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1.1. IZVORI I PRISUTNOST POLIKLORIRANIH BIFENILA U OKOLISU

Medu najrasprostranjenije zagadivace okoliSa ubrajaju se perzistentni organoklorirani
spojevi (,,POP's — Persistent Organic Pollutants®) koji ukljucuju organoklorirane pesticide,
poliklorirane bifenile (PCB) te poliklorirane dibenzo-p-dioksine (PCDD) i poliklorirane
dibenzofurane (PCDF) (IMI, 2003). Prema Stockholmskoj konvenciji usvojenoj 23. svibnja
2001. godine tezi se smanjenju i gdje je prikladno sprecavanju ispustanja 12 POPs spojeva
(aldrin, klordan, DDT- diklor-difenil-trikloretan, dieldrin, eldrin, heptaklor, heksaklorbenzen,
mirex i toksafen, PCB-i, HCB - heksaklorbenzen, PCDD/PCDF) u okoli§ obzirom na njihovo
Stetno djelovanje na svim razinama ekosustava.

PCB-i su skupina sintetskih aromatskih spojeva niske elektri¢ne i relativno visoke
toplinske provodljivosti, otpornih na toplinsku razgradnju i kemijski izrazito postojanih.
Obzirom na broj i polozaj atoma klora mogucée je oko 209 razli¢itih izomera i homologa
PCB-a koji se nazivaju kongenerima. Komercijalno su se poceli proizvoditi 1929. godine i
nikad se nisu upotrebljavali kao pojedinac¢ni spojevi ve¢ uvijek u komercijalnim smjesama
koje se medusobno razlikuju po sadrzaju udjela pojedinih kongenera. Na trziste su smjese
dolazile pod raznim imenima, npr. Aroclor (SAD), Phenoclor (Francuska), Clophen
(Njemacka), Sovol (Rusija) i Kanechlor (Japan). PCB-i su se proizvodili industrijski vise od
50 godina i primjenjivali su se u gotovo svakoj zemlji svijeta (Herceg Romani¢, 2002). Zbog
svoje niske topljivosti u vodi, ali visoke topljivosti u mastima kumuliraju se u masnim
tkivima zivih organizama. Nalaze se u okoliSu u niskim razinama, ali se prenose na velike
udaljenosti putem vode i zraka, pa su tako Siroko rasprostranjeni ukljucujuéi i podrucja gdje
se nikada nisu koristili (IMI, 2003). Raspodjela i sudbina organskih mikrozagadivaca u
okoliSu odredeni su njihovim fizicko-kemijskim svojstvima i brojnim procesima u okoliSu.
Hlapljivost spojeva, topljivost u vodi, lipofilnost, postojanost i sklonost biokoncentriranju
odreduju razinu zagadivala u zraku, vodi, tlu/sedimentu i1 Zivim organizmima. Apsorbiraju se
u tlo, dok se u vodenim sustavima vezuju za sedimente. Zra¢nim strujanjima, taloZzenjem
Cestica na kojima su sorbirani i ispiranjem i1z zraka oborinama prenose se na velike udaljenosti
od primarnog izvora zagadenja. Stoga se tragovi ovih spojeva redovito detektiraju u razli¢itim
dijelovima okolisa, ne samo kao posljedica lokalnih izvora zagadenja, ve¢ i kao rezultat
globalnog zagadenja okolisa (IMI, 2003; Burreau i sur., 2006).

Zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstva PCB-i su nasli Siroku primjenu.
Upotrebljavali su se posebice u elektroindustriji i kemijskoj industriji kao dielektri¢ne

tekucine u transformatorima i impregnatori u kondenzatorima. Osim u zatvorenim sustavima
1
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primjenjivali su se 1 u otvorenim hidraulickim sustavima, kao dodaci mazivima i1 voskovima,
kao plastifikatori u bojama, dodaci papiru za kopiranje te kao usporivaci gorenja (Drevenkar i
Fingler, 2000).

Visoka postojanost, biokumulacija i biomagnifikacija unutar hranidbenih lanaca, te
toksi¢nost i potvrdena kancerogena i teratogena svojstva PCB-a bila su povod ograni¢enju ili
zabrani njihove proizvodnje i primjene u mnogim, u prvome redu razvijenim zemljama. U
Republici Hrvatskoj zakonski su odredene maksimalno dopustene koncentracije
organoklorovih pesticida i PCB-a u hrani, atmosferi, kopnenim vodama i moru te

poljoprivrednom zemljistu (IMI, 2003).

