitrita po g proteina ili 

relativno, kao procenat nivoa nitrita u odnosu na kontrolu. 

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim 

koncentracijama BPA i DBP na stvaranje nitrita, EA.hy926 ĺelije su saĽene u ploļe sa 12 bunariĺa, 

0,4 x 106 ĺelija u 1 mL kompletnog medijuma po bunariĺu, jedan bunariĺ za svaki tretman. U 

eksperimentima sa BPA ĺelije su izlagane 1 h i 48 h, dok su u eksperimentima sa DBP izlagane 24 

h i 48 h. Za potrebe izlaganja ĺelija BPA u trajanju od 1 h, bunariĺi su narednog dana ispirani dva 

puta rastvorom PBS, 1 mL po bunariĺu, nakon ļega je u bunariĺe dodavano 0,6 mL medijuma bez 

seruma. Sledeĺeg dana je na veĺ postojeĺi medijum u bunariĺima dodavano po 0,6 mL razblaģenih 

radnih rastvora BPA i odgovarajuĺe kontrole u medijumu bez seruma. Za potrebe izlaganja ĺelija u 

trajanju od 24 ili 48 h, u danu nakon saĽenja ĺelija je uklanjan postojeĺi medijum iz svih bunariĺa u 

ploļama, a zatim je u odgovarajuĺe bunariĺe dodavano po 1,5 mL razblaģenih radnih rastvora BPA 

i odgovarajuĺe kontrole ili 1 mL razblaģenih radnih rastvora DBP i odgovarajuĺe kontrole. U 

pojedinim eksperimentima, gde je to naznaļeno, EA.hy926 ĺelije su tokom 45 min pretretirane sa: 

ICI 182,780 (10 µM), G-15 (10 µM) i vortmaninom (1 µM). Nakon isteka tretmana je po 1 mL 

medijuma iz svakog bunariĺa prebacivano u ohlaĽene tubice na ledu koje su potom centrifugirane 5 

min na 1.000 xg, na 4°C. Dalji koraci, ukljuļujuĺi dodavanje medijuma u ploļu, pravljenje 

standardne krive i dodavanje Griess-ovog reagensa, odvijali su se prema protokolu opisanom u 

prethodnom pasusu.  
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3.13. OdreĽivanje koncentracije proteina metodom Pierce BCA 

Koncentracija proteina u uzorcima je odreĽivana spektrofotometrijski koriġĺenjem 

komercijalnog kompleta za odreĽivanje proteina Pierce BCA Protein Assay Kit, prema uputstvima 

proizvoĽaļa. Metoda se bazira na reakciji koja ima dva koraka. Prvi korak predstavlja biuretsku 

reakciju, redukciju Cu2+ do Cu+, odnosno helaciju bakra koju vrġe proteini u alkalnoj sredini pri 

ļemu nastaje kompleks svetlo plave boje. U drugom koraku bicinhoninska kiselina (eng. 

bicinchoninic acid, BCA) reaguje sa redukovanim katjonom bakra ġto daje rastvoru intenzivnu 

ljubiļastu boju ļiji se intenzitet zatim oļitava kolorimetrijski (https://www.thermofisher.com/ 

order/catalog/product/ 23225).  

Ĺelije u bunariĺima su nakon uzimanja medijuma za odreĽivanje nitrita ispirane dva puta 

hladnim rastvorom PBS, 1ï2 mL po bunariĺu. Nakon toga je u svaki bunariĺ dodavano po 60ï100 

µL pufera za liziranje koji se sastoji od RIPA pufera (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 

1% NP-40, 0,5% natrijum-deoksiholat, 0,1% SDS, pH 7,4) i koktela inhibitora proteaza. Posle 

liziranja ĺelija u trajanju od 40 min u friģideru, ĺelijski lizat je sakupljan u ohlaĽene tubice na ledu i 

centrifugiran 10 min na 12.000 xg, na 4°C. Po isteku centrifuguranja, u ploļu sa 96 bunariĺa je u 

duplikatu pipetirano po 10 µL standardnih rastvora proteina (raspona koncentracija 25ï2.000 

Õg/mL) i uzoraka koji su meġani sa puferom za liziranje RIPA u odnosu 1:1 (5 µL uzoraka i 5 µL 

pufera za liziranje RIPA), ļime je postignuto dvostruko razblaģenje uzoraka. Nakon toga je u sve 

bunariĺe dodavano po 200 ÕL reagensa BCA koji je pripreman meġanjem reagenasa A i B u odnosu 

50:1. Nakon inkubacije u trajanju od 30 min na 37°C merene su apsorbance na spektrofotometru 

Thermo Labsystems Multiscan EX na talasnoj duģini ɚ=540 nm, a potom je na osnovu dobijenih 

vrednosti apsorbanci uzoraka, parametara standardne krive i razblaģenja uzoraka raļunata 

koncentracija proteina u svakom uzorku. Koncentracija proteina u uzorcima je izraģena u mg/mL. 

 

3.14. OdreĽivanje angiogeneze u uslovima in vitro 

Uticaj dugotrajnog i kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija DBP na angiogenezu u 

uslovima in vitro je ispitivan testom formiranja endotelnih tuba (Arnaoutova i Kleinman, 2010). 

Test se zasniva na praĺenju formiranja cevastih struktura poreklom od endotelnih ĺelija u gelastom 

trodimenzionalnom matriksu, koji po svom sastavu predstavlja rekonstituisanu bazalnu membranu 

bez prisustva faktora rasta. Ovaj sistem omoguĺava odreĽivanje angiogenog potencijala razliļitih 

egzogenih supstanci u uslovima in vitro (Arnaoutova i sar., 2009). 

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim 

koncentracijama DBP na angiogenezu u uslovima in vitro, na ledu je odmrzavan jedan alikvot 

Cultrex ekstrakta dovoljan za 16 uzoraka. Cultrex je na temperaturama ispod 0°C u ļvrstom stanju 

(zamrznut), na 0°C je u teļnom stanju, dok na 37°C prelazi u formu gela. Tokom rada su tubice, 

kutije sa nastavcima i ploļa sa 96 bunariĺa drģani sve vreme na ledu, kako bi Cultrex bio teļan i 

pogodan za nanoġenje u ploļe. Dodavano je po 50 ÕL Cultrex ekstrakta po bunariĺu u 16 bunariĺa 

ploļe sa 96 bunariĺa, vodeĺi raļuna da se ne formiraju mehuriĺi vazduha. U okolne bunariĺe je 

dodavano po 200 ÕL PBS. Ploļa je stavljana u inkubator na 37°C u trajanju od najmanje 45 min. Za 

to vreme je teļni Cultrex oļvrsnuo u gel. Dok je ploļa bila u inkubatoru, pripremane su ĺelije sa 

tretmanima. EA.hy926 ĺelije su uzimane iz svakog flaska nakon tri, ġest, devet i dvanaest nedelja 

izlaganja DBP. Tubice sa suspenzijom ĺelija (0,1 x 106 ĺelija) su centrifugirane 5 min na 400 xg, na 

sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja paģljivo je uklanjan supernatant, a zatim je u tubice 

dodavano po 0,5 mL rastvora PBS kako bi se ĺelije isprale i kako bi se uklonili tragovi seruma iz 

medijuma u kom su ĺelije gajene. Tubice su zatim ponovo centrifugirane 5 min na 400 xg, na 

sobnoj temperaturi. Supernatant je potom ponovo paģljivo uklanjan, a talog ĺelija je resuspendovan 

u 330 µL medijuma bez seruma. Za svaki uzorak je prebacivano po 0,3 x 105 ĺelija u 100 ÕL 

medijuma bez seruma u tubice od 1,5 mL, u koje je zatim dodavano po 100 ÕL odgovarajuĺih 
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tretmana napravljenih tako da finalno razblaģenje kontrole i tretmana bude 2.000 puta. Potom je po 

100 ÕL suspenzije ĺelija (0,15 x 105 ĺelija) sa odgovarajuĺim tretmanima dodavano u bunariĺe 

ploļe sa 96 bunariĺa u kojima se nalazilo 50 ÕL Cultrex gela. Ĺelije su ostavljane u inkubator na 

37°C, a potom posmatrane pod invertnim svetlosnim mikroskopom sa faznim kontrastom i 

fotografisane nakon 8 h (4ï5 fotografija po bunariĺu). Morfometrijska analiza je uraĽena pomoĺu 

alata Angiogenesis Analyzer u okviru programa NIH Image J (Carpentier i sar., 2020). 

Angiogenesis Analyzer za svaku obraĽenu fotografiju daje dvadeset razliļitih parametara 

angiogeneze, od kojih je za statistiļku analizu odabrano ġest najrelevantnijih: ukupna duģina tuba, 

broj ļvorova, broj ukrġtanja, broj segmenata, ukupna duģina segmenata i ukupna duģina raļvanja. 

Svi rezultati su predstavljeni u odnosu na kontrolu koja je prikazana kao 100%. 

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim 

koncentracijama DBP na angiogenezu u uslovima in vitro, EA.hy926 ĺelije su saĽene u 35 mm 

posude (1,5 x106 ĺelija u 2 mL kompletnog medijuma po posudi, jedna posuda za svaki tretman). 

Sledeĺeg dana je medijum iz posuda uklanjan i dodavano je po 2,5 mL odgovarajuĺih tretmana. U 

pojedinim eksperimentima, gde je to naznaļeno, EA.hy926 ĺelije su tokom 45 min pretretirane 

inhibitorima sa sledeĺim finalnim koncentracijama: U0126 (10 ÕM), vortmanin (1 ÕM) i L-NAME 

(100 ÕM). Nakon 24 h, Cultrex ekstrakt je pripreman i dodavan u ploļe sa 96 bunariĺa kako je 

opisano u prethodnom pasusu. Dodavano je po 50 ÕL Cultrex ekstrakta po bunariĺu u 4 bunariĺa. 

Dok je ploļa sa Cultrex ekstraktom bila u inkubatoru, pripremane su ĺelije. Ĺelije su ispirane dva 

puta rastvorom PBS, 2 mL po bunariĺu, a zatim je dodavano 0,5 mL tripsina po 35 mm posudi. 

Posude su zatim inkubirane 3 min na 37°C. Nakon isteka inkubacije, u svaku posudu je dodavano 

po 1,5 mL kompletnog medijuma, sadrģaj je promeġan provlaļenjem viġe puta kroz pipetu, a zatim 

je dobijena suspenzija prebaļena u tubice i potom centrifugirana 5 min na 400 xg, na sobnoj 

temperaturi. Nakon centrifugiranja, paģljivo je uklanjan supernatant, talog ĺelija je resuspendovan u 

3 mL rastvora PBS i ponovo centrifugiran 5 min na 400 xg, na sobnoj temperaturi. Supernatant je 

potom ponovo paģljivo uklanjan, a talog ĺelija je resuspendovan u 1 mL medijuma bez seruma. 

Ĺelije su potom brojane i 0,3 x 106 ĺelija u 1 mL medijuma bez seruma je odvajano u poseban set 

tubica. U odgovarajuĺe suspenzije ĺelija je dodavano po 1 mL odgovarajuĺih tretmana u medijumu 

bez seruma napravljenih tako da finalno razblaģenje kontrole i tretmana bude 2.000 puta. Potom je 

po 100 ÕL suspenzije ĺelija (0,15 x 105 ĺelija) sa odgovarajuĺim tretmanima dodavano u bunariĺe 

ploļe sa 96 bunariĺa u kojima se nalazilo 50 ÕL Cultrex gela. Ĺelije su ostavljane u inkubator na 

37°C, a potom posmatrane pod invertnim svetlosnim mikroskopom sa faznim kontrastom i 

fotografisane nakon 8 h (4ï5 fotografija po bunariĺu). Morfometrijska analiza je uraĽena na naļin 

opisan u prethodnom pasusu. 

 

3.15. Relativna kvantifikacija ekspresije gena metodom RT-qPCR 

 Uticaj dugotrajnog i kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama 

BPA i DBP na relativnu ekspresiju odabranih gena ukljuļenih u razliļite funkcijske odgovore 

EA.hy926 ĺelija prouļavan je pomoĺu kvantitativne lanļane reakcije polimeraze u realnom 

vremenu (eng. real-time quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR). 

 

3.15.1. Priprema uzoraka i izolacija ukupne RNK 

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim 

koncentracijama BPA i DBP na relativnu ekspresiju gena, po 1 mL ĺelijske suspenzije (~0,75 x 106 

ï 0,9 x 106 ĺelija) je uzimano iz svakog flaska nakon pet i ļetrnaest nedelja izlaganja BPA, odnosno 

tri, ġest, devet i dvanaest nedelja izlaganja DBP u tubice zapremine 1,5 mL (bez RNaza, DNaza i 

pirogena). Ĺelije su zatim centrifugirane 5 min na 400 xg, na sobnoj temperaturi, nakon ļega je 
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supernatant uklanjan. Talog ĺelija je resuspendovan u 1 mL rastvora PBS u cilju ispiranja ĺelija, a 

potom su dobijane suspenzije ĺelija ponovo centrifugirane 5 min na 400 xg, na sobnoj temperaturi. 

Dobijeni talog u svakoj tubici je resuspendovan u 0,5 mL reagensa TRIzol (uzorci izlagani BPA) ili 

0,5 mL reagensa NZYol (uzorci izlagani DBP). Uzorci su potom zamrzavani i ļuvani na ï80°C do 

izolacije RNK. 

U ļetrnaestoj nedelji dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama 

BPA, ĺelije su tokom pasaģiranja saĽene u ploļe sa 6 bunariĺa (0,35 x 106 ĺelija u 1 mL 

kompletnog medijuma, dva bunariĺa od svakog flaska). Nakon lepljenja ĺelija u trajanju od 3 h na 

37°C, dodavani su tretmani tako ġto je na veĺ postojeĺih 1 mL medijuma u bunariĺu dodavano po 1 

mL tretmana odgovarajuĺe koncentracije BPA u kompletnom medijumu. Nakon 48 h, medijum u 

bunariĺima je menjan sveģim kompletnim medijumom sa odgovarajuĺim koncentracijama tretmana, 

dok je u po jedan bunariĺ zasaĽen od svakog flaska dodavan TNF-Ŭ u finalnoj koncentraciji od 10 

ng/mL. Nakon 24 h su bunariĺi ispirani rastvorom PBS, 3 mL po bunariĺu, a potom je u svaki 

bunariĺ dodavano po 0,5 mL reagensa TRIzol. Uzorci su potom zamrzavani i ļuvani na ï80°C do 

izolacije RNK. 

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim 

koncentracijama BPA i DBP na relativnu ekspresiju gena, EA.hy926 ĺelije su saĽene u 35 mm 

posude, 0,5 x 106 ĺelija u 2 mL kompletnog medijuma po posudi, jedna posuda za svaki tretman. 

Sledeĺeg dana je medijum iz posuda uklanjan i dodavano je po 1,5 mL, 2 mL ili 3 mL 

odgovarajuĺih tretmana u zavisnosti od duģine trajanja izlaganja. Ĺelije su izlagane BPA u trajanju 

od 24 h i 48 h, a DBP u trajanju od 6 h, 24 h i 48 h. Po isteku inkubacije, ĺelije su jednom ispirane 

rastvorom PBS, 2 mL po ploļi, a zatim lizirane u 0,5 mL reagensa TRIzol (uzorci izlagani BPA) ili 

0,5 mL reagensa NZYol (uzorci izlagani DBP). Uzorci su potom zamrzavani i ļuvani na ï80°C do 

izolacije RNK. 

Na dan izolacije RNK, uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi 5 min, nakon ļega je u 

svaki uzorak dodavano po 0,1 mL hloroforma. Sadrģaj u tubicama je potom intenzivno meġan na 

vorteksu, inkubiran na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 min i potom centrifugiran na 16.000 xg 

15 min na 4°C. Nakon razdvajanja sadrģaja u tubicama na vodenu i organsku fazu, vodena faza je 

prebacivana u nove tubice u koje je dodavano po 0,5 mL izopropanola. Tubice su nekoliko puta 

okrenute u ruci, a zatim centrifugirane na 16.000 xg 10 min na 4°C da bi se istaloģila RNK. 

Supernatant je paģljivo uklanjan, na talog je zatim dodavano 1 mL 75% etanola i sadrģaj je 

centrifugiran na 7.500 xg 5 min na 4°C. Nakon ġto je supernatant odlivan, tubice su ostavljane da se 

osuġe na vazduhu. Ukupna RNK je resuspendovana u 35 ÕL H2O tretirane dietilpirokarbonatom 

(eng. diethyl pyrocarbonate, DEPC). Koncentracija RNK u uzorcima je merena na aparatu 

BioSpec-Nano (Shimadzu, Japan), pri ļemu su dobijani podaci o koncentraciji RNK (A260 nm, 

izraģeno u ng/ÕL), ļistoĺi u odnosu na proteine (A260 nm/A280 nm), kao i u odnosu na organske 

materije (A260 nm/A230 nm). Na osnovu dva navedena odnosa zakljuļeno je da se ļistoĺa dobijene 

RNK kretala u optimalnom opsegu, izmeĽu 1,7 i 2,0. 

 

3.15.2. Reverzna transkripcija 

S obzirom na to da RNK ne moģe da bude matrica u PCR reakciji, sintetisana je cDNK na 

osnovu lanca iRNK u reakciji reverzne transkripcije pomoĺu High Capacity cDNA Reverse 

Transcription kompleta, prema uputstvima proizvoĽaļa. Ukupna zapremina reakcione smeġe je 

iznosila 20 ɛL, a smeġa se sastojala od 10 ÕL RNK (2 Õg) u H2O tretiranoj DEPC, 2 µL 10 x RT 

pufera, 0,8 ÕL 100 mM dNTP, 2 ÕL 10 x RT nasumiļnih poļetnica, 1 ÕL reverzne transkriptaze (50 

U/µL) i 4,2 µL H2O tretirane DEPC. Reakcija je izvoĽena u aparatu Applied Biosystems Veriti 

Thermal Cycler u tri koraka: zagrevanje smeġe 10 min na 25°C, 120 min na 37°C i 5 s na 85°C. 
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3.15.3. Kvantitativna RT -PCR analiza 

Prevedena cDNK je sluģila za odreĽivanje relativne ekspresije odabranih gena metodom RT-

qPCR sa Power SYBR Green PCR Master Mix kompletom. SYBR Green je boja koja se vezuje za 

dvolanļanu DNK pri ļemu nastaje fluorescentni signal koji je direktno proporcionalan koliļini 

DNK produkta nastalog tokom PCR reakcije. Ukupna zapremina reakcione smeġe je iznosila 12,5 

ɛL. Smeġa se sastojala od 2,5 ÕL cDNK koja je razblaģena u H2O tretiranoj DEPC pre dodavanja u 

reakcionu smeġu, po 0,65 ÕL specifiļnih uzvodnih (eng. forward primer, F) i nizvodnih (eng. 

reverse primer, R) poļetnica (tabela 3.1), 3,8 ÕL H2O tretirane DEPC i 5 µL kompleta za PCR 

reakciju Power SYBR Green PCR Master Mix. Pored reakcije koja je sadrģala uzorke cDNK je 

postavljena i kontrolna reakcija bez matrice u koju je umesto cDNK dodavana H2O tretirana DEPC. 

Kao endogena kontrola koriġĺen je konstitutivni Ăhousekeepingò gen gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenaza (GAPDH). Na samom poļetku je utvrĽeno da dugotrajno i kratkotrajno izlaganje 

EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama BPA i DBP nije uticalo na nivo iRNK za GAPDH. Svi 

uzorci su analizirani u duplikatu pod sledeĺim uslovima: 2 min na 50°C, 10 min na 95°C i 40 

ciklusa po 15 s na 95°C i 1 min na 60°C. Uzorci izlagani BPA su analizirani na aparatu 

MasterCycler RealPlex (Eppendorf, Hamburg, Nemaļka), dok su uzorci izlagani DBP analizirani na 

aparatu CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 

CA, SAD). 