1.1.1. Potencijalni izvori PCB-a u Hrvatskoj

Izvori PCB-a u nasoj zemlji jo$ uvijek postoje. To je prvenstveno oprema koja sadrzi
PCB-e (kondenzatori, transformatori), kao i zalihe ulja koja sadrze PCB-e iz kojih curenjem,
hlapljenjem i neprimjerenim skladiStenjem te odlaganjem iskoriStenih uredaja mogu dospjeti
u okoli§ i1 ljude. Kako uvoz PCB-a jo$ nije zabranjen postoji moguc¢nost unosa u zemlju
dodatnih koli¢ina kako opreme tako i ulja koja sadrze PCB-e (MZOPU, 2008).

Takoder, u Republici Hrvatskoj rizik je jo$ naglaSenijji zbog vojnih razaranja tijekom
Domovinskog rata (1991.-1995.) u kojem su osteceni ili uniSteni mnogi elektroenergetski,
industrijski i drugi objekti iz kojih je doslo do istjecanja PCB-a. Istrazivanja utjecaja rata i
ratnog otpada na ugroZenost vodenih ekosustava u podru¢ju krske Hrvatske zapocela su u
Institutu “Ruder Boskovi¢” tijekom 1993. godine, a zatim su kasnije prosirena uklju¢ivanjem
1 drugih institucija kao 1 Hrvatske vojske §to je rezultiralo opseZnim elaboratom. Uzorkovanja
tla provedena 1996. godine na podruc¢jima trafostanica koje su oStecene tijekom rata pokazala
su da su lokacije transformatorskih stanica Zadra i Sibenika znagajno zagadene polikloriranim
bifenilima. Provedenim analizama ovih spojeva u zraku, zemljistu, sedimentima i
organizmima zadarskog i dubrovackog podrucja utvrdeno je da su u pojedinim uzorcima riba
razine PCB-a vrlo visoke, kakve su se inace rijetko nalazile u ranijim istrazivanjima Jadrana,
pa i Mediterana (Picer i sur., 2006).

Potencijalni izvor PCB-a su takoder i odlagalista otpada, koja su uglavnom bila
nekontrolirana, pa se PCB-i nalaze u deponiranom otpadu u nepoznatim koli¢inama (IMI,
2003).
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1.2. FIZIKALNO-KEMIJSKA SVOJSTVA | STRUKTURA POLIKLORIRANIH
BIFENILA

Poliklorirani bifenili (PCB-i) su grupa aromatskih, sintetskih, organskih spojeva
kemijske formule Ci2H10.,Cl, gdje je n broj klorovih atoma (Herceg Romanié¢, 2002). Dva
fenilna prstena povezana su jednostrukom ugljik-ugljik vezom (Carpenter, 2006). Klor se
veze na ugljikov atom supstitucijom s vodikom, a s obzirom na broj i polozaj klorovih atoma
postoji oko 209 kongenera. Ballschmiter i Zell su predlozili sistem numeriranja PCB
kongenera brojevima od 1 do 209 koji je prihvaéen od strane Medunarodne unije za Cistu i
primijenjenu kemiju (IUPAC- International Union for Pure and Applied Chemistry) (Mills i
sur., 2007).

Broj i polozaj atoma klora odreduje i fizikalna i bioloSka svojstva svakog kongenera.
lakSe isparavaju i1 lakSe se metaboliziraju od kongenera s velikim brojem klorovih atoma.
Prema tome, kongeneri s visokim udjelom klora su otporni na biorazgradnju i zbog toga se
akumuliraju u okolisu. Kongeneri koji imaju klor samo u meta (3, 3', 5, 5) ili para (4, 4)
polozaju su planarni i pokazuju aktivnost "slicnu dioksinima" (Carpenter, 2006). Supstitucija
atoma vodika s ve¢im atomom klora u orto polozaju uzrokuje rotaciju benzenskih prstenova
oko veze koja ih spaja i gubitak planarne konfiguracije (ATSDR, 2000). Osnovna
molekularna struktura PCB-a je prikazana na Slici 1.

3 2 R
4 4

(€ y—~ —,

Slika 1. Osnovna molekularna struktura PCB-a (prema ATSDR, 2000)

PCB su ¢vrste tvari na sobnoj temperaturi (25 °C), a to¢ka taljenja se krece od 54 °C
za 2-klorbifenil do 310 °C za 2,3,4,5,6,2'.3'4',5',6' dekaklorobifenil. Dakle, temperatura
taljenja raste zajedno s kompleksnoscu spoja. Kemijske smjese PCB-a koje se upotrebljavaju
u industriji su naj¢esce bezbojna ili lagano zatamnjena ulja. Gustoca takvih smjesa se krece od

1,2 do 1,5 gcm™ (George i sur., 1988).
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1.3. METABOLIZAM PCB-a

Vrijeme poluzivota PCB-a u ljudskom organizmu je dugo (10 — 15 godina) i ovisi 0
svakom pojedinom kongeneru. Kongeneri s manjim brojem klorovih atoma se brze
metaboliziraju, dok se oni s viSe klorovih atoma zadrzavaju i do nekoliko godina (Carpenter,
2006). Omjer stvaranja metabolita PCB-a ovisi i 0 metaboli¢kom kapacitetu vrste (Carpenter,
2006; Klin¢i¢ i Herceg Romanié, 2011). Primarno mjesto biotransformacije PCB-a je jetra, a
pocetni korak u eliminaciji PCB-a predstavlja jetreni citokrom P450 monooksigenazni sustav
(Slika 2). PCB-i se u prvoj fazi biotransformacije metaboliziraju u polarnije spojeve koji se
lakse izlu€uju iz organizma, ali pojedini se mogu zadrzati u organizmu i pro¢i kroz drugu fazu
biotransformacije (SPH, 2003).
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Slika 2. Biotransformacijski putevi PCB-a (prema LUBW, 1995)

Oksidacija PCB-a moze i¢i preko PCB-epoksida ili direktnim umetanjem kisika u
Car-H vezu. PCB-epoksid moZe reagirati i s glutationom, a nastali se adukt prevodi u
metilsulfonil derivate (MeSO,-PCB). OH-PCB lako prelaze u konjugate i izlucuju se, iako su
neki od njih nadeni u krvi i jetri ljudi i zivotinja. Veéina identificiranih PCB-a ima OH
skupinu u para- ili meta-polozaju, s dva klorova atoma na susjednim ugljikovim atomima
(Klin¢i¢ i Herceg Romani¢, 2011). Metilsulfonil i hidroksilirani PCB-i se mogu akumulirati u
tkivima pluca 1 fetusa, a metaboliti svih PCB kongenera se eliminiraju primarno putem Zuci i

fecesa (SPH, 2003).



Uvod

1.4. TOKSICNI UCINCI PCB-a | MEHANIZAM DJELOVANJA

PCB-i se povezuju s negativnim uc¢incima na ljudsko zdravlje koji ukljucuju promjene
u neuroloSkom razvoju, neuroendokrinoj funkciji, ponaSanju te naruSenoj imunosnoj i
reproduktivnoj funkciji (Klin¢i¢ i Herceg Romani¢, 2011). IzloZenost PCB-ima povecava
rizik od raka, infekcija, hipotireoze, neplodnosti, ishemijske bolesti srca, artritisa, dijabetesa,
astme, kao i radanja djece s nizim kvocjentom inteligencije te nize tjelesne mase od normalne
(Carpenter, 2006). PCB-i se takoder smatraju rizi¢nim faktorom za razvoj kardiovaskularnih
bolesti te je uoCen znaCajan porast mortaliteta od kardiovaskularnih bolesti kod radnika u
proizvodnji kondenzatora koji su bili izlozeni PCB-ima dulje od 5 godina (Gustavsson i
Hogstedt, 1997) kao i ucestalija hospitalizacija ljudi zbog koronarnih bolesti u mjestima koja
se nalaze blizu izvora perzistentnih organskih spojeva (Sergeev i Carpenter, 2005).

Prisutna je razlika izmedu toksi¢nog djelovanja orto i planarnih PCB-a. Orto PCB-i
koji sadrze atome klora u orto polozaju se smatraju manje toksi¢nima od "dioksinu sli¢nih"-
planarnih PCB-a koji sadrze atome klora u oba para polozaja i barem dva meta poloZaja.
Naziv "dioksinu slicnih" PCB-a je nastao zbog toga $§to im planarna struktura omogucuje
vezanje na Ah receptor (AhR — aryl hydrocarbon receptor ili receptor aromatskih
ugljikovodika), sli¢no kao i kod dioksina. Vecina toksi¢nih uéinaka induciranih kongenerima
vidljiva je upravo kroz aktivaciju Ah receptora (Lyche i sur., 2004). AhR je transkripcijski
faktor koji kontrolira ekspresiju citokrom P450 (npr. CYP1Al, CYP1A2) i drugih gena te
tako mijenja (povecava ili snizava) razinu velikog broja genskih produkata (Nebert i sur.,
2000). AhR nema poznatih fizioloskih liganada, medutim kao ligandi za AhR se mogu vezati
planarne aromatske strukture kao Sto su policiklicki aromatski spojevi te halogenirane
aromatske molekule, npr. dioksini i PCB-i (Carpenter, 2006). Abnormalna aktivacija Ah
receptora moze narusiti funkciju stanice i promijeniti transkripciju gena (Bonefeld-Jergensen i
sur., 2001).