Tabela 3.1. Sekvence poļetnica koriġĺenih u RT-qPCR analizi. 

Gen Identifikacioni broj  Sekvence parova poļetnica 

ICAM1 NM_000201 
F: 5ǋ-ATGTGCAAGAAGATAGCCAACCA-3ǋ  

R: 5ǋ-TGGCAGCGTAGGGTAAGGTTC-3ǋ 

VCAM1 NM_001078 
F: 5ǋ-GTTGAAGGATGCGGGAGTAT-3ǋ 

R: 5ǋ-GGATGCAAAATAGAGCACGA-3ǋ 

SELE NM_000450 
F: 5ǋ-CTGGCCTGCTACCTACCTGT-3ǋ 

R: 5ǋ-AGCTACCAAGGGAATGTTGG-3ǋ 

NOS3 NM_000603 
F: 5ǋ-GACCCTCACCGCTACAACAT-3ǋ 

R: 5ǋ-CTGGCCTTCTGCTCATTTTC-3ǋ 

MMP1 NM_002421 
F: 5ǋ-CTGTTCAGGGACAGAATGTGCT-3ǋ 

R: 5ǋ-TCGATATGCTTCACAGTTCTAGGG-3ǋ 

MMP2 NM_004530 
F: 5ǋ-TCACTCCTGAGATCTGCAAACAG-3ǋ 

R: 5ǋ-TCACAGTCCGCCAAATGAAC-3ǋ 

MMP9 NM_004994 
F: 5ǋ-ACGCACGACGTCTTCCAGTA-3ǋ 

R: 5ǋ-CCACCTGGTTCAACTCACTCC-3ǋ 

KDR NM_002253 
F: 5ǋ-GTGATCGGAAATGACACTGGAG-3ǋ 

R: 5ǋ-CATGTTGGTCACTAACAGAAGCA-3ǋ 

CDH5 NM_001795 
F: 5ǋ-TCACCTGGTCGCCAATCC-3ǋ 

R: 5ǋ-AGGCCACATCTTGGGTTCCT-3ǋ 

VEGFA NM_001025366 
F: 5ǋ-CTACCTCCACCATGCCAAGT-3ǋ 

R: 5ǋ-CACACAGGATGGCTTGAAGA-3ǋ 

CXCL8 NM_000584 
F: 5ǋ-AGTCCTTGTTCCACTGTGCC-3ǋ 

R: 5ǋ-AGTGCTTCCACATGTCCTCAC-3ǋ 

CCL2 NM_002982 
F: 5ǋ-GCTCATAGCAGCCACCTTCATT-3ǋ 

R: 5ǋ-GATCACAGCTTCTTTGGGACACTT-3ǋ 

GAPDH NM_002046 
F: 5ǋ-CAAGGCTGTGGGCAAGGT-3ǋ 

R: 5ǋ-GGAAGGCCATGCCAGTGA-3ǋ 
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Po zavrġetku analize, dobijeni su podaci o amplifikaciji ispitivanih gena u funkciji broja 

ciklusa koji su zatim obraĽivani pomoĺu metode poreĽenja praga ciklusa, ææCt (Livak i 

Schmittgen, 2001). Metoda omoguĺava normalizovanje ekspresije ciljnih gena sa endogenom 

kontrolom, kako za kontrolu, tako i za tretirane uzorke: 

ȹCt = Ct ciljni gen ï Ct GAPDH 

U sledeĺem koraku je uraĽeno normalizovanje tretiranog sa kontrolnim uzorkom: 

ȹȹCt = ȹCt tretman ï ȹCt kontrola 

Koeficijent relativne ekspresije (R) ciljnog gena je raļunat na osnovu sledeĺe jednaļine: 

R = 2-ȹȹCt 

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

ȹȹCt. 

 

3.16. Kvantifikacija ekspresije i fosforilacije proteina  metodom Western blot 

U cilju ispitivanja uticaja dugotrajnog i kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim 

koncentracijama BPA i DBP na ekspresiju i fosforilaciju (aktivaciju) proteina u EA.hy926 ĺelijama, 

koriġĺena je metoda Western blot koja se zasniva na razdvajanju proteina iz uzorka po molekulskoj 

masi. Ova metoda omoguĺava detekciju proteina i kvantifikaciju ekspresije ciljanih proteina, kao i 

kvantifikaciju fosforilacije analiziranih proteina. 

 

3.16.1. Priprema uzoraka za elektroforezu 

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim 

koncentracijama BPA i DBP na ekspresiju proteina, uzimano je po 1 x 106 ĺelija iz svakog flaska 

nakon pet i ļetrnaest nedelja izlaganja BPA, odnosno po 0,5 x 106 ĺelija nakon tri, ġest, devet i 

dvanaest nedelja izlaganja DBP. Ĺelije su sakupljane u ohlaĽene tubice zapremine 1,5 mL, a zatim 

centrifugirane 5 min na 400 xg, na 4°C, nakon ļega je supernatant uklanjan. Talog ĺelija je 

resuspendovan u 1 mL hladnog PBS u cilju ispiranja ĺelija, a zatim je dobijena suspenzija ĺelija 

centrifugirana 5 min na 400 xg, na 4°C. Nakon centrifugiranja, supernatant je paģljivo uklanjan, a 

dobijeni talog ĺelija u svakoj tubici je ponovo resuspendovan u 1 mL hladnog PBS. Tubice su zatim 

ponovo centrifugirane 5 min na 400 xg, na 4°C, nakon ļega je dobijeni talog ĺelija u svakoj tubici 

liziran 40 min na 4°C u 100 µL hladnog pufera za liziranje RIPA koji je sadrģao inhibitore proteaza. 

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim 

koncentracijama DBP na ekspresiju i aktivaciju proteina od interesa, EA.hy926 ĺelije su saĽene u 

ploļe sa 12 bunariĺa, po 0,4 x 106 ĺelija u 1 mL kompletnog medijuma po bunariĺu, jedan bunariĺ 

za svaki tretman. Sledeĺeg dana je medijum iz ploļa uklanjan i dodavano je po 1 mL odgovarajuĺih 

tretmana DBP. Ĺelije su izlagane DBP u trajanju od 24 h. U cilju odreĽivanja fosforilacije proteina 

saĽeno je po 0,4 x 106 ĺelija u 0,8 mL kompletnog medijuma po bunariĺu, jedan bunariĺ za svaki 

tretman. Sledeĺeg dana je medijum uklanjan, bunariĺi su ispirani dva puta rastvorom PBS, 1 mL po 

bunariĺu, a zatim je u cilju Ăizgladnjivanjaò ĺelija (eng. starvation) u svaki bunariĺ dodavano po 0,6 

mL medijuma bez seruma. Narednog dana je na veĺ postojeĺi medijum u bunariĺima dodavano po 

0,6 mL odgovarajuĺih tretmana BPA ili DBP u medijumu bez seruma. Ĺelije su izlagane BPA u 

trajanju od 60 min ili DBP u trajanju od 15 min do 120 min. U pojedinim eksperimentima sa 

kratkotrajnim izlaganjem ĺelija DBP, gde je to naznaļeno, EA.hy926 ĺelije su tokom 45 min 

pretretirane sa: ICI 182,780 (5 µM) i G-15 (5 µM). Po isteku inkubacije, ĺelije su dva puta ispirane 

hladnim rastvorom PBS, 2ï3 mL po ploļi, a zatim lizirane 40 min na 4°C u 100ï200 µL hladnog 
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pufera za liziranje RIPA koji je sadrģao inhibitore proteaza, kao i inhibitore fosfataza (1 mM 

natrijum-fluorid i 1 mM natrijum-ortovanadat) kada je analizirana fosforilacija proteina. 

Ĺelijski lizati dobijeni na gore opisani naļin kako iz dugotrajnog, tako i kratkotrajnog 

izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama BPA i DBP su prenoġeni u tubice od 1,5 mL 

na ledu, a zatim centrifugirani 10 min na 12.000 xg na 4°C, ļime su istaloģeni ostaci ĺelija, a 

supernatant sa proteinima je prenoġen u nove tubice na ledu. Koncentracija proteina u uzorcima je 

odreĽivana spektrofotometrijski, na osnovu standardne krive, koriġĺenjem komercijalnog kompleta 

za odreĽivanje proteina Pierce BCA Protein Assay Kit, prema protokolu opisanom u poglavlju 3.13. 

U cilju pripreme uzoraka za elektroforezu je 5x koncentrovani pufer sa redukujuĺim agensima 

meġan u odnosu 1:4 sa uzorcima, tako da su finalne koncentracije u svakom uzorku iznosile: 62,5 

mM Tris-HCl, 2% SDS, 10% glicerol, 5% ɓ-merkaptoetanol, 0,1 M ditiotreitol i 0,01% 

bromofenol-plavo, pH 6,8. Ovako pripremljeni uzorci su zatim inkubirani 5 min na 96°C i 

neposredno koriġĺeni ili ļuvani na ï20°C do upotrebe. 

 

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

Gel za elektroforezu se sastojao od dela za koncentrovanje uzoraka (3% gel: 4,575 mL 

dH2O, 1,875 mL 0,5 M Tris-HCl, 75 µL 10% SDS, 0,9975 mL 30% akrilamid/bis-akrilamid, 37,5 

µL 10% amonijum-persulfat, 7,5 µL TEMED, pH 6,8) i dela za razdvajanje uzoraka (12% gel: 3,35 

mL dH2O, 2,5 mL 1,5 M Tris-HCl, 100 µL 10% SDS, 4 mL 30% akrilamid/bis-akrilamid, 50 µL 

10% amonijum-persulfat, 5 µl TEMED, pH 8,8; 7,5% gel: 4,85 mL dH2O, 2,5 mL 1,5 M Tris-HCl, 

100 µL 10% SDS, 2,5 mL 30% akrilamid/bis-akrilamid, 50 µL 10% amonijum-persulfat, 5 µl 

TEMED, pH 8,8). 

ɱednake koliļine uzoraka (10ï15 ɛg proteina) su nalivane u bunariĺe poliakrilamidnog gela 

koji sadrģi SDS, a proteinski marker je nalivan u zasebni bunariĺ. Proteini su prvo kratko razdvajani 

u strujnom kolu pri konstantnom naponu od 120 V, dok uzorci nisu uġli u gel za razdvajanje, a 

potom do kraja gela pri konstantnom naponu od 200 V u MiniïPROTEAN Tetra Cell aparatu (Bio-

Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, SAD). Potom su razdvojeni proteini prenoġeni na Immun-

Blot PVDF membranu (poliviniliden-fluorid, veliļina pora 0,2 Õm; Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, SAD) pri konstantnom naponu od 100 V u trajanju od 135 do 140 min. Nakon 

zavrġenog transfera, membrane su blokirane 2 h na sobnoj temperaturi u puferu TBS (eng. Tris-

buffered saline: 10 mM Tris base, 100 mM NaCl, pH 7,4) koji je sadrģao 0,1% Tween-20 

(TBS/Tween) i 5% BSA kada je analizirana fosforilacija proteina, odnosno 5% nemasnog mleka u 

prahu kada je analiziran ukupni nivo proteina. Nakon blokiranja, membrane su inkubirane sa 

odgovarajuĺim primarnim antitelima. Antitela protiv fosfo-eNOS (1:1.000), fosfo-ERK1/2 

(1:2.000), fosfo-Akt (1:1.000), eNOS (1:1.000), ERK2 (1:1.000), Akt (1:1.000), ZO-1 (1:1.000), 

okludina (1:500) i GAPDH (1:3.000) su rastvarana u rastvoru 5% BSA u odnosima koji su navedeni 

u zagradama. Membrane su zatim inkubirane u rastvorima sa primarnim antitelima preko noĺi, na 

4°C, uz konstantno meġanje. Sledeĺeg dana su membrane ispirane puferom TBS/Tween pet puta po 

5 min na sobnoj temperaturi, a nakon toga su inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi u rastvoru 

odgovarajuĺeg sekundardnog antitela konjugovanog sa peroksidazom rena (eng. horse raddish 

peroxidase, HRP; 1:3.000) u TBS/Tween koji je sadrģao 5% BSA. Zatim su membrane tri puta 

naizmeniļno ispirane 5 min na sobnoj temperaturi puferom TBS koji je sadrģao 1% NP-40 (NTBS), 

potom 5 min na sobnoj temperaturi puferom TBS. Signal na membranama je razvijan pomoĺu 

hemiluminescentnog supstrata SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate. 

Hemiluminescencija je merena aparatom myECL Digital Imaging System (Thermo Scientific), a 

dobijeni signali su kvantifikovani pomoĺu programa NIH Image J (Schneider i sar., 2012). Da bi se 

uklonile potencijalne razlike u nanoġenju uzoraka na gel, sa membrana su uklanjana vezana antitela 

postupkom tzv. stripovanja membrana (eng. membrane stripping) koriġĺenjem pufera za stripovanje 

(65 mM Tris-HCl, 20% SDS i 0,7% ɓ-merkaptoetanol, pH 6,7), na taj naļin ġto su membrane 
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inkubirane u navedenom puferu 30 min na 56°C. Stripovane membrane su ispirane pet puta 

puferom NTBS i jednom puferom TBS, potom blokirane i ponovo inkubirane preko noĺi na 4°C u 

rastvoru primarnog antitela koje se ili vezuje za endogenu kontrolu (GAPDH) ili za nefosforilisanu 

formu proteina ļija je fosforilacija prethodno detektovana: eNOS (Ser1177), ERK1/2 

(Thr202/Tyr204) i Akt (Ser473). Sledeĺeg dana su membrane inkubirane u rastvoru odgovarajuĺeg 

sekundarnog antitela, a hemiluminescentni signali su detektovani i kvantifikovani kao ġto je 

prethodno opisano. 

 

3.17. Statistiļka analiza 

Za potrebe statistiļke analize podataka dobijenih nakon dugotrajnog izlaganja EA.hy926 

ĺelija BPA ili DBP, rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti od tri ili ļetiri nezavisna 

ponavljanja (flaska), redom, sa standardnom greġkom srednje vrednosti (eng. standard error of 

mean, Ñ SEM). Za potrebe statistiļke analize podataka dobijenih nakon kratkotrajnog izlaganja 

EA.hy926 ĺelija BPA ili DBP, rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti od 3 do 8 ponavljanja 

Ñ SEM. Statistiļka obrada rezultata je uraĽena koriġĺenjem jednosmerne ili dvosmerne analize 

varijanse (ANOVA) pomoĺu programa Prism8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, SAD). 

Post-hoc analiza nakon jednosmerne ANOVA je uraĽena pomoĺu testa po Dunnett-u (eng. 

Dunnettôs multiple comparison post-hoc test) za poreĽenje rezultata razliļitih tretmana sa 

kontrolom, dok je nakon dvosmerne ANOVA koriġĺen test po Tukey-u (eng. Tukeyôs multiple 

comparison post-hoc test) za viġestruko meĽusobno poreĽenje. Kriterijum statistiļke znaļajnosti je 

u svim statistiļkim analizama bila granica verovatnoĺe od p<0,05. 
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4. Rezultati 

4.1. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A 

4.1.1. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na vijabilnost ĺelija 

Test sa bojom alamarBlueTM je koriġĺen za procenu metaboliļke aktivnosti ĺelija nakon 

dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-9 ʄ, 10-8 ʄ i 10-7 ʄ BPA, a ġto posredno predstavlja 

parametar za procenu vijabilnosti ĺelija. Analiza metaboliļke aktivnosti ĺelija je pokazala da 

odabrane nanomolarne koncentracije BPA ne dovode do znaļajnih promena u vijabilnosti 

EA.hy926 ĺelija nakon dve, ļetiri, osam i dvanaest nedelja izlaganja, dok je nakon ļetrnaest nedelja 

izlaganja ĺelija 10-8 M i 10-7 M BPA uoļeno smanjenje vijabilnosti ĺelija od ~25% i 18%, redom 

(slika 4.1.1). 

 

Slika 4.1.1. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na vijabilnost ĺelija. Nakon dve, 

ļetiri, osam, dvanaest i ļetrnaest nedelja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama 

BPA (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na metaboliļku aktivnost/vijabilnost ĺelija 

koriġĺenjem testa sa bojom alamarBlueTM. Dobijene vrednosti su izraģene kao procenat vijabilnosti u odnosu 

na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao 

srednja vrednost Ñ SEM od 3 nezavisna ĺelijska flaska. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na 

kontrolu. 

 

 

 

4.1.2. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na vezivanje U937 ĺelija za 

jednosloj endotelnih ĺelija 

Rezultati ispitivanja vezivanja ĺelijske linije humanih monocita U937 za jednosloj 

endotelnih ĺelija u uslovima in vitro su pokazali da je nakon pet nedelja izlaganja EA.hy926 ĺelija 

10-9 ʄ, 10-8 ʄ i 10-7 ʄ BPA doġlo do znaļajno smanjenog vezivanja U937 ĺelija za EA.hy926 

ĺelije koje su bile izlagane 10-7 M BPA u odnosu na kontrolu (za ~78%), dok je ovaj efekat izostao 

sa drugim koncentracijama BPA (slika 4.1.2A). Smanjeno vezivanje U937 ĺelija za jednosloj 

endotelnih ĺelija nije zapaģeno nakon devet nedelja (rezultati nisu prikazani) i ļetrnaest nedelja 

izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA (slika 4.1.2B). 
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Slika 4.1.2. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na vezivanje U937 ĺelija za 

jednosloj endotelnih ĺelija. Nakon (A) pet i (B) ļetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim 

koncentracijama BPA (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na vezivanje monocita za jednosloj 

EA.hy926 ĺelija koriġĺenjem U937 ĺelija obeleģenih kalceinom AM. Prikazane su reprezentativne 

fluorescentne fotomikrografije. Srednja vrednost broja fluoresecentno obeleģenih U937 ĺelija vezanih za 

jednosloj EA.hy926 ĺelija je dobijena iz 6ï12 nasumiļno odabranih mikroskopskih polja po grupi, a 

dobijene vrednosti su zatim izraģene kao procenat vezivanja U937 ĺelija u odnosu na kontrolu koja je 

prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 

od 3 nezavisna ĺelijska flaska. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 

 

 

 

4.1.3. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na relativnu ekspresiju gena 

za ĺelijske adhezivne molekule  

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali razlike u vezivanju U937 ĺelija za 

EA.hy926 ĺelije, u sledeĺem koraku je odreĽivana relativna ekspresija gena za odabrane CAM koji 

imaju ulogu u vezivanju monocita za jednosloj endotelnih ĺelija. Rezultati odreĽivanja relativne 

ekspresije gena koji kodiraju ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin koriġĺenjem metode RT-qPCR su 

pokazali da je nakon pet nedelja izlaganja ĺelija 10-7 M BPA ekspresija gena za VCAM-1 smanjena 

za 40% u odnosu na kontrolu, dok ostale ispitivane koncentracije nisu imale efekta. Relativna 

ekspresija gena za ICAM-1 i E-selektin nije bila promenjena nakon pet nedelja izlaganja EA.hy926 

ĺelija odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA (slika 4.1.3A). U skladu sa prethodnim 

rezultatima koji nisu pokazali razlike u vezivanju U937 ĺelija za jednosloj endotelnih ĺelija nakon 

ļetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-9 ʄ, 10-8 ʄ i 10-7 ʄ BPA, nisu zapaģene ni znaļajne 

razlike u relativnoj ekspresiji gena koji kodiraju ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin nakon ļetrnaest 

nedelja izlaganja ĺelija datim koncentracijama BPA (slika 4.1.3B). 
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Slika 4.1.3. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D��relativnu ekspresiju gena za 
�ü�H�O�L�M�V�N�H�� �D�G�K�H�]�L�Y�Q�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�����1�D�N�R�Q�� ���$���� �S�H�W�� �L�� ���%���� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama BPA (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za ICAM-1 
(ICAM1), VCAM-1 (VCAM1) i E-selektin (SELE) �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �P�H�W�R�G�H��RT-qPCR. Dobijene vrednosti su 
�L�]�U�D�å�H�Q�H���N�D�R���U�H�O�D�W�L�Y�Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X���N�R�M�D���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�D���K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�R�P���L�V�S�U�H�N�L�G�D�Q�R�P���O�L�Q�L�M�R�P��
���������� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �6�(�0�� �R�G�� ���� �Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�D�� �I�O�D�V�N�D���� �
p<���������� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��
�]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 
 
 
4.1.4. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���8���������ü�H�O�L�M�D���]�D��

�M�H�G�Q�R�V�O�R�M���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���Q�D�N�R�Q���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H���V�D���I�D�N�W�R�U�R�P���Q�H�N�U�R�]�H���W�X�P�R�U�D-�. 