Nakon izlaganja stanice aromatskim ugljikovodicima (PAH - policikli¢ki aromatski
ugljikovodici, dibenzo-dioksini, dibenzo-furani, PCB) dolazi do ulaska spojeva u stanicu i
vezanja za citosolni AhR koji je vezan za Hsp90 (Hsp - heat shock protein). Nakon vezanja
liganda za AhR nastaje kompleks s visokim afinitetom za DNA, pri ¢emu dolazi do otpustanja
Hsp90 i translokacije kompleksa u jezgru. Kompleks Ah-AhR se veze za Ah-receptorski

nuklearni translokator (Arnt protein ili AhR nuclear translocator protein), a novonastali
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kompleks se tada veze na promotorsku regiju XRE (xsenobiotic responsive element) na DNA
te dolazi do indukcije gena odnosno ekspresije CYP gena (Janosek i sur., 2006).

S ozirom da je topljivost u membranama malo vec¢a kod planarnih PCB-a, smatra se da
orto, neplanarni vise narusavaju lipidni dvosloj te posljedicno uzrokuju promjene u
fizioloskim funkcijama poput propusnosti membrane za transport iona i aktivnosti
membranskih enzima. Kada neplanarni PCB prijede u staniénu membranu, njegova veca i
nezgrapna struktura rezultira ja¢im poremecajem membranske funkcije od one kod planarnih,
"dioksinu sli¢nih" kongenera (Yilmaz i sur., 2006). Zhou i Zhang (2005) su pokazali da
izlaganje CEH stanica (CEH - chicken embryo hepatocytes; hepatociti pileeg embrija)
Arochlor-u 1254 u koncentraciji 0,1-10 pug/mL uzrokuje ireverzibilna oSte¢enja membrane, te
da stani¢na smrt ovisi od dozi kojoj su stanice izlozene. Istrazivanje na primarnoj kulturi
neuralnih stanica Wistar Stakora pokazalo je da tretman s PCB 153 u koncentraciji 50-100
uM, odnosno s 30 uM PCB 77 znacajno utjeCe na stani¢nu vijabilnost i proliferaciju
(Sanchez-Alonso i sur., 2004).

1.4.1. PCB 77 (3,3",4,4'-tetraklorbifenil)

.....

povezuje s planarnom "dioksinu slicnom" strukturom koja mu omogucéava vezanje na Ah
receptor.
Sadrzi atome klora u oba para polozaja 1 dva meta polozaja. Strukturna formula

planarnog PCB-a 77 (C12HsCl,) prikazana je na Slici 3.

Cl

Cl
Cl

Ci

Slika 3. Strukturna formula planarnog PCB-a 77 (RCS, 2012a)

PCB-i pripadaju skupini endokrino aktivnih tvari (“endocrine disruptors”-ED) koje
ometaju homeostazu i fiziologiju endokrinog sustava. Tako, kongener PCB 77 ima i estrogeno
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I anti-estrogeno djelovanje (Simmons i sur., 2005). Izlozenost PCB-u 77 tijekom gestacije
poslijedi¢no rezultira negativnim ucincima na razvoj mozdanih funkcija (Simmons i sur.,
2005) te je primije¢ena modulacija seksualnog ponaSanja u zenskom potomstvu (Wang i sur.,
2002). Takoder je pokazano da aplikacija PCB 77 tijekom gestacije utjeCe na prezivljavanje te
smanjenje tjelesne mase mladuncadi kao i na ponasanje majki (Simmons i sur., 2005).