S obzirom na to da se monociti vezuju za endotel u organizmu uglavnom u uslovima 
�S�R�Y�H�ü�D�Q�H��inflamacije koj�X�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�ã�H�� �S�U�L�V�X�V�W�Y�R�� �E�U�R�M�Q�L�K�� �L�Q�I�O�D�P�D�F�L�M�V�N�L�K�� �P�H�G�L�M�D�W�R�U�D�� �S�R�S�X�W�� �7�1�)-�.����
�L�V�S�L�W�D�Q�� �M�H�� �X�W�L�F�D�M�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �V�D�� �7�1�)-�.�� �Q�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M��
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����D���S�R�W�R�P���L��uticaj dugotrajnog 14-nedeljnog izlag�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 �F��������-8 
�F���L������-7 �F���%�3�$���Q�D���R�Y�D�M���S�U�R�F�H�V�����3�R�N�D�]�D�Q�R���M�H���G�D���L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���7�1�)-�.���X���W�U�D�M�D�Q�M�X���R�G���������K��
�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �ü�H�O�L�M�H�� ���S�U�H�N�R�� ���������� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��
nestimulisanu kontrolu). �0�H�ÿ�X�W�L�P�����R�Y�D�M���H�I�H�N�D�W���M�H���X���L�]�Y�H�V�Q�R�M���P�H�U�L���S�R�Q�L�ã�W�H�Q���Q�D�N�R�Q���þ�H�W�U�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D��
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-7 M BPA. Rezultati su pokazali za ~21% smanjeno vezivanje U937 
�ü�H�O�L�M�D���]�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R���L�]�O�D�J�Dne 10-7 M BPA, a zatim stimulisane sa TNF-�.�����X���R�G�Q�R�V�X��
�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�X�� �J�U�X�S�X�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�� �L�]�O�D�J�D�Q�H�� �U�D�V�W�Y�D�U�D�þ�X���� �D�� �]�D�W�L�P�� �V�W�L�P�X�O�L�V�D�Q�H�� �V�D�� �7�1�)-�.��
(slika 4.1.4). 
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�6�O�L�N�D�� �������������� �(�I�H�N�D�W�� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �E�L�V�I�H�Q�R�O�X�� �$�� �Q�D�� �D�G�K�H�]�L�M�X�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D��
�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �Q�D�N�R�Q�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�� �V�D�� �7�1�)-�.�����1�D�N�R�Q�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\��������
�ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$��������-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana i stimulacije sa 10 
ng/mL TNF-�.�� �W�R�N�R�P�� �S�R�V�O�H�G�Q�M�L�K�� ������ �K�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �Q�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�Q�R�F�L�W�D�� �]�D�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D��
�N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�E�H�O�H�å�H�Q�L�K�� �N�D�O�F�H�L�Q�R�P�� �$�0���� �3�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�H�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�H��
�I�R�W�R�P�L�N�U�R�J�U�D�I�L�M�H���� �6�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�� �E�U�R�M�D�� �I�O�X�R�U�H�V�H�F�H�Q�W�Q�R�� �R�E�H�O�H�å�H�Q�L�K�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �Y�H�]�D�Q�L�K�� �]�D�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M��
�(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �M�H�� �G�R�E�L�M�H�Q�D�� �L�]�� ���±������ �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�V�N�L�K�� �S�R�O�M�D�� �S�R�� �J�U�X�S�L���� �D�� �G�R�E�L�M�H�Q�H��
�Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �]�D�W�L�P�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�V�D�Q�X�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� ���E�H�]��
TNF-�.���� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�D�� �K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�R�P�� �L�V�S�U�H�N�L�G�D�Q�R�P�� �O�L�Q�L�M�R�P�� ���������������� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D��
�Y�U�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �6�(�0�� �R�G�� ���� �Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�D�� �I�O�D�V�N�D���� �
p������������ �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��
nestimulisanu kontrolu (bez TNF-�.��; #p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X��stimulisanu sa 
TNF-�.�� 
 
 
 
4.1.5. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D��relativnu ekspresiju gena 

za �ü�H�O�L�M�V�N�H���D�G�K�H�]�L�Y�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H���Q�D�N�R�Q���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H���V�D���I�D�N�W�R�U�R�P���Q�H�N�U�R�]�H���W�X�P�R�U�D-�. 

�8���V�Y�H�W�O�X���S�U�H�W�K�R�G�Q�R���G�R�E�L�M�H�Q�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D�����L�V�S�L�W�D�Q�R���M�H���G�D���O�L���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���V�D���7�1�)-
�.�� �X�W�L�þ�H��na relativnu ekspresiju gena za ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin, a potom je ispitan i uticaj 
dugotrajnog 14-nedeljnog izlaganja EA.hy926 �ü�H�O�L�M�D�� ����-9 �F���� ����-8 �F�� �L�� ����-7 �F�� �%�3�$�� �Q�D��pomenute 
parametre nakon stimulacije sa TNF-�.�� �1�D�N�R�Q�� ������ �Q�H�G�H�O�M�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �%�3�$���� �ü�H�O�L�M�H�� �V�X�� �G�R�G�D�W�Q�R��
stimulisane TNF-�.�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G�� ������ �K���� �6�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D�� �7�1�)-�.�� �M�H�� �X�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�R�M�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R��
�S�R�Y�H�ü�D�O�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �J�H�Q�D�� �]�D�� �,�&�$�0-1 (64 puta), VCAM-1 (285 puta) i E-selektin (100 puta) u 
odnosu na kontrolu koja nije stimulisana TNF-�.���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �X���J�U�X�S�D�P�D���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-8 
M i 10-7 M BPA je efekat TNF-�.�� �L�]�R�V�W�D�R���� �R�G�Q�R�V�Q�R���� �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �%�3�$�� �M�H�� �S�R�Q�L�ã�W�L�O�R�� �W�X�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�X����
Naime, rezultati su pokazali smanjenu ekspresiju gena za ICAM-���� �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D�� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R 
izlaganih 10-8 M BPA (za ~78%) i 10-7 M BPA (za 82,7%) a zatim stimulisanih sa TNF-�.�����X���R�G�Q�R�V�X��
�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�X�� �J�U�X�S�X�� �ü�H�O�L�M�D�� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�� �L�]�O�D�J�D�Qih �U�D�V�W�Y�D�U�D�þ�X, a zatim stimulisanih sa TNF-�.��
(stimulisana kontrola). Relativna ekspresija gena koji kodira VCAM-1 �M�H�����W�D�N�R�ÿ�H���� �V�P�D�Q�M�H�Qa nakon 
stimulacije sa TNF-�., i to �]�D�����������L���������������Q�D�N�R�Q���þ�H�W�U�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-8 M 
i 10-7 M BPA, redom, u odnosu na kontrolnu grupu stimulisanu TNF-�.���� �6�O�L�þ�D�Q�� �W�U�H�Q�G�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �L��
relativna ekspresija gena za E-selektin �± smanjenje od �a�������� �L�� ������������ �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D��
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D������-8 M i 10-7 M BPA, redom, u odnosu na kontrol�Q�H���J�U�X�S�H���ü�H�O�L�M�D��stimulisane TNF-�. 
(slika 4.1.5). 
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Slika 4.1.5. Efeka�W���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D��relativnu ekspresiju gena za 
�ü�H�O�L�M�V�N�H�� �D�G�K�H�]�L�Y�Q�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �Q�D�N�R�Q�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�� �V�D�� �7�1�)-�.. �1�D�N�R�Q�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\��������
�ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$��������-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana i stimulacije sa 10 
ng/mL TNF-�. tokom poslednjih 24 h izlaganja na ekspresiju gena za ICAM-1 (ICAM1), VCAM-1 (VCAM1) 
i E-selektin (SELE) �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P���P�H�W�R�G�H��RT-qPCR�����'�R�E�L�M�H�Q�H���Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���V�X���L�]�U�D�å�H�Q�H���N�D�R���U�H�O�D�W�L�Y�Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���X��
odnosu na nestimulisanu kontrolu (bez TNF-�.) koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (1). 
�5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �6�(�0�� �R�G�� ���� �Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�D�� �I�O�D�V�N�D���� �
p������������ �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��
�]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�V�D�Q�X�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� ���E�H�]�� �7�1�)-�.); #p������������ �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X��
odnosu na kontrolu stimulisanu sa TNF-�.�� 
 
 
 
4.1.6. �(�I�H�N�D�W���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D���D�G�K�H�]�L�M�X���ü�H�O�L�M�D���]�D���å�H�O�D�W�L�Q 

S obzirom na to da je sa �M�H�G�Q�H���V�W�U�D�Q�H���þ�Y�U�V�W�D���D�G�K�H�]�L�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���]�D komponentne ECM 
�R�G���H�V�H�Q�F�L�M�D�O�Q�H���Y�D�å�Q�R�V�W�L���]�D���R�þ�X�Y�D�Q�M�H���L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���E�D�U�L�M�H�U�H�����D���G�D���M�H���Va druge strane raskidanje 
�Y�H�]�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �L��komponenti ECM �Q�H�R�S�K�R�G�Q�R�� �]�D�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �ü�H�O�L�M�D���� �U�H�S�D�U�D�F�L�M�X��
povrede krvnog suda i stvaranje novih krvnih sudova, ispitano je da li dugotrajno izlaganje 
�(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 �F��������-8 �F���L������-7 �F���%�3�$���X�W�L�þ�H���Q�D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���ü�H�O�L�M�D���]�D��jedan od proteina ECM �± 
�å�H�O�D�W�L�Q (eng. gelatin)���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q�� �W�R�N�R�P��
�G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� ����-7 �0�� �%�3�$���� �L�� �W�R�� �]�D�� ���������� �������� �L�� �������� �Q�D�N�R�Q�� �S�H�W���� �G�H�Y�H�W�� �L�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W��
nedelja, redom. Sa druge dve ispitivane koncentracije BPA, 10-9 M i 10-8 �0�����Q�L�M�H���]�D�S�D�å�H�Q���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��
�]�Q�D�þ�D�M�D�Q���H�I�H�N�D�W���Q�D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���]�D���å�H�O�D�W�L�Q�����V�O�L�N�D���������������� 
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�6�O�L�N�D�����������������(�I�H�N�D�W���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D���D�G�K�H�]�L�M�X���ü�H�O�L�M�D���]�D���å�H�O�D�W�L�Q����(A) 
�1�D�N�R�Q���S�H�W�����G�H�Y�H�W���L���þ�H�W�U�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$��������-9 M, 10-8 
M i 10-7 M), �L�V�S�L�W�D�Q���M�H���X�W�L�F�D�M���W�U�H�W�P�D�Q�D���Q�D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���ü�H�O�L�M�D���]�D���å�H�O�D�W�L�Q�����%�U�R�M���Y�H�]�D�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q���M�H���W�H�V�W�R�P���V�D��
bojom SRB. �'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �D�G�K�H�]�L�M�H�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H��
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 
�R�G�������Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�������%�����5�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�H���I�R�W�R�P�L�N�U�R�J�U�D�I�L�M�H���L�O�X�V�W�U�X�M�X���D�G�K�H�]�L�M�X���ü�H�O�L�M�D���Q�D���å�H�O�D�W�L�Q���Q�D�N�R�Q��
�S�H�W���Q�H�G�H�O�M�D���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �%�3�$��������-9 M, 10-8 M i 10-7 M). *p<0,05 
�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 
 
 
4.1.7. �(�I�H�N�D�W���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���ü�H�O�L�M�D 

�7�H�V�W�R�P�� �Ä�]�D�U�D�V�W�D�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�H�´�� �M�H�� �X�� �V�Y�H�W�O�X�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �G�R�E�L�M�H�Q�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �L�V�S�L�W�D�Q�R�� �G�D�� �O�L��
�G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-9 �F���� ����-8 �F�� �L�� ����-7 �F�� �%�3�$�� �X�W�L�þ�H�� �Q�D�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K��
�ü�H�O�L�M�D���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �Q�D�N�R�Q�� �S�H�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �Q�H�P�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D��
�L�]�O�D�J�D�Q�L�K�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �%�3�$�� �L�� �N�R�Q�W�U�R�O�H�� ���V�O�L�N�D�� �����������$������ �0�H�ÿ�X�W�L�P����
�Q�D�N�R�Q�� �G�H�Y�H�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �M�H�� �]�D�S�D�å�H�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �P�L�J�U�D�F�L�M�H�� �]�D�� �R�N�R�� �������� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �X�� �J�U�X�S�L��
�ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-8 �0���%�3�$���L���]�D���R�N�R�����������X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-7 M BPA (slika 
�����������%������ �(�I�H�N�D�W�� �V�H�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�U�å�D�R�� �V�D�P�R�� �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D��
koje su izlagane 10-7 �0���%�3�$���� �S�U�L���þ�H�P�X���M�H���G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�R���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���P�L�J�U�D�F�L�M�H���]�D���a�������� �X���R�G�Q�R�V�X���Q�D��
kontrolu (slika 4.1.7C). 
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Slika 4.1.7. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �E�L�V�I�H�Q�R�O�X�� �$�� �Q�D�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �ü�H�O�L�M�D����Nakon (A) 
�S�H�W�������%�����G�H�Y�H�W���L�����&�����þ�H�W�U�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$��������-9 M, 10-

8 M i 10-7 M), �L�V�S�L�W�D�Q�� �M�H�� �X�W�L�F�D�M�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �Q�D�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �P�H�W�R�G�H�� �Ä�]�D�U�D�V�W�D�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�H�³����
�3�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�H�� �I�R�W�R�P�L�N�U�R�J�U�D�I�L�M�H�� �X�� �W�U�H�Q�X�W�N�X�� �S�U�D�Y�O�M�H�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�H�� ������ �K���� �L�� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H��
�P�L�J�U�L�U�D�O�H�� �������� �K������ �0�L�J�U�D�F�L�M�D�� �M�H�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�R�Y�D�Q�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� �,�P�D�J�H�� �-�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�� ���±10 
�L�]�P�H�U�H�Q�L�K�� �U�D�V�W�R�M�D�Q�M�Z�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �L�Y�L�F�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �V�D�� �R�E�H�� �V�W�U�D�Q�H�� �X�� �W�U�H�Q�X�W�N�X�� �S�U�D�Y�O�M�H�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�H�� �L�� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H��
�P�L�J�U�L�U�D�O�H���� �'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �]�D�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�H�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H��
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 
�R�G�������Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 
 
 
4.1.8. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D���S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D��

�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D 

�.�D�N�R���M�H���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���S�R�O�X�S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�J���N�D�U�D�N�W�H�U�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���E�D�U�L�M�H�U�H���R�G���V�X�ã�W�L�Q�V�N�R�J���]�Q�D�þ�D�M�D���]�D��
�N�R�Q�W�U�R�O�L�V�D�Q�M�H�� �U�D�]�P�H�Q�H�� �K�U�D�Q�O�M�L�Y�L�K�� �P�D�W�H�U�L�M�D���� �J�D�V�R�Y�D�� �L�� �L�P�X�Q�V�N�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �N�U�Y�L�� �L�� �L�Q�W�H�U�V�W�L�F�L�M�D�O�Q�R�J��
prostora, ispitano je da li dugotrajno �L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 �F��������-8 �F���L������-7 �F���%�3�$���X�W�L�þ�H��
�Q�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�X�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�R�J�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D���� �8�� �W�X�� �V�Y�U�K�X�� �M�H���N�R�U�L�ã�ü�H�Q test 
propustljivosti u Transwell sistemu sa dva odeljka. Rezultati su pokazali da je nakon pet nedelja 
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-8 M i 10-7 �0�� �%�3�$�� �X�R�þ�H�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �]�D��
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�a�������� �L�� �a�������� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �U�H�G�R�P���� �(�I�H�N�D�W�� �V�H�� �R�G�U�å�D�R�� �L�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D izlaganja 
�(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-8 i 10-7 M BPA, s obzirom na to da je detektovano smanjenje propustljivosti 
�N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�R�J�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�� �a�������� �L�� �a�������� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �U�H�G�R�P�� ���V�O�L�N�D��
4.1.8). 

 

Slika 4.1.8. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �E�L�V�I�H�Q�R�O�X�� �$�� �Q�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�X�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W����
�1�D�N�R�Q���S�H�W���L���þ�H�W�U�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$��������-9 M, 10-8 M i 
10-7 M), �L�V�S�L�W�D�Q���M�H���X�W�L�F�D�M���W�U�H�W�P�D�Q�D���Q�D���S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P���G�H�N�V�W�U�D�Q�D�����0�Z��
������ �N�'�D���� �R�E�H�O�H�å�H�Q�R�J�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P�� �E�R�M�R�P�� �)�,�7�&�� �X�� �7�U�D�Q�V�Z�H�O�O�� �V�L�V�W�H�P�X�� ���Y�H�O�L�þ�L�Q�D�� �S�R�U�D�� ����������m). Dobijene 
�Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�D��
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3 
�Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 
 
 
4.1.9. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 �ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D��ekspresiju okludina i 

ZO-1 

�8�]�L�P�D�M�X�ü�L�� �X�� �R�E�]�L�U�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �Y�H�]�D�Q�H�� �]�D�� �S�U�R�P�H�Q�H�� �X�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�L��
�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���S�R�G���G�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P���%�3�$�����X���V�O�H�G�H�ü�H�P���N�R�U�D�N�X���M�H���L�V�S�L�W�D�Q���X�W�L�F�D�M���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J 
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-9 �F���� ����-8 �F�� �L�� ����-7 �F�� �%�3�$�� �Q�D��ekspresiju dva proteina koji ulaze u 
sastav TJ, okludina i ZO-1. Rezultati su pokazali da je nakon pet nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D��
10-7 �0���%�3�$���S�R�Y�H�ü�D�Qa ekspresija ZO-1 za ~46% u odnosu na kontrolu (slika 4.1.9A), dok je nakon 
�þ�H�W�U�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D������-8 M i 10-7 M BPA detektovana �S�R�Y�H�ü�D�Qa ekspresija oba proteina 
u odnosu na kontrolu, i to okludina za 44% i 84%, a ZO-1 za 60% i 76%, redom (slika 4.1.9B). 
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Slika 4.1.9. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D��ekspresiju  okludina i ZO-1. 
�1�D�N�R�Q�� ���$���� �S�H�W���L�� ���%���� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �%�3�$�� ������-9 M, 
10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju okludina i ZO-1 metodom Western blot. Prikazane 
�V�X�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�H�� �:�H�V�W�H�U�Q�� �E�O�R�W�� �V�O�L�N�H���� �.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �M�H�� �X�U�D�ÿ�H�Q�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� �,�P�D�J�H�� �-���� �'�R�E�L�M�H�Q�H��
�Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���]�D���V�Y�D�N�L���X�]�R�U�D�N���V�X���Q�R�U�P�D�O�L�]�R�Y�D�Q�H���Q�D���Q�L�Y�R���*�$�3�'�+���X���G�D�W�R�P���X�]�R�U�N�X�����D���U�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���L�]�U�D�å�H�Q�L���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R��
u odnosu na normalizovani nivo ispitivanog proteina u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja 
�Y�U�H�G�Q�R�V�W���“���6�(�0���R�G�������Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 
 
 
4.1.10. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D���Q�L�Y�R���U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K���Y�U�V�W�D��

kiseonika 

S �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �N�R�M�X�� �5�2�6�� �L�P�D�M�X�� �X�� �Y�D�V�N�X�O�D�W�X�U�L���� �L�V�S�L�W�D�Q�� �M�H�� �X�W�L�F�D�M�� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J��
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-9 �F���� ����-8 �F�� �L�� ����-7 �F�� �%�3�$�� �Q�D�� �Q�L�Y�R�� �5�2�6�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �U�H�D�J�H�Q�V�D��
H2�'�&�)�'�$���� �N�R�M�L�� �X�Q�X�W�D�U�� �ü�H�O�L�M�D�� �U�H�D�J�X�M�H�� �V�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �5�2�6�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �S�U�L�� �W�R�P�� �M�H�G�L�Q�M�H�Q�M�H�� �'�&�)�� �V�D��
�Y�L�V�R�N�L�P�� �Q�L�Y�R�R�P�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �Q�D�N�R�Q�� �S�H�W�� �L�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D��
�(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �V�Y�L�P�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�P koncentracijama �%�3�$�� �Q�L�V�X�� �X�R�þ�H�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �Q�L�Y�R�X�� �5�2�6���� �G�R�N�� �M�H��
nakon devet nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�S�D�å�H�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �Q�L�Y�R�D�� �5�2�6�� �V�D�� �V�Y�L�P�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�P��
koncentracijama BPA, i to za 8,7% u odnosu �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���L�]�O�D�J�D�Q�Lh 10-9 M BPA, za 
������������ �X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���L�]�O�D�J�D�Q�Lh 10-8 �0���%�3�$���L���]�D�������������� �X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���L�]�O�D�J�D�Q�Lh 10-7 M BPA (slika 
4.1.10). 
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Slika 4.1.10. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �E�L�V�I�H�Q�R�O�X�� �$�� �Q�D�� �Q�L�Y�R�� �U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K�� �Y�U�V�W�D��
kiseonika. �1�D�N�R�Q���S�H�W�����G�H�Y�H�W���L���þ�H�W�U�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$��
(10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), �L�V�S�L�W�D�Q���M�H���X�W�L�F�D�M���W�U�H�W�P�D�Q�D���Q�D���Q�L�Y�R���5�2�6���N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P���U�H�D�J�H�Q�V�D���+2DCFDA. Dobijene 
�Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�D�� �K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�R�P�� �L�V�S�U�H�N�L�G�D�Q�R�P��
�O�L�Q�L�M�R�P�������������������5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�H�G�Q�R�V�W���“���6�(�0���R�G�������Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p<0,05 
�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 

 
 
4.1.11. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$��na stvaranje azot-

monoksida 

�6�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �H�Q�G�R�W�H�O�D�� �G�D�� �V�L�Q�W�H�W�L�ã�H�� �1�2�� �M�H�� �R�G�� �S�R�V�H�E�Q�R�J�� �]�Q�D�þ�D�M�D�� �]�E�R�J�� �E�U�R�M�Q�L�K�� �S�O�H�M�R�W�U�R�S�Q�L�K��
funkcija koje ovaj molekul ispoljava u kardiovaskularnom sistemu. S tim u vezi, posredno je ispitan 
uticaj dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 �F��������-8 �F���L������-7 �F���%�3�$���Q�D��stvaranje NO, preko 
merenja koncentracije nitrita (stabilan proizvod oksidacije NO) u medijumu svih flaskova pre 
�S�D�V�D�å�L�U�D�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D���� 

 

Slika 4.1.11. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$�� �Q�D��stvaranje azot-monoksida. 
���$�����1�D�N�R�Q���S�H�W�����G�H�Y�H�W���L���þ�H�W�U�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$��������-9 M, 
10-8 M i 10-7 M), posredno je ispitan uticaj tretmana na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u 
medijumu metodom po Griess-�X���� ���%���� �1�D�N�R�Q�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-7 M BPA 
posredno je ispitan uticaj navedenog tretmana i dodatnog tretmana sa 100 ��M L-NAME tokom poslednjih 72 
h izlaganja na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u medijumu metodom po Griess-u. Dobijene 
�Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �Q�L�Y�R�D�� �Q�L�W�U�L�W�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�D�� �K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�R�P��
�L�V�S�U�H�N�L�G�D�Q�R�P�� �O�L�Q�L�M�R�P�� ���������������� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �6�(�0�� �R�G�� ���� �Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�D��
flaska. *p������������ �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�����ûp������������ �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X��
odnosu na 10-7 M BPA. 
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Rezultati su pokazali da je samo doza od 10-7 �0�� �%�3�$�� �G�R�Y�H�O�D�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D��koncentracije 
nitrita u medijumu���� �X���V�Y�L�P���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�P���Y�U�H�P�H�Q�V�N�L�P���W�D�þ�N�D�P�D��u odnosu na kontrolu, i to za ~180% 
nakon pet nedelja, 55% nakon devet i 43% nakon �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D izlaganja (slika 4.1.11A). U cilju 
�G�R�N�D�]�L�Y�D�Q�M�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�L���G�R�E�L�M�H�Q�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D�����(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���V�X���Q�D�N�R�Q���þ�H�W�U�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D izlaganja 
10-7 M BPA dodatno tretirane inhibitorom NOS L-NAME, a zatim je posredno ispitan uticaj 
inhibitora na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u medijumu. Rezultati su pokazali da 
je L-�1�$�0�(�� �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L�� �S�R�Q�L�ã�W�L�R�� �H�I�H�N�D�W�� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-7 M BPA na 
stvaranje NO (slika 4.1.11B). 
 
 
 
4.1.12. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D��relativnu ekspresiju gena 

za eNOS 

Metodom RT-qPCR je u svetlu prethodno dobijenih rezultata ispitano da li dugotrajno 
�L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 �F��������-8 �F���L������-7 �F���%�3�$���X�W�L�þ�H���Q�D��relativnu ekspresiju gena za eNOS. 
Rezultati su pokazali da nakon pet nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �Q�L�V�X�� �X�R�þ�H�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X��ekspresiji NOS3 
(gen koji kodira eNOS) �Q�L�� �V�D�� �M�H�G�Q�R�P�� �R�G�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �%�3�$���� �G�R�N�� �M�H�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W��
nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� ����-7 �0�� �%�3�$�� �]�D�S�D�å�H�Qa �S�R�Y�H�ü�D�Qa ekspresija NOS3 od 167% u odnosu na 
kontrolu (slika 4.1.12). 

 

Slika 4.1.12. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D��relativnu ekspresiju gena za 
eNOS. �1�D�N�R�Q���S�H�W���L���þ�H�W�U�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D odabranim koncentracijama BPA (10-9 M, 10-

8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za eNOS (NOS3) �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P��metode RT-qPCR. 
�'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H prikazana 
horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3 nezavisna 
�ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
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4.2. �(�I�H�N�D�W���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$ 
4.2.1. �(�I�H�N�D�W���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���ü�H�O�L�M�D 

Testom sa bojom alamarBlueTM �M�H���L�V�S�L�W�D�Q���X�W�L�F�D�M���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-7 

M, 10-6 M i 10-5 �0���%�3�$���Q�D���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W �ü�H�O�L�M�D�����$�Q�D�O�L�]�D���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L��
�M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �%�3�$�� �Q�H�� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �S�U�R�P�H�Q�D�� �X�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L��
�(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���Q�D�N�R�Q���������K���L������ h izlaganja (slika 4.2.1). 

 

�6�O�L�N�D�����������������(�I�H�N�D�W���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D��bisfenolu A �Q�D���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���ü�H�O�L�M�D����Nakon (A) 
24 h �L�����%�����������K���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$��������-7 M, 10-6 M i 10-5 M), ispitan 
�M�H�� �X�W�L�F�D�M�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �Q�D�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �W�H�V�W�D�� �V�D�� �E�R�M�R�P�� �D�O�D�P�D�U�%�O�X�HTM. 
�'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�D��
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3 
nezavisna eksperimenta. 
 
 
 
4.2.2. �(�I�H�N�D�W���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���8���������ü�H�O�L�M�D���]�D��

�M�H�G�Q�R�V�O�R�M���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D 

�5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �K�X�P�D�Q�L�K�� �P�R�Q�R�F�L�W�D�� �8�������� �]�D�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M��
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���X���X�V�O�R�Y�L�P�D��in vitro �V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���G�D���M�H���Q�D�N�R�Q���������K���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-7 M, 
10-6 M i 10-5 �0���%�3�$���G�R�ã�O�R���G�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���V�P�D�Q�M�H�Q�R�J���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D���8���������ü�H�O�L�M�D���]�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�H���N�R�M�H��
su bile izlagane 10-5 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. �(�I�H�N�D�W�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �E�L�V�I�H�Q�R�O�X�� �$�� �Q�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D��
�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D. �1�D�N�R�Q�� ������ �K�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �%�3�$�� ������-7 
M, 10-6 M i 10-5 M), �L�V�S�L�W�D�Q�� �M�H�� �X�W�L�F�D�M�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �Q�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�Q�R�F�L�W�D�� �]�D�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D��
�N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�E�H�O�H�å�H�Q�L�K�� �N�D�O�F�H�L�Q�R�P�� �$�0���� �3�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�H�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�H��
�I�R�W�R�P�L�N�U�R�J�U�D�I�L�M�H���� �'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X��
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 
SEM od 3 nezavisna eksperimenta. *p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
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4.2.3. �(�I�H�N�D�W���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D��relativnu ekspresiju 
gena za �ü�H�O�L�M�V�N�H���D�G�K�H�]�L�Y�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H 

�6�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �W�R�� �G�D�� �M�H�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �S�R�N�D�]�D�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�R�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �8�������� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D��
�(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�H�� ����-5 M BPA, �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G�� ������ �K���� �X�� �V�O�H�G�H�ü�H�P�� �N�R�U�D�N�X�� �M�H�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Qa 
relativna ekspresija gena za adhezivne molekule ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin. Rezultati 
�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �J�H�Q�D�� �N�R�M�L�� �N�R�G�L�U�D�M�X ICAM-1, VCAM-1 i E-�V�H�O�H�N�W�L�Q�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P��
metode RT-qPCR �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �M�H�� �Q�D�N�R�Q�� ������ �K�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� ����-5 M BPA ekspresija gena za 
VCAM-1 smanjena za 73% u odnosu na kontrolu, dok ostale ispitivane koncentracije nisu imale 
efekta. Ekspresija gena za ICAM-1 i E-selektin nije bila promenjena �Q�D�N�R�Q�� ������ �K�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D��
�R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$�����7�U�H�E�D���Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�L���G�D���M�H���Q�D�N�R�Q���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-5 M 
BPA relativna ekspresija gena koji kodira E-selektin smanjena za 43% u odnosu na kontrolu, ali 
�R�Y�D�M���U�H�]�X�O�W�D�W���Q�L�M�H���G�R�V�W�L�J�D�R���Q�L�Y�R���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L����p=0,0564) (slika 4.2.3). 

 

Slika 4.2.3. �(�I�H�N�D�W���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D��relativnu ekspresiju gena za 
�ü�H�O�L�M�V�N�H���D�G�K�H�]�L�Y�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H. �1�D�N�R�Q���������K���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$��������-7 
M, 10-6 M i 10-5 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za ICAM-1 (ICAM1), VCAM-1 (VCAM1) i 
E-selektin (SELE) �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P���P�H�W�R�G�H��RT-qPCR�����'�R�E�L�M�H�Q�H���Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���V�X���L�]�U�D�å�H�Q�H���N�D�R���U�H�O�D�W�L�Y�Q�D���H�N�V�S�U�Hsija u 
odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost ± SEM od 3�±4 nezavisna eksperimenta. *p������������ �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��
kontrolu. 
 
 
 
4.2.4. �(�I�H�N�D�W���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D���D�G�K�H�]�L�M�X���ü�H�O�L�M�D���]�D��

�å�H�O�D�W�L�Q 

�8���V�O�H�G�H�ü�H�P���N�R�U�D�N�X���M�H���L�V�S�L�W�D�Q���X�W�L�F�D�M���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-7 M, 10-6 M i 
10-5 �0���%�3�$���Q�D���D�G�K�H�]�L�M�X���ü�H�O�L�M�D���]�D���å�H�O�D�W�L�Q�����8�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���M�H���G�D���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���ü�H�O�L�M�D���]�D���å�H�O�D�W�L�Q���Q�L�M�H���S�U�R�P�H�Q�M�H�Q�R��
�Q�D�N�R�Q���������K���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$�����V�O�L�N�D���������������� 

 

Slika 4.2.4. �(�I�H�N�D�W�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �E�L�V�I�H�Q�R�O�X�� �$�� �Q�D�� �D�G�K�H�]�L�M�X���ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q. 
�1�D�N�R�Q���������K���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$��������-7 M, 10-6 M i 10-5 M), ispitan je 
�X�W�L�F�D�M�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �Q�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q���� �3�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�H�� �I�R�W�R�P�L�N�U�R�J�U�D�I�L�M�H���� �%�U�R�M�� �Y�H�]�D�Q�L�K��
�ü�H�O�L�M�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �M�H�� �W�H�V�W�R�P�� �V�D�� �E�R�M�R�P�� �6�5�%�� �'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �D�G�K�H�]�L�M�H�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q���X��
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odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani 
kao srednja vrednost ± SEM od 4 nezavisna eksperimenta. *p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D��
kontrolu. 

 
 

 
4.2.5. �(�I�H�N�D�W���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���ü�H�O�L�M�D 

�7�H�V�W�R�P���Ä�]�D�U�D�V�W�D�Q�M�D���S�R�Y�U�H�G�H�´���M�H���L�V�S�L�W�D�Q�R���G�D���O�L���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R���L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-7 M, 
10-6 M i 10-5 M BPA, u trajanju od 24 h, �X�W�L�þ�H���Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D�����5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L��
smanjenje �P�L�J�U�D�F�L�M�H���]�D���a���������X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X���X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���L�]�O�D�J�D�Qih 10-6 M BPA i za ~29% 
�X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D izlaganih 10-5 M BPA (slika 4.2.5).  

 

Slika 4.2.5. �(�I�H�N�D�W���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���ü�H�O�L�M�D����Nakon 24 h 
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �%�3�$�� ������-7 M, 10-6 M i 10-5 M), ispitan je uticaj 
�W�U�H�W�P�D�Q�D�� �Q�D�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �P�H�W�R�G�H�� �Ä�]�D�U�D�V�W�D�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�H�³���� �3�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�H��
�I�R�W�R�P�L�N�U�R�J�U�D�I�L�M�H�� �X�� �W�U�H�Q�X�W�N�X�� �S�U�D�Y�O�M�H�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�H�� ������ �K���� �L�� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �P�L�J�U�L�U�D�O�H�� �������� �K������ �0�L�J�U�D�F�L�M�D�� �M�H��
�N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�R�Y�D�Q�D���N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P���S�U�R�J�U�D�P�D���,�P�D�J�H���-���N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�H�G�Q�R�V�W��8�±10 �L�]�P�H�U�H�Q�L�K���U�D�V�W�R�M�D�Q�M�Z���L�]�P�H�ÿ�X���L�Y�L�F�D��
�ü�H�O�L�M�D�� �V�D�� �R�E�H�� �V�W�U�D�Q�H�� �X�� �W�U�H�Q�X�W�N�X�� �S�U�D�Y�O�M�H�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�H�� �L�� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �ü�H�O�L�M�H�� �P�L�J�U�L�U�D�O�H���� �'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X��
�L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �]�D�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �S�R�Y�U�H�G�H�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�D�� �K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�R�P��
isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 4 nezavisna 
eksperimenta. *p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 
 
 
4.2.6. Efekat kratkotr �D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D relativnu ekspresiju 

gena i aktivaciju matriksnih metaloproteinaza 

�8�� �F�L�O�M�X�� �X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �G�D�� �O�L�� �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-7 M, 10-6 M i 10-5 M 
BPA, u trajanju od 24 h, �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �S�U�H�N�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �L�O�L��
aktivacije MMP, prvo je ispitan uticaj navedenog izlaganja i tretmana na relativnu ekspresiju tri 
gena koji kodiraju matriksne metaloproteinaze MMP-1, MMP-2 i MMP-9. Rezultati dobijeni 
metodom RT-qPCR �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-7 M, 10-6 M i 10-5 M BPA u 
�W�U�D�M�D�Q�M�X���R�G���������K���Q�H���X�W�L�þ�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R na ekspresiju gena za MMP-1, MMP-2 i MMP-9 (slika 4.2.6A).  

�6���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���W�R���G�D���V�X���S�U�H�W�K�R�G�Q�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���S�R�N�D�]�D�O�L���G�D���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R���L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D��
10-7 M, 10-6 M i 10-5 �0�� �%�3�$�� �Q�H�� �X�W�L�þ�H�� �Q�D��relativnu ekspresiju gena za tri ispitivane MMP, u 
�V�O�H�G�H�ü�H�P���N�R�U�D�N�X���M�H���S�R�P�R�ü�X���å�H�O�D�W�L�Q�V�N�H���]�L�P�R�J�U�D�I�L�M�H���S�U�D�ü�H�Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���R�Y�L�K���S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�L�K���Hnzima na 
poliakrialamidnom gelu kopolimerizovanom �å�H�O�D�W�L�Q�R�P����O�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�D��je enzimska aktivnost dve 
�0�0�3�� �L�]�� �J�U�X�S�H�� �å�H�O�D�W�L�Q�D�]�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �Y�L�V�R�N�R�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�H�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �ü�H�O�L�M�D�P�D, MMP-2 i MMP-9, 
dok je na zimogramu u izvesnoj meri detektovana i aktivnost MMP-1, enzima koji pripada grupi 
kolagenaza k�R�M�H���S�U�L�P�D�U�Q�R���U�D�]�O�D�å�X���N�R�O�D�J�H�Q�����D���X���P�D�Q�M�R�M���P�H�U�L �L���å�H�O�D�W�L�Q�����6�Q�R�H�N-van Beurden i Von den 
�+�R�I�I�������������������2�V�L�P���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$�����ü�H�O�L�M�H��su izlagane i TNF-�.�����V���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���W�R���G�D��
ovaj citokin �S�R�Y�H�ü�D�Y�D���Q�L�Y�R���L���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���0�0�3-2 i MMP-�����X���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D�����&�K�H�Q���L���V�D�U��������������������
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�5�H�]�X�O�W�D�W�L���G�R�E�L�M�H�Q�L���å�H�O�D�W�L�Q�V�N�R�P���]�L�P�R�J�U�D�I�L�M�R�P���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���G�D���G�R��razgradnje �å�H�O�D�W�L�Q�D���X���Q�D�M�Y�H�ü�R�M���P�H�U�L��
dolazi samo aktivacijom MMP-2, �G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�H�� �S�U�L�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�R�M�� �P�D�V�L�� �R�G�� �a������ �N�'�D���� �ã�W�R�� �R�G�J�R�Y�D�U�D��
�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�P�� �G�R�P�H�Q�X�� �R�Y�R�J�� �H�Q�]�L�P�D���� �G�R�N�� �V�H�� �D�N�W�L�Y�Q�D�� �L�� �O�D�W�H�Q�W�Q�D�� �I�R�U�P�D�� �0�0�3-2 pri molekulskim 
masama od ~62 kDa i ~72 kDa, redom, kao i aktivna i latentna forma MMP-9 pri molekulskim 
masama od ~82 kDa i ~92 kDa, redom, nisu mogle detektovati na zimogramu (slika 4.2.6B). Na 
�S�U�L�N�D�]�D�Q�R�P���]�L�P�R�J�U�D�P�X���V�H���X�R�þ�D�Y�D���G�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���0�0�3-2 nakon 24 h izlaganja 10-7 M, 10-6 M i 10-5 
M BPA pokazuje dozno-zavisni karakter �± �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �V�H�� �V�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P��koncentracije BPA, pa se 
�W�D�N�R���Q�D�M�P�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���H�Q�]�L�P�D���0�0�3-�����]�D�S�D�å�D���X���X�]�R�U�N�X���P�H�G�L�M�X�P�D���G�R�E�L�M�H�Q�R�J���Q�D�N�R�Q��
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� ����-5 M BPA. TNF-�.���� �Va �G�U�X�J�H�� �V�W�U�D�Q�H���� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �H�Q�]�L�P�V�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �0�0�3-2. Na 
�]�L�P�R�J�U�D�P�X�� �V�H�� �X�R�þ�D�Y�D�� �L�� �S�U�R�V�Y�H�W�O�M�H�Q�D�� �W�U�D�N�D�� �N�R�M�D���R�G�J�R�Y�D�U�D�� �H�Q�]�L�P�V�N�R�M�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �S�U�H�N�X�U�V�R�U�V�N�H�� �I�R�U�P�H��
MMP-������ �$�Q�D�O�L�]�R�P�� �]�L�P�R�J�U�D�P�D�� �]�D�S�D�å�D�M�X�� �V�H�� �L�� �S�U�R�V�Y�H�W�O�M�H�Q�H�� �W�U�D�N�H�� �N�R�M�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�M��
aktivnosti aktivne forme enzima MMP-�������V���W�L�P���G�D���M�H���H�I�H�N�D�W���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D��
10-7 M, 10-6 M i 10-5 M BPA na aktivnost MMP-�����V�O�L�þ�D�Q���N�D�R���L���X���V�O�X�þ�D�M�X���0�0�3-2 �± �]�D�S�D�å�D���V�H���G�R�]�Q�R-
zavisno smanjenje aktivnosti ovog enzima (slika 4.2.6B). 