Pojedina istrazivanja ukazala su na inflamatorno djelovanje PCB 77. PCB 77 (3,4
uM) je izazvao diferencijaciju i inflamatorni ucinak (izlu¢ivanje adipocitokina) 3T3-L1
adipocita in vitro te je pridonio nastanku pretilosti i ateroskleroze in vivo, dok PCB 153 nije
imao znaCajnijeg efekta (Arsenescu i sur., 2008). Istrazivanja su pokazala da planarni
3,3',4,4'- tetraklorbifenil (PCB-77) izaziva upalu i u endotelnim stanicama (Henning i sur.,
1999; Lim i sur., 2007).

PCB 77 1 PCB 126 ugroZavaju normalne funkcije vaskularnih endotelnih stanica
povecanjem ekspresije gena CYP1A1, oksidativnog stresa i vezujuce aktivnosti NF- kB na
DNA (Henning i sur., 2002). Tharappel i suradnici (2002) su pokazali znacajno poveéanje
vezujuce aktivnosti transkripcijskih faktora induciranih oksidacijskim stresom poput NF- kB,
AP-1 kao i smanjenje STAT3 te STAT5 neovisnih o oksidacijskom stresu, kod Zivotinja
tretiranih i niskim i visokim dozama PCB-a 77, PCB-a 153 kao i kombinacijom oba
kongenera.

Morfometricka analiza promjena na jetri nakon tretmana s PCB 77 je pokazala, na
razini hepatocita, povecanje volumena endoplazmatskog retikuluma (SER-smooth
endoplasmic reticulum), poremecaj u funkciji mitohondrija i promjene u indukciji razli¢itih
enzima (Gilroy i sur., 1998).

IzloZenost stani¢ne kulture ljudske jetre (HepG2) i bubrega (HK2) PCB-u 77 i PCB-u
153 u dozama koje odgovaraju ICsq rezultirala je vremenski ovisnom akumulacijom PCB-a iz
medija za uzgoj u stanice pri ¢emu je maksimalna koncentracija unutar stanica zabiljeZena
nakon 3 do 6 sati. Studija je pokazala da stanice jetre puno brze zapocinju apsorpciju PCB-a
nego stanice bubrega, iako se maksimum koncentracije puno brze postize u stanicama
bubrega te da oba kongenera, i PCB 77 i PCB 153, induciraju apoptozu. Testovi apoptoze i
stani¢ne vijabilnosti su pokazali da su stanice bubrega znatno osjetljivije na izlozenost PCB-u
(Ghosh i sur., 2010). Pad vijabilnost stanica bubrega Stakora tretiranih s 100 uM PCB 77 je

odreden i u istazivanju Santiago i sur. (2006).
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1.4.2. PCB 153 (2,2',4,4' 5,5'-heksaklorbifenil)

PCB 153, neplanarni kongener, je prisutan u okolisu u znacajnim kolicinama zbog
velike rezistencije na degradaciju. Jedan je od tri dominantna kongenera u adipoznom tkivu
covjeka i orto kongener s najvecom koncentracijom u majc¢inom mlijeku (Herceg Romani¢ i
Krauthacker, 2006). Sadrzi atome klora u dva orto, dva meta i oba para polozaja. Zbog slabe
aktivacije Ah receptora opéenito se smatra manje opasnim od ostalih kongenera (Hussain i
sur., 2000). Medutim, visoke koncentracije kongenera poput PCB-a 153 u okolisu i ljudima,
zahtijevaju daljnje studije kojima bi se odredili mogu¢éi toksicni efekti. Strukturna formula

neplanarnog PCB-a 153 (C1,H,4Clg) prikazana je na Slici 4.
Cl Cl
0 L
CI Cl
Slika 4. Strukturna formula neplanarnog PCB-a 153 (RCS, 2012b)

Endokrino modulirajuca aktivnost potvrdena je i za PCB 153. Wojtowicz i sur. (2001)
su proucavali utjecaj razli¢itih koncentracija PCB 153 na stanice ovarija svinje i pratili
promijene estrus ciklusa. Rezultati su pokazali da dvodnevna izloZenost folikularnih stanica
svim ispitivanim dozama PCB-a (5, 10, 50, i 100 ng/mL) uzrokuje statisticki znac¢ajan pad
izlu¢ivanja progesterona, dok su doze 50 i 100 ng/mL smanjile i razinu izlu¢ivanja
testosterona. Takoder je zabiljeZeno je da izlaganje 2,2',4,4',5,5' — heksaklorobifenilu izaziva
poremecaje 1 U sintezi spolnih hormona, te da toksi¢no djeluje na reproduktivni, neuroloski i
imunoloski sustav (Venkatesha i sur., 2010).