 

Slika 4.2.6. Efekat kr �D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���E�L�V�I�H�Q�R�O�X���$���Q�D��relativnu ekspresiju gena i 
aktivaciju  matriksnih metaloproteinaza. ���$���� �1�D�N�R�Q�� ������ �K�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama BPA (10-7 M, 10-6 M i 10-5 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za MMP-1 
(MMP1), MMP-2 (MMP2) i MMP-9 (MMP9) �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �P�H�W�R�G�H��RT-qPCR. Dobijene vrednosti su 
�L�]�U�D�å�H�Q�H���N�D�R���U�H�O�D�W�L�Y�Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X���N�R�M�D���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�D���K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�R�P���L�V�S�U�H�N�L�G�D�Q�R�P���O�L�Q�L�M�R�P��
(1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 4 nezavisna eksperimenta. (B) Nakon 24 h 
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���%�3�$��������-7 M, 10-6 M i 10-5 M) ili TNF-�. (10 ng/mL), 
�L�V�S�L�W�D�Q���M�H���X�W�L�F�D�M���W�U�H�W�P�D�Q�D���Q�D���H�Q�]�L�P�V�N�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���0�0�3���X���P�H�G�L�M�X�P�X���S�R�P�R�ü�X���å�H�O�D�W�L�Q�V�N�H���]�L�P�R�J�U�D�I�L�M�H�����3�U�L�N�D�]�D�Q�D��
je reprezentativna fotografija zimograma. 
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4.2.7. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na propustljivost 
jednosloja endotelnih ĺelija 

Narednim eksperimentima je ispitano da li kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ĺelija 10-7 M, 

10-6 M i 10-5 M BPA, u trajanju od 48 h, utiļe na propustljivost endotela, koji je u eksperimentalnim 

uslovima u Transwell sistemu sa dva odeljka predstavljen konfluentnim jednoslojem EA.hy926 

ĺelija. Rezultati su pokazali da ni jedna od koriġĺenih koncentracija BPA ne utiļe na propustljivost 

jednosloja EA.hy926 ĺelija (slika 4.2.7). 

 

Slika 4.2.7. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na endotelnu propustljivost. 

Nakon 48 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama BPA (10-7 M, 10-6 M i 10-5 M), ispitan je 

uticaj tretmana na propustljivost jednosloja EA.hy926 ĺelija koriġĺenjem dekstrana (Mw 40 kDa) obeleģenog 

fluorescentnom bojom FITC u Transwell sistemu (veliļina pora 0,4 ɛm). Dobijene vrednosti su izraģene kao 

procenat endotelne propustljivosti u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom 

linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3 nezavisna eksperimenta. 

 

 

 

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

Nivo ROS nakon kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-7 M, 10-6 M i 10-5 M BPA je 

odreĽivan pomoĺu reagensa H2DCFDA. U cilju utvrĽivanja da li izlaganje EA.hy926 ĺelija 

odabranim koncentracijama BPA utiļe na stvaranje ROS preko aktivacije postojeĺih izvora ROS u 

ĺelijama ili preko poveĺane sinteze enzima koji mogu biti izvori ROS u ĺelijama, nivo ROS je 

odreĽivan u dve vremenske taļke: nakon 30 min i nakon 24 h izlaganja.  

 

Slika 4.2.8. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na nivo reaktivnih vrsta 

kiseonika. Nakon (A) 30 min i (B) 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama BPA (10-7 M, 

10-6 M i 10-5 M), ispitan je uticaj tretmana na nivo ROS koriġĺenjem reagensa H2DCFDA. Dobijene 

vrednosti su izraģene kao procenat nivoa ROS u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom 

isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 5 nezavisnih 

eksperimenata. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 
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Rezultati su pokazali da izlaganje EA.hy926 ĺelija 10-7 M, 10-6 M i 10-5 M BPA ne utiļe na 

nivo ROS ni nakon kratkog izlaganja ĺelija u trajanju od 30 min (slika 4.2.8A), ni nakon duģeg 

izlaganja u trajanju od 24 h (slika 4.2.8B). 

 

 

 

4.2.9. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na stvaranje azot-

monoksida 

U daljem koraku je na indirektan naļin odreĽivano stvaranje NO preko merenja 

koncentracije nitrita u medijumu EA.hy926 ĺelija, prethodno izlaganih 10-7 M, 10-6 M i 10-5 M 

BPA, u trajanju od 1 h i 48 h. Rezultati su pokazali da je nakon 1 h izlaganja EA.hy926 ĺelija 

odabranim koncentracijama BPA detektovan porast koncentracije nitrita u grupi ĺelija izlaganih 10-

5 M BPA za 150% (slika 4.2.9A), dok je nakon 48 h izlaganja ovo poveĺanje dostiglo 257% (slika 

4.2.9B) u odnosu na kontrolu.  

 

Slika 4.2.9. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na stvaranje azot-monoksida. 

Nakon (A) 1 h i (B) 48 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama BPA (10-7 M, 10-6 M i 10-5 

M), posredno je ispitan uticaj tretmana na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u medijumu 

metodom po Griess-u. Dobijene vrednosti su izraģene kao procenat nivoa nitrita u odnosu na kontrolu koja je 

prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). (C) EA.hy926 ĺelije su 45 min pretretirane sa: ICI 

182,780 (10 µM), G-15 (10 ÕM) i vortmaninom (1 ÕM), a zatim izloģene i 10-5 M BPA. Nakon 48 h 

izlaganja posredno je ispitan uticaj pretretmana i BPA na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u 

medijumu metodom po Griess-u. Dobijene vrednosti su izraģene u ÕM nitrita po g proteina. Rezultati su 

prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3ï6 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika 

u odnosu na kontrolu; ȹp<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na 10-5 M BPA. 

 

 

U cilju ispitivanja uloge odreĽenih signalnih puteva u poveĺanom stvaranju NO nakon 

izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-5 M BPA u trajanju od 48 h, koriġĺeni su: ICI 182,780 ï antagonist 

klasiļnog ER, G-15 ï antagonist GPER i vortmanin ï inhibitor PI3K i nishodnih enzima. Rezultati 
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su pokazali da su sva tri primenjena inhibitora u potpunosti poniġtila efekat kratkotrajnog izlaganja 

ĺelija 10-5 M BPA na stvaranje NO (slika 4.2.9C). 

 

 

 

4.2.10. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na relativnu ekspresiju 

gena za eNOS 

U svetlu prethodno dobijenih rezultata je potom metodom RT-qPCR ispitano da li 

kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ĺelija 10-7 M, 10-6 M i 10-5 M BPA utiļe na relativnu ekspresiju 

gena za eNOS. Rezultati su pokazali da nakon 48 h izlaganja ĺelija nisu uoļene razlike u ekspresiji 

NOS3 ni sa jednom od ispitivanih koncentracija BPA (slika 4.2.10). 

 

Slika 4.2.10. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na relativnu ekspresiju gena 

za eNOS. Nakon 48 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama BPA (10-7 M, 10-6 M i 10-5 M), 

ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za eNOS (NOS3) koriġĺenjem metode RT-qPCR. Dobijene 

vrednosti su izraģene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom 

isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 4 nezavisna eksperimenta.  

 

 

 

4.2.11. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na aktivaciju  Akt i 

ERK1/2 

Metoda Western blot je primenjena u cilju identifikacije signalnih puteva koji se u 

EA.hy926 ĺelijama aktiviraju nakon kratkotrajnog izlaganja 10-7 M, 10-6 M i 10-5 M BPA.  

Nakon izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama BPA u trajanju od 1 h, 

utvrĽeno je poveĺanje ekspresije fosfo-Akt, i to za ~59%, 100% i 197% u odnosu na kontrolu nakon 

izlaganja ĺelija 10-7 M, 10-6 M i 10-5 M BPA, redom (slika 4.2.11A). Pod istim uslovima, poveĺana 

ekspresija fosfo-ERK1/2 je detektovana samo nakon izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-5 M BPA, i to za 

~72% u odnosu na kontrolu, dok su ostale ispitivane koncentracije BPA bile bez efekta (slika 

4.2.11B). 
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Slika 4.2.11. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija bisfenolu A na aktivaciju Akt i ERK1/2. 

Nakon 1 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama BPA (10-7 M, 10-6 M i 10-5 M), ispitan je 

uticaj tretmana na ekspresiju (A) fosfo-Akt i (B) fosfo-ERK1/2 koriġĺenjem metode Western blot. Prikazane 

su reprezentativne Western blot slike. Kvantifikacija je uraĽena koriġĺenjem programa Image J. Dobijene 

vrednosti za svaki uzorak su normalizovane na nivo nefosforilisane forme proteina u datom uzorku, a 

rezultati su izraģeni relativno u odnosu na normalizovani nivo (A) fosfo-Akt i (B) fosfo-ERK1/2 u kontroli 

(1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3ï4 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statistiļki 

znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 
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4.3. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu 

4.3.1. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na vijabilnost ĺelija 

Rezultati ispitivanja metaboliļke aktivnosti ĺelija testom sa bojom alamarBlueTM nakon 

dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP su pokazali da je nakon 

dvanaest nedelja izlaganja ĺelija 10-8 M DBP detektovano smanjenje vijabilnosti od 6,14% u 

odnosu na kontrolu. U ostalim ispitivanim nedeljama nije bilo znaļajnih razlika u vijabilnosti ĺelija 

izmeĽu tretiranih grupa i kontrole (slika 4.3.1). 

 

Slika 4.3.1. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na vijabilnost ĺelija. Nakon tri, 

ġest, devet i dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-9 M, 10-8 M i 

10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na metaboliļku aktivnost/vijabilnost ĺelija koriġĺenjem testa sa bojom 

alamarBlueTM. Dobijene vrednosti su izraģene kao procenat vijabilnosti u odnosu na kontrolu koja je 

prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 

od 4 nezavisna ĺelijska flaska. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 

 

 

 

4.3.2. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 ĺelija 

za jednosloj endotelnih ĺelija 

Rezultati ispitivanja vezivanja humanih monocita U937 za jednosloj endotelnih ĺelija u 

uslovima in vitro su pokazali da je u svim ispitivanim nedeljama dugotrajnog izlaganja EA.hy926 

ĺelija 10-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP doġlo do znaļajno poveĺanog vezivanja U937 ĺelija obeleģenih 

fluorescentnom bojom kalcein AM za endotelne ĺelije koje su izlagane 10-8 M i 10-7 M DBP u 

odnosu na kontrolu: nakon tri nedelje izlaganja za ~50% i 69,3%, redom (slika 4.3.2A), nakon ġest 

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 dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 ĺelija za 

jednosloj endotelnih ĺelija. Nakon (A) tri, (B) ġest, (C) devet i (D) dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 

ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na vezivanje 

monocita za jednosloj EA.hy926 ĺelija koriġĺenjem U937 ĺelija obeleģenih kalceinom AM. Prikazane su 

reprezentativne fluorescentne fotomikrografije. Srednja vrednost broja fluoresecentno obeleģenih U937 

ĺelija vezanih za jednosloj EA.hy926 ĺelija je dobijena iz 8ï16 nasumiļno odabranih mikroskopskih polja po 

grupi, a dobijene vrednosti su zatim izraģene kao procenat vezivanja U937 ĺelija u odnosu na kontrolu koja 

je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 

SEM od 4 nezavisna ĺelijska flaska. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 

 

 

 

4.3.3. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju 

gena za ĺelijske adhezivne molekule 

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali kontinuirano poveĺano vezivanje U937 

monocita za EA.hy926 ĺelije izlagane 10-8 M i 10-7 M DBP tokom dvanaest nedelja, u sledeĺem 

koraku je odreĽivana relativna ekspresija gena za ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin nakon tri, ġest, 

devet i dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP. Rezultati merenja 

relativne ekspresije gena za ispitivane CAM nakon tri nedelje izlaganja ĺelija odabranim 

nanomolarnim koncentracijama DBP su pokazali poveĺanu ekspresiju gena koji kodira E-selektin 
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za 130% u grupi ĺelija koje su izlagane 10-7 M DBP u odnosu na kontrolu (slika 4.3.3A). Nakon 

ġest nedelja nisu detektovane razlike (slika 4.3.3B), dok je nakon devet nedelja samo koncentracija 

od 10-8 M DBP znaļajno poveĺala ekspresiju gena za sva tri ispitivana CAM: ICAM-1 za ~223%, 

VCAM-1 za 321% i E-selektin za ~289% u odnosu na kontrolu (slika 4.3.3C). Nakon dvanaest 

nedelja izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP nisu detektovane 

razlike u ekspresiji gena za ICAM-1 ni sa jednom ispitivanom koncentracijom DBP, dok je 

poveĺana ekspresija gena koji kodira VCAM-1 zapaģena u grupi ĺelija koja su izlagane 10-8 M DBP 

i to za ~230% u odnosu na kontrolu. Pored toga, nakon dvanaest nedelja izlaganja zapaģena je i 

poveĺana ekspresija gena za E-selektin za ~171% u grupi ĺelija koje su izlagane 10-8 M DBP (slika 

4.3.3D). 

 

Slika 4.3.3. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil -ftalatu na relativnu ekspresiju gena 

za ĺelijske adhezivne molekule. Nakon (A) tri, (B) ġest, (C) devet i (D) dvanaest nedelja izlaganja 

EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na 

ekspresiju gena za ICAM-1 (ICAM1), VCAM-1 (VCAM1) i E-selektin (SELE) koriġĺenjem metode RT-

qPCR. Dobijene vrednosti su izraģene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana 

horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 4 nezavisna 

ĺelijska flaska. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 
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4.3.4. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-�I�W�D�O�D�W�X���Q�D���D�G�K�H�]�L�M�X���ü�H�O�L�M�D���]�D��
�å�H�O�D�W�L�Q 

�8���V�O�H�G�H�ü�H�P���N�R�U�D�N�X���M�H���L�V�S�L�W�D�Q���X�W�L�F�D�M���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 M, 10-8 M i 
10-7 �0���'�%�3���Q�D���D�G�K�H�]�L�M�X���ü�H�O�L�M�D���]�D���å�H�O�D�W�L�Q�����5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���G�D���Q�D�N�R�Q���W�U�L���Q�H�G�H�O�M�H�����V�O�L�N�D�������������$�����L��
devet nedelja (slika 4.3.4C) �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �'�%�3�� �Q�L�M�H��
�]�D�S�D�å�H�Q�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�D�Q�� �H�I�H�N�D�W�� �Q�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q����Sa druge strane, 
�G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�R�� �M�H�� �V�P�D�Q�M�H�Q�R�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q�� ���]�D�� �a�������� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �Q�D�N�R�Q�� �ã�H�V�W��
nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-8 �0���'�%�3�����V�O�L�N�D�������������%�������N�D�R���L���S�R�Y�H�ü�D�Q�R���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�����]�D���a���������X��
�R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�����X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-9 M DBP u trajanju od dvanaest nedelja (slika 
4.3.4D). 

 

Slika 4.3.4. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-�I�W�D�O�D�W�X���Q�D���D�G�K�H�]�L�M�X���ü�H�O�L�M�D���]�D���å�H�O�D�W�L�Q�� 
�1�D�N�R�Q�� ���$���� �W�U�L���� ���%���� �ã�H�V�W���� ���&���� �G�H�Y�H�W�� �L�� ���'���� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama DBP (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), �L�V�S�L�W�D�Q�� �M�H�� �X�W�L�F�D�M�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �Q�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �ü�H�O�L�M�D�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q����
�3�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�H�� �I�R�W�R�P�L�N�U�R�J�U�D�I�L�M�H���� �%�U�R�M�� �Y�H�]�D�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �M�H�� �W�H�V�W�R�P�� �V�D�� �E�R�M�R�P�� �6�5�%�� 
�'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �D�G�K�H�]�L�M�H�� �]�D�� �å�H�O�D�W�L�Q�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�D��
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 4 
�Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
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4.3.5. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-�I�W�D�O�D�W�X���Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���ü�H�O�L�M�D 

Modifikovanom Boyden Chamber tehnikom u Transwell sistemu je ispitano da li dugotrajno 
�L�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-9 M, 10-8 M i 10-7 �0�� �'�%�3�� �X�W�L�þ�H�� �Q�D�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� 
�5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���G�D���L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���V�Y�L�P���Q�D�Y�H�G�H�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���'�%�3���X���W�U�D�M�D�Q�M�X��
�R�G�� ���� �Q�H�G�H�O�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �L�� �W�R�� �]�D�� �������� �X��
�J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-9 �0���'�%�3�����]�D���������������X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-8 M DBP i za 
�a���������X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-7 �0���'�%�3�����V�O�L�N�D�������������$�������1�D�N�R�Q���ã�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D�����V�O�L�N�D�������������%�����L��
dvanaest nedelja (slika 4.3.5D) �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���'�%�3���Q�L�M�H���]�D�S�D�å�H�Q���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���H�I�H�N�D�W���Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���ü�H�O�L�M�D����Sa druge strane, 
�G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�D���M�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�D���Q�D�N�R�Q���G�H�Y�H�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-8 M i 10-7 M 
DBP, i to za ~113% i ~181%, redom (slika 4.3.5C). 

 

Slika 4.3.5. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-�I�W�D�O�D�W�X���Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���ü�H�O�L�M�D����Nakon (A) 
�W�U�L�������%�����ã�H�V�W�������&�����G�H�Y�H�W���L�����'�����G�Y�D�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���'�%�3��������-

9 M, 10-8 M i 10-7 M), �L�V�S�L�W�D�Q���M�H���X�W�L�F�D�M���W�U�H�W�P�D�Q�D���Q�D���P�L�J�U�D�F�L�M�X���ü�H�O�L�M�D���N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P���7�U�D�Q�V�Z�H�O�O���V�L�V�W�H�P�D�����Y�H�O�L�þ�L�Q�D��
pora 8 ���P�������û�H�O�L�M�H���N�R�M�H���V�X���P�L�J�U�L�U�D�O�H���N�U�R�]���S�R�O�L�N�D�U�E�R�Q�D�W�Q�X���P�H�P�E�U�D�Q�X���X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�H�J���E�X�Q�D�U�L�ü�D���7�U�D�Q�V�Z�H�O�O���S�O�R�þ�H���V�X��
obojene fluorescentnom bojom DAPI. Prikazane su reprezentativne fluorescentne fotomikrografije. Srednja 
�Y�U�H�G�Q�R�V�W���E�U�R�M�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�H�O�H�å�H�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���M�H���G�R�E�L�M�H�Q�D���L�]��8�±�������Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R���R�G�D�E�U�D�Q�L�K���P�L�N�U�R�V�N�R�S�V�N�L�K���S�R�O�M�D��
�S�R���J�U�X�S�L�����D���G�R�E�L�M�H�Q�H���Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���V�X���]�D�W�L�P���L�]�U�D�å�H�Q�H���N�D�R���S�U�R�F�H�Q�D�W���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�D���V�X���P�L�J�U�L�U�D�O�H���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X��
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 
�6�(�0���R�G�������Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
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4.3.6. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na propustljivost 
�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D 

Zatim je ispitano da li dugotrajno �L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D������-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP 
�X�W�L�þ�H���Q�D���S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W���N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�R�J���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���X���7�U�D�Q�V�Z�H�O�O���V�L�V�W�H�P�X���V�D���G�Y�D���R�G�H�O�M�N�D����
Rezultati su pokazali da je nakon tri nedelje �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-8 �0�� �'�%�3�� �X�R�þ�H�Q�R��
�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �]�D�� �������� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �G�R�N�� �M�H�� �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�R�M�H�� �V�X��
izlagane 10-9 M DBP i 10-7 �0���'�%�3���W�D�M���H�I�H�N�D�W���L�]�R�V�W�D�R�����1�D�N�R�Q���ã�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D��
�R�G�D�E�U�D�Q�L�P���Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���'�%�3���V�D�P�R���M�H���X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-9 M DBP 
�]�D�S�D�å�H�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �]�D�� �a�������� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �G�R�N�� �M�H�� �X�� �J�U�X�Sama 
�ü�H�O�L�M�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �L�]�O�D�J�D�Q�H�� ����-8 M DBP i 10-7 �0�� �'�%�3�� �X�R�þ�H�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �]�D��
�a���������L���a���������� �U�H�G�R�P�����6�P�D�Q�M�H�Q�D���S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���M�H���G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�D���L���Q�D�N�R�Q��
devet nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-8 M i 10-7 M DBP, i to za 32% i ~51% u odnosu na 
kontrolu, redom. Nakon dvanaest nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �'�%�3�� �Q�L�M�H�� �]�D�S�D�å�H�Q�� �]�Q�D�þ�D�M�D�Q�� �H�I�H�N�D�W�� �Q�D�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �ü�H�O�L�M�D��
(slika 4.3.6). 

 

Slika 4.3.6. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na endotelnu propustljivost. 
�1�D�N�R�Q���W�U�L�����ã�H�V�W�����G�H�Y�H�W���L���G�Y�D�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���'�%�3��������-9 M, 
10-8 M i 10-7 M), �L�V�S�L�W�D�Q�� �M�H�� �X�W�L�F�D�M�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �Q�D�� �S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P��
�G�H�N�V�W�U�D�Q�D�����0�Z���������N�'�D�����R�E�H�O�H�å�H�Q�R�J���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P���E�R�M�R�P���)�,�7�&���X���7�U�D�Q�V�Z�H�O�O���V�L�V�W�H�P�X�����Y�H�O�L�þ�L�Q�D���S�R�U�D������������m). 
�'�R�E�L�M�H�Q�H���Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���V�X���L�]�U�D�å�H�Q�H���N�D�R���S�U�R�F�H�Q�D�W���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���S�U�R�S�X�V�W�O�M�L�Y�R�V�W�L���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X���N�R�M�D���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�D��
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 4 
�Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 
 
 
4.3.7. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na ekspresiju okludina i 

ZO-1 

�8�]�L�P�D�M�X�ü�L�� �X��obzir prethodno navedene rezultate vezane za promene u propustljivosti 
�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�D���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���ü�H�O�L�M�D���S�R�G���G�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P���'�%�3�����X���V�O�H�G�H�ü�H�P���N�R�U�D�N�X���M�H���L�V�S�L�W�D�Q���X�W�L�F�D�M���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J 
�L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP na ekspresiju okludina i ZO-1. Rezultati su 
pokazali da je nakon tri nedelje �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-7 M DBP smanjena ekspresija 
okludina za ~41% u odnosu na kontrolu, dok je efekat izostao kad je u pitanju ZO-1 (slika 4.3.7A). 
Sa druge strane���� �Q�D�N�R�Q�� �ã�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D��istoj koncentraciji DBP detektovano je 
�S�R�Y�H�ü�D�Qje ekspresije okludina, i to za ~41% u odnosu na kontrolu, dok je efekat ponovo izostao kad 
je u pitanju ZO-1 (slika 4.3.7B). Nakon devet nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
nanomolarnim koncentracijama DBP, �]�D�S�D�å�H�Qa �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Qa ekspresija �R�E�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D 
izlaganih 10-8 M DBP i 10-7 M DBP u odnosu na kontrolu, i to okludina za ~75% i 98%, a ZO-1 za 
109,5% i ~137%, redom (slika 4.3.7C). Nakon dvanaest nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D��
odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP �Q�L�M�H�� �E�L�O�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�L�� �R�N�O�X�G�L�Q�D�� �L��
ZO-1 u odnosu na kontrolu (slika 4.3.7D). 
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Slika 4.3.7. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.�K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na ekspresiju okludina i ZO-
1. �1�D�N�R�Q�� ���$���� �W�U�L���� ���%���� �ã�H�V�W, (C) devet i (D) dvanaest nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama DBP (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju okludina i ZO-1 
�P�H�W�R�G�R�P�� �:�H�V�W�H�U�Q�� �E�O�R�W���� �3�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�H�� �:�H�V�W�H�U�Q�� �E�O�R�W�� �V�O�L�N�H���� �.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �M�H�� �X�U�D�ÿ�H�Q�D��
�N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P���S�U�R�J�U�D�P�D���,�P�D�J�H���-�����'�R�E�L�M�H�Q�H���Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���]�D���V�Y�D�N�L���X�]�R�U�D�N���V�X���Q�R�U�P�D�O�L�]�R�Y�D�Q�H���Q�D��ekspresiju GAPDH 
�X���G�D�W�R�P���X�]�R�U�N�X�����D���U�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���L�]�U�D�å�H�Q�L���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�R�U�P�D�O�L�]�R�Y�D�Qu ekspresiju ispitivanog proteina u 
�N�R�Q�W�U�R�O�L�� ���������� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �6�(�0�� �R�G�� ���� �Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�D�� �I�O�D�V�N�D���� �
p<0,05 
�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���Rdnosu na kontrolu. 
 
 
 
4.3.8. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na nivo reaktivnih vrsta 

kiseonika 

�8���V�O�H�G�H�ü�H�P���N�R�U�D�N�X���M�H���L�V�S�L�W�D�Q���X�W�L�F�D�M���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�J �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 M, 10-8 M i 
10-7 M DBP na stvaranje �5�2�6���N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P��reagensa H2DCFDA. Rezultati su pokazali da je nakon 
tri nedelje �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �'�%�3�� �]�D�S�D�å�H�Q�R��
�V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���Q�L�Y�R�D���5�2�6���R�G���������������X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X���V�D�P�R���X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H���Q�D�M�Y�H�ü�R�M��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���'�%�3�����G�R�N���V�X���R�V�W�D�O�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���'�%�3���E�L�O�H���E�H�]���H�I�H�N�W�D�����1�D�N�R�Q���ã�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D���M�H���X�R�þ�H�Q�R��
�V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���Q�L�Y�R�D���5�2�6���X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H���Q�D�M�P�D�Q�M�R�M���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���'�%�3�����L���W�R���]�D���������������X��
odnosu na �N�R�Q�W�U�R�O�X�����G�R�N���M�H���X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D izlaganih 10-8 �0���'�%�3���]�D�S�D�å�H�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���Q�L�Y�R�D���5�2�6���]�D��
26,3% u odnosu na kontrolu. Nakon devet nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
�Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �'�%�3�� �Q�L�M�H�� �]�D�S�D�å�H�Q�� �]�Q�D�þ�D�M�D�Q�� �H�I�H�N�D�W�� �Q�D��stvaranje ROS. Sa druge 
strane, nakon dvanaest nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D������-9 M i 10-7 M DBP, �]�D�S�D�å�H�Q�R���M�H���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���Q�L�Y�R�D��
ROS, i to za 12,2% i ~21% u odnosu na kontrolu, redom (slika 4.3.8). 
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Slika 4.3.8. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na nivo reaktivnih vrsta 
kiseonika. �1�D�N�R�Q�� �W�U�L���� �ã�H�V�W���� �G�H�Y�H�W�� �L�� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D��
DBP (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan �M�H�� �X�W�L�F�D�M�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �Q�D�� �Q�L�Y�R�� �5�2�6�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �+2DCFDA. 
�'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �Q�L�Y�R�D�� �5�2�6�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�D��
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 4 
�Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 
 
 
4.3.9. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na angiogenezu u 

uslovima in vitro 

Uticaj dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP na angiogenezu 
u uslovima in vitro je ispitivan testom formiranja endotelnih tuba. Morfometrijska analiza je 
�X�U�D�ÿ�H�Q�D���S�R�P�R�ü�X���D�O�D�W�D���$�Q�J�L�R�J�H�Q�H�V�L�V���$�Q�D�O�\�]�H�U���X���R�N�Y�L�U�X���S�U�R�J�U�D�P�D���,�P�D�J�H���-���N�R�M�L���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���G�R�E�L�M�D�Q�M�H��
�N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�L�K�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �]�D�� �Y�H�ü�L�� �E�U�R�M�� �S�D�U�D�P�H�W�D�U�D�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H���� �=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �M�H��
�R�G�D�E�U�D�Q�R�� �ã�H�V�W�� �Q�D�M�U�H�O�H�Y�D�Q�W�Q�L�M�L�K�� �S�D�U�D�P�H�W�D�U�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �X�N�X�S�Q�X�� �G�X�å�L�Q�X�� �W�X�E�D���� �E�U�R�M�� �þ�Y�R�U�R�Y�D���� �E�U�R�M��
�X�N�U�ã�W�D�Q�M�D���� �E�U�R�M�� �V�H�J�P�H�Q�D�W�D���� �X�N�X�S�Q�X�� �G�X�å�L�Q�X�� �V�H�J�P�H�Q�D�W�D�� �L�� �X�N�X�S�Q�X�� �G�X�å�L�Q�D�� �U�D�þ�Y�D�Q�M�D���� �8�R�S�ã�W�H�Q�R��
posmatrano, analiza navedenih parametara je pokazala da je formiranje endotelnih tuba smanjeno 
�Q�D�N�R�Q���W�U�L���L���ã�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D�����G�R�N���M�H���Q�D�N�R�Q���G�H�Y�H�W���L���G�Y�D�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
�Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���'�%�3���G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�R���I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���W�X�E�D���� 

�'�H�W�D�O�M�Q�L�M�H���� �Q�D�N�R�Q�� �W�U�L�� �Q�H�G�H�O�M�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP, svi 
�D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L���S�D�U�D�P�H�W�U�L���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H���V�X���E�L�O�L���V�P�D�Q�M�H�Q�L���V�D�P�R���X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-8 M DBP, 
�L�� �W�R�� �X�N�X�S�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D�� �W�X�E�D�� �]�D�� ���������� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �E�U�R�M�� �þ�Y�R�U�R�Y�D�� ���H�Q�J����nodes) za 17,6%, broj 
�X�N�U�ã�W�D�Q�M�D�� ���H�Q�J����junctions) za 17,8% i broj segmenata za 19,8% (slika 4.3.9A i B). Pored toga, 
�G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�D���M�H���]�D���������������P�D�Q�M�D���X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D���V�H�J�P�H�Q�D�W�D���L���]�D���������������P�D�Q�M�D���X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D���U�D�þ�Y�D�Q�M�D��
�X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� ���U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �Q�L�V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �Q�D�� �V�O�L�F�L������ �1�D�N�R�Q�� �ã�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D izlaganja EA.hy926 
�ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���'�%�3, svi analizirani parametri angiogeneze su bili 
�V�P�D�Q�M�H�Q�L�� �N�R�G�� �ü�H�O�L�M�D izlaganih 10-8 M i 10-7 �0�� �'�%�3���� �8�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �W�R�N�R�P�� �ã�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D��
izlagane 10-8 �0�� �'�%�3�� �X�N�X�S�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D�� �W�X�E�D�� �M�H�� �V�P�D�Q�M�H�Q�D�� �]�D�� �������������� �E�U�R�M�� �þ�Y�R�U�R�Y�D�� �]�D�� �������������� �E�U�R�M��
�X�N�U�ã�W�D�Q�M�D���]�D�����������������D���E�U�R�M���V�H�J�P�H�Q�D�W�D���]�D���������������X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�����8���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���W�R�N�R�P��
�ã�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�H�� ����-7 �0�� �'�%�3�� �G�R�E�L�M�H�Q�H�� �V�X�� �V�O�L�þ�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���� �S�D�� �M�H�� �W�D�N�R�� �X�N�X�S�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D�� �W�X�E�D��
�V�P�D�Q�M�H�Q�D���]�D�����������������E�U�R�M���þ�Y�R�U�R�Y�D���]�D�����������������E�U�R�M���X�N�U�ã�W�D�Q�M�D���]�D�����������������D���E�U�R�M���V�H�J�P�H�Q�D�W�D���]�D���������������X��
odnosu na kontrolu (slika 4.3.9A i C�������3�R�U�H�G���W�R�J�D�����X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D izlaganih 10-8 DBP detektovana je 
�]�D�������������� �P�D�Q�M�D���X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D���V�H�J�P�H�Q�D�W�D���L���]�D�������������� �P�D�Q�M�D���X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D���U�D�þ�Y�D�Q�M�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D��
�N�R�Q�W�U�R�O�X���� �G�R�N�� �M�H�� �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D izlaganih 10-7 �0�� �'�%�3�� �G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�D�� �]�D�� �������� �P�D�Q�M�D�� �X�N�X�S�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D��
�U�D�þ�Y�D�Q�M�D���� �G�R�N�� �X�N�X�S�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D�� �V�H�J�P�H�Q�D�W�D�� �Q�L�M�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �R�G�V�W�X�S�D�O�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X��
(rezultati nisu prikazani na slici). Sa druge strane, nakon devet nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D��
10-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP su �V�Y�L���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L���S�D�U�D�P�H�W�U�L���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H���E�L�O�L���S�R�Y�H�ü�D�Q�L���X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D��
koje su izlagane 10-7 �0���'�%�3�����L���W�R���X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D���W�X�E�D���]�D���������������X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�����E�U�R�M���þ�Y�R�U�R�Y�D��
�]�D�� ���������������� �E�U�R�M�� �X�N�U�ã�W�D�Q�M�D�� �]�D�� �������������� �L�� �E�U�R�M�� �V�H�J�P�H�Q�D�W�D�� �]�D�� �������������� ���V�O�L�N�D�� ����������A i D). Pored toga, 
�G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�D���M�H���]�D�����������������Y�H�ü�D���X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D���V�H�J�P�H�Q�D�W�D���L���]�D�����������������Y�H�ü�D���X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D���U�D�þ�Y�D�Q�M�D��
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(rezultati nisu prikazani na slici). Nakon dvanaest nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
nanomolarnim koncentracijama DBP, �V�Y�L�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �S�D�U�D�P�H�W�U�L�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H�� �V�X�� �E�L�O�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�� �N�R�G��
�ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H�� �V�X�� �L�]�O�D�J�D�Q�H�� ����-8 M DBP i 10-7 �0�� �'�%�3���� �8�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H�� �V�X�� �W�R�N�R�P�� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D��
izlagane 10-8 �0�� �'�%�3�� �X�N�X�S�Q�D�� �G�X�å�L�Q�D�� �W�X�E�D�� �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �]�D�� ���������������� �E�U�R�M�� �þ�Y�R�U�R�Y�D�� �]�D�� �a������������ �E�U�R�M��
�X�N�U�ã�W�D�Q�M�D�� �]�D�� �a������������ �D�� �E�U�R�M�� �V�H�J�P�H�Q�D�W�D�� �]�D�� �a������������ �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �8�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�R�M�H�� �V�X��
tokom dvanaest nedelja izlagane 10-7 �0���'�%�3���G�R�E�L�M�H�Q�H���V�X���V�O�L�þ�Q�H���Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�����S�D���M�H���W�D�N�R���X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D��
�W�X�E�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �]�D�� ���������������� �E�U�R�M�� �þ�Y�R�U�R�Y�D�� �]�D�� ������������ �E�U�R�M�� �X�N�U�ã�W�D�Q�M�D�� �]�D�� �a������������ �D�� �E�U�R�M�� �V�H�J�P�H�Q�D�W�D�� �]�D��
975% u odnosu na kontrolu (slika 4.3.9A i �(������ �3�R�U�H�G�� �W�R�J�D���� �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D izlaganih 10-8 DBP 
�G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�D���M�H���]�D���a�������������Y�H�ü�D���X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D���V�H�J�P�H�Q�D�W�D���L���]�D�������������Y�H�ü�D���X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D���U�D�þ�Y�D�Q�M�D���X��
odnosu na �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �G�R�N�� �M�H�� �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D izlaganih 10-7 �0�� �'�%�3�� �G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�D�� �]�D�� �a������������ �Y�H�ü�D��
�X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D���V�H�J�P�H�Q�D�W�D���L���]�D���a�����������Y�H�ü�D���X�N�X�S�Q�D���G�X�å�L�Q�D���U�D�þ�Y�D�Q�M�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�����U�H�]�X�O�W�D�W�L��
nisu prikazani na slici). 
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Slika 4.3.9. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na angiogenezu u uslovima in 
vitro. (A) Prikazane su reprezentativne fotomikrografije. Nakon (B) tri, (C���� �ã�H�V�W���� ��D) devet i (E) dvanaest 
nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �'�%�3�� ������-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je 
uticaj tretmana na formiranje endotelnih tuba u uslovima in vitro �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �W�U�R�G�L�P�H�Q�]�L�R�Q�D�O�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D��
Cultrex BME. Formiranje endotelnih tuba je posmatrano pod svetlosnim mikroskopom nakon 8 h. 
�.�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�D�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �M�H�� �X�U�D�ÿ�H�Q�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �D�O�D�W�D�� �$�Q�J�L�R�J�H�Q�H�V�L�V�� �$�Q�D�O�\�]�H�U�� �L�]�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� �,�P�D�J�H�� �-���� �'�R�E�L�M�H�Q�H��
�Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �S�D�U�D�P�H�W�U�D�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H��
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 
�R�G�������Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 
 
 
4.3.10. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na relativnu ekspresiju 

gena �]�D���R�G�D�E�U�D�Q�H���S�U�R�W�H�L�Q�H���X�N�O�M�X�þ�H�Q�H���X���N�R�Q�W�U�R�O�X���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H 

�6���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���W�R���G�D���V�X���S�U�H�W�K�R�G�Q�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���S�R�N�D�]�D�O�L���U�D�]�O�L�N�H���X���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�L���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�D��
�I�R�U�P�L�U�D�M�X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H�� �W�X�E�H�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �Q�H�G�H�O�M�D�P�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� ����-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP, u 
�V�O�H�G�H�ü�H�P���N�R�U�D�N�X���M�H���P�H�W�R�G�R�P��RT-qPCR �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Qa relativna ekspresija gena za odabrane proteine 
�X�N�O�M�X�þ�H�Qe u kontrolu angiogeneze: receptor za vaskularni endotelni faktor rasta 2 (VEGFR-2, 
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kodiran genom KDR), vaskularni endotelni faktor rasta A (VEGF-A, kodiran genom VEGFA) i 
vaskularni endotelni kadherin (VE-kadherin, kodiran genom CDH5). Rezultati su pokazali da je 
nakon tronedeljnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �'�%�3��
�S�R�Y�H�ü�D�Qa relativna ekspresija gena koji kodira VEGF-�$�� �]�D�� ������������ �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D izlaganih 10-8 M 
�'�%�3�� �L�� ������������ �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D�� �L�]�O�D�J�D�Qih 10-7 M DBP, dok �Q�L�V�X�� �X�R�þ�H�Q�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X��relativnoj 
ekspresiji gena za VEGFR-2 i VE-kadherin ���V�O�L�N�D���������������$�������1�D�N�R�Q���ã�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D izlaganja EA.hy926 
�ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���'�%�3, detektovana je smanjena ekspresija gena za 
VEGFR-���� �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D izlaganih 10-7 M DBP za ~24% u odnosu na kontrolu, kao i za VE-
kadherin u �J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D��izlaganih 10-8 M i 10-7 M DBP, i to za ~24% i ~28% u odnosu na kontrolu, 
redom (slika 4.3.10B).  