Dodatna opasnost PCB 153 je Cinjenica da se taj kemijski kontaminant vrlo tesko
metabolizira, a naj¢eSc¢e ga se detektira u masnom tkivu izloZenih individua zbog njegovih
liposolubilnih svojstva. Tijekom laktacije zabiljezene su visoke koncentracije PCB 153 i u
mlijeku ispitivanih eksperimentalnih zivotinja (Lyche i sur., 2004). Vrijeme poluzivota u
organizmu procjenjuje se na 12,4 godine (Orloff i sur., 2003). Vrijeme poluraspada u okolisu
je 110 godina, $to ga ¢ini dugo zivu¢im kontaminantom s potencijalno opasnim djelovanjem

na ekosustave (Venkatesha i sur., 2010).
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1.5. PCB-i I OKSIDACIJSKI STRES

Slobodni radikali su kemijske Cestice koje imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona u
vanjskoj ljusci te imaju izrazito visok stupanj reaktivnosti (Puljak i sur., 2004; Montgomery,
2006). Nastaju svakodnevno tijekom normalnog aerobnog metabolizma (Puljak i sur., 2004).
Manji dio ih nastaje djelovanjem imunoloskog sustava ili faktora okoliSa, npr. izlaganjem
ultraljubi¢astom zracenju, dimu cigareta, gorenjem organskih spojeva, raznim zagadiva¢ima
iz okolosa (Montgomery, 2006). Slika 5 prikazuje primjere procesa nastajanja slobodnih
radikala.

AT
RO \Jr\OR = RO + "OR

peroksid

N, _hv . L
- +
R—TX R X
Slika 5. Proces nastajanja slobodnih radikala (Montgomery, 2006)

Slobodni radikali mogu reagirati medusobno ili s okolnim stabilnim molekulama (masnim
kiselinama, proteinima, DNA). Posljedica medusobne reakcije moze biti sinteza stabilnog

spoja koji vise nije kemijski reaktivan (Montgomery, 2006) (Slika 6).

7N
RY A /R —= R

Slika 6. Reakcija nastajanja stabilnog spoja (Montgomery, 2006)

U reakcijama s masnim kiselinama, ugljikohidratima, proteinima i DNA, slobodni radikali
oduzimaju stabilnim molekulama elektron i ¢ine ih nestabilnima te time uzrokuju lanéanu

reakciju koja stvara nove slobodne radikale (Montgomery, 2006).

Oksidacijski stres posljedica je prekomjerne produkcije reaktivnih spojeva kisika
(oksidansi, radikali) uslijed poremecaja u ravnotezi oksidacijsko-redukcijskih procesa u
bioloSkim sustavima. Oksidansi u biokemijskim sustavima imaju sposobnost predaje
elektrona, dok antioksidansi (reducensi) imaju sposobnost primanja elektrona. Zbog
prekomjernog stvaranja slobodnih radikala nastaje oksidacijski stres koji je uzrok i

karakteristika brojnih bolesti i zdravstvenih poremecaja (Puljak i sur., 2004).
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Slobodni radikali uzrokuju oksidaciju polinezasi¢enih masnih kiselina koje izgraduju
stanicnu membranu i time narusavaju stabilnost i funkciju membrane $to ima za posljedicu
povecanu propusnost stani¢ne membrane, promjenu permeabilnosti i poremeéenu homeostazu

stanice.

R CH CH CHs R

|

R~ CH===CH — C'H™ R Il — lipidni slobodni radikal

|

| — polinezasi¢ena masna Kiselina

R CH CH ‘|3H R 111 — lipidni peroksil radikal
8]
¥ L-
R— CH== CH — IIL‘.:H — R IV — lipidni hidroperoksid
5
o
H a|‘.|‘.H CH; l|’.‘rH V — malondialdehid
0 o

Slika 7. Proces nastajanja malondialdehida iz polinezasi¢enih masnih kiselina
(Grotto i sur., 2009)

Proces lipidne peroksidacije (Slika 7) je jedan oblik oksidativne promjene
polinezasi¢enih masnih kiselina koji rezultira nastankom produkata poput alkohola, aldehida
ili manjih fragmenata, a jedan od njih je malondialdehid (MDA) (Petlevski i sur., 2006).