 

Slika 4.3.10. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na ekspresiju gena za 
�R�G�D�E�U�D�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�H�� �X�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H�����1�D�N�R�Q�� ���$���� �W�U�L���� ���%���� �ã�H�V�W���� ���&���� �G�H�Y�H�W�� �L�� ���'���� �G�Y�D�Q�D�H�V�W��
nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �'�%�3�� ������-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je 
uticaj tretmana na ekspresiju gena za VEGFR-2 (KDR), VEGF-A (VEGFA) i VE-kadherin (CDH5) 
�N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P���P�H�W�R�G�H��RT-qPCR�����'�R�E�L�M�H�Q�H���Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���V�X���L�]�U�D�å�H�Q�H���N�D�R���U�H�O�D�W�L�Y�Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X��
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 
�6�(�0���R�G�������Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
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�1�D�N�R�Q���G�H�Y�H�W���Q�H�G�H�O�M�D���M�H���]�D�S�D�å�H�Qa �S�R�Y�H�ü�D�Qa relativna ekspresija gena koji kodira VEGF-A za 
���������� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �L�]�O�D�J�D�Q�H�� ����-8 M DBP, dok je istovremeno 
�]�D�S�D�å�H�Qa smanjena ekspresija gena za VE-kadherin za �a���������X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-7 M 
DBP (slika 4.3.10C). Nakon dvanaest nedelja �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� ����-9 M, 10-8 M i 10-7 M 
DBP, detektovana �M�H���S�R�Y�H�ü�D�Qa relativna ekspresija gena za VEGFR-2 i VEGF-�$���V�D�P�R���V�D���Q�D�M�Y�H�ü�R�P��
koncentracijom DBP, i to za 66,8% i 29% u odnosu na kontrolu, redom, a smanjena ekspresija gena 
koji kodira VE-kadherin sa svim ispitivanim koncentracijama DBP: za ~18% u odnosu na kontrolu 
�X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-9 �0���'�%�3�����]�D���a���������X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-8 M DBP i za 
�a���������X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-7 M DBP (slika 4.3.10D). 
 
 
 
4.3.11. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na stvaranje azot-

monoksida 

U daljem koraku je metodom po Griess-�X�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Qa koncentracija nitrita u medijumu 
�(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H su dugotrajno izlagane 10-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP tokom dvanaest nedelja. 
Rezultati su pokazali da nakon tri nedelje nije bilo razlika u koncentraciji nitrita u odnosu na 
�N�R�Q�W�U�R�O�X�� �Q�L�� �V�D�� �M�H�G�Q�R�P�� �R�G�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �'�%�3���� �1�D�N�R�Q�� �ã�H�V�W�� �L�� �G�H�Y�H�W�� �Q�H�G�H�O�M�D izlaganja 
�(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �'�%�3, �X�R�þ�H�Q�R�� �M�H�� �S�R�V�W�H�S�H�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H��koncentracije 
nitrita u medijumu �V�D�P�R�� �V�D�� �Q�D�M�Y�H�ü�R�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P�� �'�%�3���� �L�� �W�R�� �]�D�� �������������� �L�� �a���������� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��
�N�R�Q�W�U�R�O�X���� �U�H�G�R�P���� �G�R�N�� �M�H�� �Q�D�N�R�Q�� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �]�Q�D�þ�D�M�D�Q�� �S�R�U�D�V�W�� �Q�L�Y�R�D�� �Q�L�W�U�L�W�D�� �]�D�S�D�å�H�Q��u 
�J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D��izlaganih 10-8 �0���'�%�3�����a�����������X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�����L���X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D��izlaganih 10-7 M 
DBP (~468% u odnosu na kontrolu) (slika 4.3.11). 

 

Slika 4.3.11. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na stvaranje azot-
monoksida. �1�D�N�R�Q���W�U�L�����ã�H�V�W�����G�H�Y�H�W���L���G�Y�D�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D��
DBP (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), posredno je ispitan uticaj tretmana na stvaranje NO preko merenja 
koncentracije nitrita u medijumu metodom po Griess-�X���� �'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �S�U�R�F�H�Q�D�W���Q�L�Y�R�D��
nitrita u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su 
�S�U�L�N�D�]�D�Q�L���N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�H�G�Q�R�V�W���“���6�(�0���R�G�������Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X��
odnosu na kontrolu. 
 
 
 
4.3.12. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 �ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na relativnu ekspresiju 

gena za eNOS 

Metodom RT-qPCR je u svetlu prethodno dobijenih rezultata ispitano da li dugotrajno 
�L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 M, 10-8 M i 10-7 �0���'�%�3���X�W�L�þ�H���Q�D��relativnu ekspresiju gena za eNOS. 
�5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �Q�D�N�R�Q�� �W�U�L���� �ã�H�V�W���� �G�H�Y�H�W�� �L�� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
�Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �'�%�3�� �Q�L�M�H�� �E�L�O�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X��ekspresiji gena za eNOS u 
odnosu na kontrolu (slika 4.3.12). 
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Slika 4.3.12. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na relativnu ekspresiju gena 
za eNOS. �1�D�N�R�Q�� �W�U�L���� �ã�H�V�W���� �G�H�Y�H�W�� �L�� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D odabranim koncentracijama 
DBP (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za eNOS (NOS3) �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P��
metode RT-qPCR���� �'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�H�� �N�D�R�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �N�R�M�D�� �M�H��
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 4 
�Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 

 
 
4.3.13. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na ekspresiju i aktivaciju 

eNOS 

�6���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���W�R���G�D���V�X���S�U�H�W�K�R�G�Q�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���S�R�N�D�]�D�O�L���U�D�]�O�L�N�H���X���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�L���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�D��
stvaraju �1�2���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���Q�H�G�H�O�M�D�P�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D������-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP, a da istovremeno 
nisu detektovane razlike u relativnoj ekspresiji gena za eNOS, enzima odgovornog za sintezu NO u 
�H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���ü�H�O�L�M�D�P�D���� �X���V�O�H�G�H�ü�H�P���N�R�U�D�N�X��su �P�H�W�R�G�R�P���:�H�V�W�H�U�Q���E�O�R�W���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Qi ekspresija ukupne i 
fosforilisane forme eNOS ���S�U�D�ü�H�Q�M�H�P aktivacione fosforilacije na Ser1177). �8�R�S�ã�W�H�Q�R���S�R�V�P�D�W�U�D�Q�R����
uglavnom �Q�L�V�X�� �X�R�þ�H�Q�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X��ekspresiji �H�1�2�6�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �Q�H�G�H�O�M�D�P�D izlaganja 
�(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �'�%�3���� �G�R�N�� �M�H��ekspresija fosforilisane 
forme eNOS tokom nedelja uglavnom pratila �W�U�H�Q�G���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D��koncentracije nitrita u medijumu. 

Detaljnije, rezultati su pokazali da nakon tri nedelje �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D svim odabranim 
koncentracijama DBP nije bilo razlika u ekspresiji aktivirane tj. fosforilisane forme eNOS (slika 
4.3.13A). Detektovano je �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �I�R�V�I�R-eNOS u grupi �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D��
izlaganih 10-8 M DBP i 10-7 M DBP, i to za ~324% i ~209% u odnosu na kontrolu, redom, dok je 
samo �Q�D�N�R�Q���ã�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���ü�H�O�L�M�D������-8 �0���'�%�3���]�D�S�D�å�H�Q�R���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���H�1�2�6���]�D���a��������
u odnosu na kontrolu (slika 4.3.13B). �1�D�N�R�Q���G�H�Y�H�W���Q�H�G�H�O�M�D���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-8 M i 10-7 
M DBP, �]�D�S�D�å�H�Q���M�H���V�O�L�þ�D�Q �W�U�H�Q�G���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���I�R�V�I�R-eNOS, za ~346% i 326%, redom (slika 
�������������&������ �G�R�N�� �M�H�� �Q�D�N�R�Q�� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �V�D�P�R�� �Q�D�M�Y�H�ü�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �'�%�3�� �G�R�Y�H�O�D�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D��
ekspresije fosforilisane forme eNOS od oko 215% u odnosu na kontrolu (slika 4.3.13D). 
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Slika 4.3.13. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na ekspresiju i aktivaciju 
eNOS. �1�D�N�R�Q�� ���$���� �W�U�L���� ���%���� �ã�H�V�W���� ���&���� �G�H�Y�H�W�� �L�� ���'���� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama DBP (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju ukupne i 
fosforilisane forme (Ser1177) eNOS metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne Western blot slike. 
�.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �M�H�� �X�U�D�ÿ�H�Q�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� �,�P�D�J�H�� �-���� �=�D�� �S�U�L�N�D�]�L�Y�D�Q�M�H��ekspresije eNOS, dobijene 
�Y�U�H�G�Q�R�V�W�L���]�D���V�Y�D�N�L���X�]�R�U�D�N���V�X���Q�R�U�P�D�O�L�]�R�Y�D�Q�H���Q�D���Q�L�Y�R���S�U�R�W�H�L�Q�D���*�$�3�'�+���X���G�D�W�R�P���X�]�R�U�N�X�����D���U�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���L�]�U�D�å�H�Q�L��
relativno u odnosu na normalizovani nivo proteina eNOS u kontroli (1). Za prikazivanje ekspresije 
fosforilisane forme eNOS, dobijene vrednosti za svaki uzorak su normalizovane na nivo nefosforilisane 
forme eNOS u datom uzorku, a rezul�W�D�W�L���V�X���L�]�U�D�å�H�Q�L���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�R�U�P�D�O�L�]�R�Y�D�Q�L���Q�L�Y�R���I�R�V�I�R-eNOS u 
�N�R�Q�W�U�R�O�L�� ���������� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �6�(�0�� �R�G�� ���� �Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�D�� �I�O�D�V�N�D���� �
p<0,05 
�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
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4.3.14. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D��dibutil -ftalatu na aktivaciju Akt  

Metodom Western blot je ispitano da li dugotrajno �L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 M, 10-8 M 
i 10-7 �0�� �'�%�3�� �X�W�L�þ�H�� �Q�D�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�X�� �$�N�W ���S�U�D�ü�H�Q�M�H�P aktivacione fosforilacije na Ser473), odnosno 
�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �V�L�J�Q�D�O�Q�R�J�� �S�X�W�D�� �3�,���.���$�N�W���� �8�R�S�ã�W�H�Q�R�� �S�R�V�P�D�W�U�D�Q�R���� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�O�L�þ�D�Q�� �W�U�H�Q�G�� �N�D�R��
prethodno prikazani rezultati o fosforilaciji eNOS. Naime, nakon tri nedelje izlaganja EA.hy926 
�ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���'�%�3���Q�L�M�H���E�L�O�R���U�D�]�O�L�N�D���X��ekspresiji fosfo-Akt (slika 
�������������$������ �G�R�N�� �M�H�� �Q�D�N�R�Q�� �ã�H�V�W�� �L�� �G�H�Y�H�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �G�H�W�H�N�W�R�Y�D�Q�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H��ekspresije aktivirane 
forme �$�N�W���X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D izlaganih 10-8 M DBP i 10-7 �0���'�%�3�����Q�D�N�R�Q���ã�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D���]�D���a���������L���a���������X��
odnosu na kontrolu, redom (slika 4.3.14B), a nakon devet nedelja za ~706% i 127% u odnosu na 
kontrolu, redom (slika 4.3.14C). Nakon dvanaestonedeljnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 M, 10-8 
M i 10-7 �0�� �'�%�3�� �X�R�þ�H�Qo je po�Y�H�ü�D�Q�M�H ekspresije fosforilisane forme Akt od ~131% u odnosu na 
kontrolu samo sa n�D�M�Y�H�ü�R�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P���'�%�3�����V�O�L�N�D���������������'���� 

 

Slika 4.3.14. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na aktivaciju Akt . Nakon (A) 
�W�U�L�������%�����ã�H�V�W�������&�����G�H�Y�H�W���L�����'�����G�Y�D�Q�D�H�V�W���Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���'�%�3��������-

9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju fosforilisane forme Akt (Ser473) metodom 
�:�H�V�W�H�U�Q�� �E�O�R�W���� �3�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�H�� �:�H�V�W�H�U�Q�� �E�O�R�W�� �V�O�L�N�H���� �.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �M�H�� �X�U�D�ÿ�H�Q�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P��
programa Image J. Dobijene vrednosti za svaki uzorak su normalizovane na nivo nefosforilisane forme Akt u 
�G�D�W�R�P�� �X�]�R�U�N�X���� �D�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�L�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�R�Y�D�Q�L�� �Q�L�Y�R�� �I�R�V�I�R-Akt u kontroli (1). 
�5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �6�(�0�� �R�G�� ���� �Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D�� �ü�H�O�L�M�V�N�D�� �I�O�D�V�N�D���� �
p������������ �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��
�]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
 
 
 
4.3.15. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D��dibutil -ftalatu na aktivaciju ERK1/2 

Nadalje je ispitano da li dugotrajno �L�]�O�D�J�D�Q�M�H���(�$���K�\���������ü�H�O�L�M�D������-9 M, 10-8 M i 10-7 M DBP 
�X�W�L�þ�H�� �Q�D�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�X�� �(�5�.������ ���S�U�D�ü�H�Q�M�H�P�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�R�Q�H�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H�� �Q�D��Thr202/Tyr204), odnosno 
aktivaciju MAPK signalnog puta���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �Q�D�N�R�Q�� �W�U�L�� ���V�O�L�N�D�� �������������$������ �ã�H�V�W�� ���V�O�L�N�D��
4.3.15B) i dvanaest nedelja (slika 4.3.15D) dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�L�P��
koncentracijama DBP nije bilo razlika u aktivaciji ERK1/2 u odnosu na kontrolu ni sa jednom od 
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�N�R�U�L�ã�ü�H�Q�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �'�%�3���� �G�R�N�� �M�H�� �V�D�P�R�� �Q�D�N�R�Q�� �G�H�Y�H�W�� �Q�H�G�H�O�M�D�� �]�D�S�D�å�H�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H��ekspresije 
fosfo-ERK1/2 �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �L�� �W�R�� �]�D�� �a�������� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �X�� �J�U�X�S�L�� �ü�H�O�L�M�D�� �N�R�M�D�� �V�X��
izlagane 10-9 �0���'�%�3�����]�D���a���������X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D���N�R�M�H���V�X���L�]�O�D�J�D�Q�H������-8 �0���'�%�3���L���]�D���������������X���J�U�X�S�L���ü�H�O�L�M�D��
koje su izlagane 10-7 M DBP (slika 4.3.15C). 

 

Slika 4.3.15. Efekat dugotrajnog �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �G�L�E�X�W�L�O-ftalatu na aktivaciju  ERK1/2. 
�1�D�N�R�Q�� ���$���� �W�U�L���� ���%���� �ã�H�V�W���� ���&���� �G�H�Y�H�W�� �L�� ���'���� �G�Y�D�Q�D�H�V�W�� �Q�H�G�H�O�M�D �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �(�$���K�\�������� �ü�H�O�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��
koncentracijama DBP (10-9 M, 10-8 M i 10-7 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju fosforilisane forme 
ERK1/2 (Thr202/Tyr204) metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne Western blot slike. 
�.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �M�H�� �X�U�D�ÿ�H�Q�D�� �N�R�U�L�ã�ü�H�Q�M�H�P�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� �,�P�D�J�H�� �-���� �'�R�E�L�M�H�Q�H�� �Y�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �X�]�R�U�D�N�� �V�X��
�Q�R�U�P�D�O�L�]�R�Y�D�Q�H�� �Q�D�� �Q�L�Y�R�� �Q�H�I�R�V�I�R�U�L�O�L�V�D�Q�H�� �I�R�U�P�H�� �(�5�.���� �X�� �G�D�W�R�P�� �X�]�R�U�N�X���� �D�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�H�Q�L�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �X��
odnosu na normalizovani nivo fosfo-ERK1/2 u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 
�6�(�0���R�G�������Q�H�]�D�Y�L�V�Q�D���ü�H�O�L�M�V�N�D���I�O�D�V�N�D�����
p�������������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 
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4.4. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu  

4.4.1. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na vijabilnost ĺelija 

Uticaj kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP na metaboliļku 

aktivnost/vijabilnost ĺelija je ispitan testom sa bojom alamarBlueTM. Analiza metaboliļke aktivnosti 

je pokazala da odabrane mikromolarne koncentracije DBP ne dovode do znaļajnih promena u 

vijabilnosti EA.hy926 ĺelija nakon 24 h i 48 h izlaganja (slika 4.4.1). 

 

Slika 4.4.1. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na vijabilnost ĺelija. Nakon 

(A) 24 h i (B) 48 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-6 M, 10-5 M i 10-4 M), 

ispitan je uticaj tretmana na metaboliļku aktivnost/vijabilnost ĺelija koriġĺenjem testa sa bojom 

alamarBlueTM. Dobijene vrednosti su izraģene kao procenat vijabilnosti u odnosu na kontrolu koja je 

prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 

od 5 nezavisnih eksperimenata. 

 

 

 

4.4.2. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 ĺelija 

za jednosloj endotelnih ĺelija 

Metodom koja se zasniva na obeleģavanju humanih monocita U937 fluorescentnom bojom 

kalcein AM, a potom praĺenju vezivanja ovako pripremljenih monocita za jednosloj endotelnih 

ĺelija u uslovima in vitro pomoĺu fluorescentnog mikroskopa ili fluorimetra ispitano je da li 

kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP utiļe na sposobnost endotelnih 

ĺelija da vezuju monocite. Pokazano je da je nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim 

mikromolarnim koncentracijama DBP doġlo do znaļajno poveĺanog vezivanja U937 ĺelija za 

EA.hy926 ĺelije koje su izlagane 10-4 M DBP, za 160,6% u odnosu na kontrolu, dok je ovaj efekat 

izostao sa drugim koriġĺenim koncentracijama DBP (slika 4.4.2). 

 

Slika 4.4.2. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 ĺelija za 

jednosloj endotelnih ĺelija. Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-6 

M, 10-5 M i 10-4 M), ispitan je uticaj tretmana na vezivanje monocita za jednosloj EA.hy926 ĺelija 

koriġĺenjem U937 ĺelija obeleģenih kalceinom AM. Prikazane su reprezentativne fluorescentne 

fotomikrografije. Dobijene vrednosti su izraģene kao procenat vezivanja U937 ĺelija u odnosu na kontrolu 

koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 

SEM od 3 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 
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4.4.3. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju 

gena za ĺelijske adhezivne molekule 

S obzirom na to da je prethodni rezultat pokazao poveĺano vezivanje U937 monocita za 

EA.hy926 ĺelije koje su izlagane 10-4 M DBP u trajanju od 24 h, u sledeĺem koraku je odreĽivana 

relativna ekspresija gena za odabrane CAM. Uopġteno posmatrano, rezultati odreĽivanja relativne 

ekspresije gena za ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin koriġĺenjem metode RT-qPCR nisu u saglasnosti 

sa prethodno prikazanim rezultatima o poveĺanom vezivanju U937 monocita za jednosloj 

EA.hy926 ĺelija. Naime, nakon 6 h izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP 

relativna ekspresija gena koji kodiraju ICAM-1, VCAM-1 i E-slektin nije bila promenjena pod 

datim uslovima izlaganja (slika 4.4.3A). Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija svim ispitivanim 

mikromolarnim koncentracijama DBP je efekat takoĽe izostao, odnosno nije bilo razlika u 

ekspresiji gena za ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin u odnosu na kontrolu (slika 4.4.3B). 

 

Slika 4.4.3. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju gena 

za ĺelijske adhezivne molekule. Nakon (A) 6 h i (B) 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim 

koncentracijama DBP (10-6 M, 10-5 M i 10-4 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za ICAM-1 

(ICAM1), VCAM-1 (VCAM1) i E-selektin (SELE) koriġĺenjem metode RT-qPCR. Dobijene vrednosti su 

izraģene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom 

(1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3ï5 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statistiļki 

znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 
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4.4.4. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju 

gena za IL-8 i MCP-1 

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali da nije poveĺana relativna ekspresija gena 

za sva tri ispitivana CAM nakon izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP u trajanju 

od 6 h i 24 h, a uzimajuĺi u obzir ļinjenicu da, pored CAM, i razliļiti hemokini imaju vaģnu ulogu 

u regrutovanju i vezivanju monocita za endotelne ĺelije (Nourshargh i Alon, 2014), u sledeĺem 

koraku je koriġĺenjem metode RT-qPCR ispitano da li kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ĺelija 

odabranim mikromolarnim koncentracijama DBP utiļe na relativnu ekspresiju gena za dva 

hemokina: hemokinski ligand 8 sa motivom C-X-C (eng. C-X-C motif chemokine ligand 8, CXCL-

8; kodiran genom CXCL8), koji se joġ naziva i IL-8, i hemokinski ligand 2 sa motivom C-C (eng. 

C-C motif chemokine ligand 2, CCL-2; kodiran genom CCL2), koji se joġ naziva i MCP-1. Rezultati 

su pokazali da je nakon 6 h izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-5 M i 10-4 M DBP detektovana poveĺana 

ekspresija gena koji kodira IL-8 za 126% i 106% u odnosu na kontrolu, redom, dok je relativna 

ekspresija gena koji kodira MCP-1 pri istim uslovima izlaganja ostala nepromenjena (slika 4.4.4A). 

Sa druge strane, nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP nije bilo razlika 

u relativnoj ekspresiji gena za IL-8 i MCP-1 u odnosu na kontrolu ni sa jednom od koriġĺenih 

koncentracija DBP (slika 4.4.4B). 

 

Slika 4.4.4. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju gena 

za IL-8 i MCP-1. Nakon (A) 6 h i (B) 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-6 

M, 10-5 M i 10-4 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za IL-8 (CXCL8) i MCP-1 (CCL2) 

koriġĺenjem metode RT-qPCR. Dobijene vrednosti su izraģene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu 

koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 

SEM od 3ï5 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 
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4.4.5. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 ĺelija 

za jednosloj endotelnih ĺelija u prisustvu antagonista ER, GPER i inhibitora signalnih 

puteva ERK1/2 i PI3K/Akt  

U cilju ispitivanja uloge ER i signalnih puteva ERK1/2 i PI3K/Akt u poveĺanom vezivanju 

U937 monocita za jednosloj EA.hy926 ĺelija izlaganih 10-4 M DBP u trajanju od 24 h koriġĺeni su: 

ICI 182,780 ï antagonist klasiļnog ER, G-15 ï antagonist GPER, U0126 ï inhibitor ERK1/2 i 

vortmanin ï inhibitor PI3K/Akt. Rezultati su pokazali da je primena U0126 u potpunosti poniġtila 

efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-4 M DBP na vezivanje monocita za jednosloj 

endotelnih ĺelija u uslovima in vitro, dok efekat ICI 182,780, G-15 i vortmanina nije dostigao nivo 

statistiļke znaļajnosti (slika 4.4.5). 

 

Slika 4.4.5. Efekat kratkotr ajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 ĺelija za 

jednosloj endotelnih ĺelija u prisustvu antagonista ER, GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2 i 

PI3K/Akt. EA.hy926 ĺelije su 45 min pretretirane: ICI 182,780 (5 ÕM), G-15 (5 µM), U0126 (5 µM) i 

vortmaninom (1 µM), a zatim izlagane i 10-4 M DBP. Nakon 24 h izlaganja, ispitan je uticaj tretmana i 

antagonista/inhibitora na vezivanje monocita za jednosloj EA.hy926 ĺelija koriġĺenjem U937 ĺelija 

obeleģenih kalceinom AM. Prikazane su reprezentativne fluorescentne fotomikrografije. Dobijene vrednosti 

su izraģene kao procenat vezivanja U937 ĺelija u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom 

isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3 nezavisna 

eksperimenta. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu; ȹp<0,05 statistiļki znaļajna razlika 

u odnosu na 10-4 M DBP. 

 

 

 

4.4.6. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na adheziju ĺelija za 

ģelatin 

U sledeĺem koraku je ispitan uticaj kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 

10-4 M DBP na adheziju ĺelija za ģelatin. UtvrĽeno je da je vezivanje ĺelija za ģelatin smanjeno za 

~13% u odnosu na kontrolu nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-5 M DBP, dok su ostale 

ispitivane koncentracije DBP bile bez efekta (slika 4.4.6). 
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Slika 4.4.6. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na adheziju ĺelija za ģelatin. 

Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-6 M, 10-5 M i 10-4 M), ispitan je 

uticaj tretmana na vezivanje ĺelija za ģelatin. Prikazane su reprezentativne fotomikrografije. Broj vezanih 

ĺelija odreĽen je testom sa bojom SRB. Dobijene vrednosti su izraģene kao procenat adhezije za ģelatin u 

odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani 

kao srednja vrednost ± SEM od 4 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na 

kontrolu. 

 

 

 

4.4.7. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na migraciju ĺelija 

Testom Ăzarastanja povredeò je zatim ispitano da li kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ĺelija 

10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP u trajanju od 24 h utiļe na migraciju endotelnih ĺelija. Rezultati su 

pokazali poveĺanje migracije za 48,4% u odnosu na kontrolu samo u grupi ĺelija koje su izlagane 

10-5 M DBP, dok ostale ispitivane koncentracije DBP nisu dostigle nivo statistiļke znaļajnosti 

(slika 4.4.7). 

 

Slika 4.4.7. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na migraciju ĺelija. Nakon 

24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-6 M, 10-5 M i 10-4 M), ispitan je uticaj 

tretmana na migraciju ĺelija koriġĺenjem metode Ăzarastanja povredeñ. Prikazane su reprezentativne 

fotomikrografije u trenutku pravljenja povrede (0 h) i nakon ġto su ĺelije migrirale (24 h). Migracija je 

kvantifikovana koriġĺenjem programa Image J kao srednja vrednost 8ï10 izmerenih rastojanjʘ izmeĽu ivica 

ĺelija sa obe strane u trenutku pravljenja povrede i nakon ġto su ĺelije migrirale. Dobijene vrednosti su 

izraģene kao procenat zatvaranja povrede u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom 

isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 7 nezavisnih 

eksperimenata. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 
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4.4.8. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na migraciju ĺelija u 

prisustvu antagonista ER, GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2, PI3K/Akt  i 

eNOS-NO 

U cilju ispitivanja uloge ER i nishodnih signalnih puteva ERK1/2, PI3K/Akt i eNOS-NO u 

poveĺanoj migraciji EA.hy926 ĺelija koje su izlagane 10-5 M DBP u trajanju od 24 h, koriġĺeni su: 

ICI 182,780, G-15, U0126, vortmanin i L-NAME ï inhibitor signalnog puta eNOS-NO. Rezultati su 

pokazali da je primena G-15, U0126 i L-NAME u potpunosti poniġtila efekat kratkotrajnog 

izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-5 M DBP na migraciju endotelnih ĺelija, dok efekat ICI 182,780 i 

vortmanina nije dostigao nivo statistiļke znaļajnosti (slika 4.4.8). 

 

Slika 4.4.8. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na migraciju ĺelija u 

prisustvu antagonista ER, GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2, PI3K/Akt  i eNOS-NO. 

EA.hy926 ĺelije su 45 min pretretirane: ICI 182,780 (10 ÕM), G-15 (5 µM), U0126 (5 µM), vortmaninom (1 

µM) i L -NAME (100 µM), a zatim izlagane i 10-5 M DBP. Nakon 24 h izlaganja, ispitan je uticaj 

pretretmana i tretmana na migraciju ĺelija koriġĺenjem metode Ăzarastanja povredeñ. Migracija je 

kvantifikovana koriġĺenjem programa Image J kao srednja vrednost 8ï10 izmerenih rastojanjʘ izmeĽu ivica 

ĺelija sa obe strane u trenutku pravljenja povrede (0 h) i nakon ġto su ĺelije migrirale (posle 24 h). Dobijene 

vrednosti su izraģene kao procenat zatvaranja povrede u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom 

isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3ï6 nezavisnih 

eksperimenata. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu; ȹp<0,05 statistiļki znaļajna razlika 

u odnosu na 10-5 M DBP. 

 

 

 

4.4.9. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju 

gena za matriksne metaloproteinaze i aktivnost matriksnih metaloproteinaza 

U cilju utvrĽivanja da li kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ĺelija 10-5 M DBP u trajanju od 24 

h poveĺava migraciju endotelnih ĺelija preko poveĺane ekspresije ili aktivacije MMP, prvo je 

ispitan uticaj navedenog izlaganja i tretmana na relativnu ekspresiju gena za tri matriksne 

metaloproteinaze: MMP-1, MMP-2 i MMP-9. Rezultati dobijeni metodom RT-qPCR su pokazali da 

izlaganje EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP u trajanju od 24 h ne utiļe znaļajno na 

ekspresiju gena za MMP-2 i MMP-9, dok je ekspresija gena koji kodira MMP-1 smanjena za ~38% 

u odnosu na kontrolu samo u grupi ĺelija koje su izlagane 10-5 M DBP (slika 4.4.9A).  

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali da kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ĺelija 

10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP ne utiļe na relativnu ekspresiju gena za MMP-2 i MMP-9, u sledeĺem 

koraku je pomoĺu ģelatinske zimografije praĺena aktivnost ovih proteolitiļkih enzima na 

poliakrialamidnom gelu koji je kopolimerizovan sa ģelatinom. Rezultati dobijeni ģelatinskom 

zimografijom su pokazali da do razgradnje ģelatina dolazi samo od strane aktivirane MMP-2 
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detektovane pri molekulskoj masi od ~48 kDa, ġto odgovara katalitiļkom domenu ovog enzima, 

dok se aktivna i latentna forma MMP-2 pri ~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 

zimogramu (slika 4.4.9B). Na prikazanom zimogramu se uoļava da se aktivnost MMP-2 nakon 24 

h izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP poveĺava se sa porastom koncentracije 

DBP, pa se tako najveĺa proteolitiļka aktivnost enzima MMP-2 zapaģa u uzorcima medijuma 

dobijenim nakon izlaganja ĺelija 10-5 M i 10-4 M BPA (slika 4.4.9B). 

 

Slika 4.4.9. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju gena 

za matriksne metaloproteinaze i aktivnost matriksnih metaloproteinaza. (A) Nakon 24 h izlaganja 

EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-6 M, 10-5 M i 10-4 M), ispitan je uticaj tretmana na 

ekspresiju gena za MMP-1 (MMP1), MMP-2 (MMP2) i MMP-9 (MMP9) koriġĺenjem metode RT-qPCR. 

Dobijene vrednosti su izraģene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana 

horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3ï5 

nezavisnih eksperimenata. (B) Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-6 

M, 10-5 M i 10-4 M), ispitan je uticaj tretmana na aktivnost MMP u medijumu pomoĺu ģelatinske zimografije. 

Prikazana je reprezentativna fotografija zimograma. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na 

kontrolu. 

 

 

 

4.4.10. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na aktivnost matriksnih 

metaloproteinaza u prisustvu antagonista GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2 

i eNOS-NO 

U svetlu prethodno dobijenih rezultata koji pokazuju ulogu GPER i signalnih puteva 

ERK1/2 i eNOS-NO u migraciji EA.hy926 ĺelija izlaganih 10-5 M DBP u trajanju od 24 h, kao i 

ulogu aktiviranih MMP u procesu migracije, u sledeĺem koraku je ispitana uloga GPER i signalnih 

puteva ERK1/2 i eNOS-NO u aktivaciji MMP. S tim u vezi, metodom ģelatinske zimografije je 

odreĽivana aktivnost MMP u uzorcima medijuma sakupljenim iz bunariĺa u kojima su EA.hy926 

izlagane 10-5 M DBP u prisustvu: G-15, U0126 i L-NAME. Rezultati su pokazali da je proteolitiļka 
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aktivnost MMP-2 u potpunosti smanjena samo u prisustvu L-NAME, dok je efekat antagonista 

GPER i inhibitora ERK1/2 izostao (slika 4.4.10). 

 

Slika 4.4.10. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na aktivnost matriksnih 

metaloproteinaza u prisustvu antagonista GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2 i eNOS-NO. 

EA.hy926 ĺelije su 45 min pretretirane: G-15 (5 µM), U0126 (5 µM) i L-NAME (100 µM), a zatim izlagane 

i 10-5 M DBP. Nakon 24 h izlaganja, ispitan je uticaj pretretmana i tretmana na aktivnost MMP u medijumu 

pomoĺu ģelatinske zimografije. Prikazana je reprezentativna fotografija zimograma. Kvantifikacija enzimske 

aktivnosti je uraĽena pomoĺu programa Image J. Dobijene vrednosti su izraģene kao procenat aktivnosti 

MMP-2 u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su 

prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u 

odnosu na kontrolu; ȹp<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na 10-5 M DBP. 

 

 

 

4.4.11. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na propustljivost 

jednosloja endotelnih ĺelija 

Koriġĺenjem Transwell sistema sa dva odeljka ispitano je da li kratkotrajno izlaganje 

EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP u trajanju od 24 h utiļe na propustljivost 

konfluentnog jednosloja EA.hy926 ĺelija. Rezultati su pokazali da kratkotrajno izlaganje EA.hy926 

ĺelija 10-4 M DBP smanjuje propustljivost jednosloja EA.hy926 ĺelija za 27% u odnosu na kontrolu 

(slika 4.4.11). 

 

Slika 4.4.11. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na endotelnu 

propustljivost. Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-6 M, 10-5 M i 10-

4 M), ispitan je uticaj tretmana na propustljivost jednosloja EA.hy926 ĺelija koriġĺenjem dekstrana (Mw 40 

kDa) obeleģenog fluorescentnom bojom FITC u Transwell sistemu (veliļina pora 0,4 ɛm). Dobijene 

vrednosti su izraģene kao procenat endotelne propustljivosti u odnosu na kontrolu koja je prikazana 

horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 5 

nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 
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4.4.12. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na ekspresiju okludina i 

ZO-1 

Uzimajuĺi u obzir prethodno navedene rezultate vezane za smanjenu propustljivost 

jednosloja endotelnih ĺelija pod uticajem DBP, u sledeĺem koraku je metodom Western blot ispitan 

uticaj kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP na ekspresiju okludina i 

ZO-1. Rezultati su pokazali da je nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-4 M DBP poveĺana 

ekspresija okludina za ~116% i ZO-1 za 87,5% u odnosu na kontrolu (slika 4.4.12). 

 

Slika 4.4.12. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na ekspresiju okludina i 

ZO-1. Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-6 M, 10-5 M i 10-4 M), 

ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju okludina i ZO-1 metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne 

Western blot slike. Kvantifikacija je uraĽena koriġĺenjem programa Image J. Dobijene vrednosti za svaki 

uzorak su normalizovane na nivo GAPDH u datom uzorku, a rezultati su izraģeni relativno u odnosu na 

normalizovani nivo ispitivanog proteina u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 

4ï5 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 

 

 

 

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

kiseonika 

U sledeĺem koraku je pomoĺu reagensa H2DCFDA odreĽivan nivo ROS nakon 

kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP. U cilju utvrĽivanja da li 

izlaganje EA.hy926 ĺelija odabranim mikromolarnim koncentracijama DBP utiļe na stvaranje ROS, 

nivo ROS je odreĽivan u dve vremenske taļke: nakon 30 min i nakon 24 h izlaganja. Rezultati su 

pokazali da kratko izlaganje EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP u trajanju od 30 min 

smanjuje nivo ROS samo u grupi ĺelija koje su izlagane 10-4 M DBP, i to za ~20% u odnosu na 

kontrolu (slika 4.4.13A), dok duģe izlaganje EA.hy926 ĺelija u trajanju od 24 h smanjuje nivo ROS 

u svim ispitivanim grupama u odnosu na kontrolu, pa je tako uoļeno smanjenje nivoa ROS od 

13,4% u grupi ĺelija koje su izlagane 10-6 M DBP, 12,7% u grupi ĺelija koje su izlagane 10-5 M 

DBP i 15,3% u grupi ĺelija koje su izlagane 10-4 M DBP (slika 4.4.13B). 
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Slika 4.4.13. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na nivo reaktivnih vrsta 

kiseonika. Nakon (A) 30 min i (B) 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-6 M, 

10-5 M i 10-4 M), ispitan je uticaj tretmana na nivo ROS koriġĺenjem reagensa H2DCFDA. Dobijene 

vrednosti su izraģene kao procenat nivoa ROS u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom 

isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 4ï5 nezavisnih 

eksperimenata. *p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 

 

 

 

4.4.14. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na angiogenezu u 

uslovima in vitro 

Uticaj izlaganja EA.hy926 ĺelija 10-6 M, 10-5 M i 10-4 M DBP u trajanju od 24 h na 

angiogenezu u uslovima in vitro je ispitivan testom formiranja endotelnih tuba. 

 

Slika 4.4.14. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ĺelija dibutil-ftalatu na angiogenezu u uslovima 

in vitro. (A) Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ĺelija odabranim koncentracijama DBP (10-6 M, 10-5 M i 10-4 

M), ispitan je uticaj tretmana na formiranje endotelnih tuba u uslovima in vitro koriġĺenjem 

trodimenzionalnog matriksa Cultrex BME. Formiranje endotelnih tuba je posmatrano pod svetlosnim 

mikroskopom nakon 8 h. (B) Prikazane su reprezentativne fotomikrografije. Kvantitativna analiza je uraĽena 

koriġĺenjem alata Angiogenesis Analyzer iz programa Image J. Dobijene vrednosti su izraģene kao procenat 

odgovarajuĺeg parametra angiogeneze u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom 

linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM od 3ï5 nezavisnih eksperimenata. 

*p<0,05 statistiļki znaļajna razlika u odnosu na kontrolu. 




























































































