Brojna istrazivanja ukazuju na to da oksidacijski stres utjeCe na razvoj
neurodegenerativnih bolesti, npr. Parkinsonove bolesti, Alzheimerove bolesti, shizofrenije.
Mozdane stanice su vrlo osjetljive na oksidacijski stres zbog visokog udjela nezasi¢enih
masih kiselina i visoke razine oksidacijskih reakcija (Sridevi i sur., 2007). Istrazivanja
provedena in vivo pokazuju da izlozenost ¢istom PCB-u, kao i smjesi razli¢itih kongenera

PCB-a, uzrokuje rak jetre u glodavaca (Katynski i sur., 2004). Jedan od mogué¢ih mehanizama
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kojima PCB inducira tumore jetre je povecanje oksidacijskog stresa §to rezultira pove¢anom
peroksidacijom lipida i oSte¢enjem membrane, DNA, stani¢nom apoptozom ili nekrozom i
nastankom tumora. PCB-i se mogu metabolizirati do katehola ili hidrokinona. Daljnje
oksidacije/redukcije ovih spojeva mogu dovesti do nastajanja semikinona i kinona uz
proizvodnju reaktivnih spojeva Kisika $to rezultira oSte¢enjem stanice. Fadhel i suradnici
(2002) su pokazali da i PCB 77 i PCB 153 dovode do indukcije citokroma P450 i povecanja
lipidne peroksidacije u hepatocitima Stakora. Indukcija citokroma P450 s PCB-ima moze
dovesti do povecanog formiranja slobodnih radikala. Reakcije slobodnih radikala sa stani¢nim
molekulama mogu dovesti do inicijacije lipidne peroksidacije. Ispitivanje na Stakorima je
pokazalo da doza od 150 umol PCB 77/kg kukuruznog ulja u kojem je PCB 77 otopljen te ista
koncentracija PCB-a 153 uzrokuje zna¢ajno povecéanje koncentracije supstanci koje ragiraju s
tiobarbiturnom kiselinom (TBARS - thiobarbituric acid reactive substances) (Fadhel i sur.,
2002).

Vaznu ulogu u sprjeavanju Stetnog utjecaja slobodnih radikala imaju antioksidansi

koji inaktiviraju slobodne radikale (Sridevi i sur., 2007).

1.6. ANTIOKSIDANSI

Antioksidansi su tvari koje stite stanice od oksidacijskog djelovanja slobodnih radikala
(ODS, 2011). To su tvari koje u malim koncentracijama, u odnosu prema oksidabilnim
supstratima, dovode do odgadanja ili inhibicije oksidacije supstrata (Stefan i sur., 2007).

Ljudski organizam posjeduje endogene antioksidativne sustave koji ga Stite od Stetnog
utjecaja slobodnih radikala. Pritom su posebno vazni antioksidativni sustavi poput enzima
superoksid-dismutaze, glutation-peroksidaze, katalaze, te antioksidansi topljivi u mastima i
vodi poput glutationa, vitamina E i C, karotenoida i vitamina A te koenzima Q10.

Antioksidansi se mogu podijeliti u tri osnovne skupine. Primarni antioksidansi
onemogucéuju samo nastajanje slobodnih radikala. Sekundarni antioksidansi su oni Koji
uniStavaju ve¢ stvorene slobodne radikale, dok tercijarni ispravljaju ve¢ nastala oStecenja

stanica (Puljak i sur., 2004).
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1.6.1. Vitamin E

Naziv vitamin E (Cy9Hs500,) (RCS, 2012c) se odnosi na grupu u masti topljivih
spojeva sa snaznim antioksidativnim svojstvima. Postoji u osam razli¢itih izomera (vitamera),
cetiri tokoferola (a,f,y,0 ) i Cetiri tokotrienola (a,B,y,0 ). Najces¢i oblik u prirodi je o-
tokoferol (Slika 8). Vitamin E su 1922. otkrili Evans i Bishop (Brigelius- Flohe i Traber,
1999).

Svi oblici vitamina E se apsorbiraju u probavnom sustavu i transportiraju u jetru. U
jetri a- tokoferol transportni protein (a-TTP) selektivno prepoznaje i veze a-tokoferol ¢ime ga
¢ini aktivnim te potic¢e njegovo izlucivanje iz jetre u krvotok. Osim u jetri a-TTP nalazi se jo$
u roznici i u srcu. Za razliku od ostalih liposolubilnih vitamina, vitamin E se ne nakuplja u
jetri do toksi¢nih koncentracija, jer postoji mehanizam izluc¢ivanja viska vitamina E (Traber i
sur., 2005). Vitamin E je liposolubilan pa ga se moZe na¢i u svim namirnicama bogatim
mastima (posebno nezasi¢enim masnim kiselinama) kao $to su biljna ulja, orasasti plodovi,

zumanjak jajeta i margarin (Puljak i sur., 2004).

CH, H, CH,

H,C

nd  OH

Slika 8. Strukturna formula vitamina E (RCS, 2012c)

Glavni mehanizam njegovog antioksidativnog ucinka je antiaterogeno djelovanje,
zastitom lipoproteina male gustoce od oksidacije, ali 1 smanjivanjem adhezivnosti i
agregabilnosti trombocita (Puljak i sur., 2004). Vitamin E smanjuje koli¢inu slobodnih
radikala i povecava razinu endogenih antioksidansa te je u mogucénosti inaktivirati Stetan
ucinak PCB-a (Sridevi i sur., 2007).

Istrazivanja potvrduju znaCajnu ulogu vitamina E. Jedna studija je pokazala da
izloZenost stanica pileéeg embrija Arocloru 1254 u koncentraciji od 10 mgmL™ izaziva

stani¢nu smrt. Dodatak vitamina A, C 1 E pojedinac¢no ili u kombinaciji je znacajno povecao
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prezivljenje stanica (Zhou i Zhang, 2005). Pojedina istrazivanja govore i 0 njegovoj
ucinkovitosti kod usporavanja progresije Alzheimerove bolesti, ¢ija je incidencija u starijoj
populaciji u sve vecem porastu, a javlja se sve vise 1 u mladim dobnim skupinama.
Pretpostavlja se 1 njegova vazna uloga u prevenciji karcinoma prostate, koji je sve ucestaliji u
muskaraca starije zivotne dobi, te uloga u smanjivanju ucestalosti karcinoma kolona i

karcinoma dojke (Puljak i sur., 2004).

1.7. TESTOVI TOKSICNOSTI

Testovi toksi¢nosti postaju sve znacajniji u ispitivanju toksi¢nosti novosintentiziranih
spojeva. U razvijenim zemljama obavezno je testiranje lijekova, aditiva, kemikalija,
kozmetike i pesticida kojima mogu biti izlozeni ljudi i zivotinje u okoliSu. Testovi toksi¢nosti
se dijele na klasi¢ne animalne testove (in vivo) i na alternativne testove toksic¢nosti (in vitro).

Testovima toksi¢nosti na Zivotinjama istrazuje se akutna (jedna doza), subakutna
(ponavljanje doze do 1 mjesec), subkroni¢na (ponavljanje doze od 1 do 3 mjeseca) i kroni¢na
toksicnost (ponavljanje doze od 3 mjeseca do 2 godine). Mogu se vrsiti hematoloska
ispitivanja, testovi toksi¢nosti na reprodukcijski sustav i plodnost te testovi teratogenosti,
mutagenosti, ocne i kozne iritacije, imunotoksi¢nosti i neurotoksi¢nosti. Takoder se ispituju
toksikokineticki i toksikodinamicki parametri ksenobiotika. Medutim, klasi¢ni testovi

toksi¢nosti su vrlo dugotrajni 1 zahtijevaju velik broj pokusnih Zivotinja.

1.7.1. In vitro testovi toksi¢nosti

KoriStenjem in vitro testova smanjuje se broj testiranja na zivotinjama koja su
znacajno skuplja, olakSano je definiranje djelovanja ispitivanog spoja na ciljne organe i
smanjen broj testiranja koja se provode na vi§im sisavcima 1 primatima.

Alternativni testovi toksi¢nosti se vefinom koriste kao predtestovi klasi¢nim
animalnim testovima za utvrdivanje raspona aktivnosti tvari ili odredivanja raspona toksi¢ne
koncentracije. Koriste se 1 za odredivanje odnosa koncentracije prema vremenu izlaganja te
mehanizma djelovanja odredene tvari (Atterwill, 1995).

Kod in vitro ispitivanja koriste se mikroorganizmi (npr. Amesov test) i animalne ili
humane stanice jetre, bubrega, testisa, ovarija, hipofize, Stitnjace, limfnih ¢vorova,
embrionalne animalne stani¢ne linije itd.. Takoder se mogu koristiti stanicne frakcije,

fragmenti tkiva ili primarne kulture stanica. Moguce je upotrebom kemikalija, virusa i
13
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radijacije inducirati procese kancerogeneze u normalnim stanicama i istrazivati mehanizme
koji su doveli do te promjene. Stanice se mogu iskoristiti za ispitivanja u virologiji,
genetiCkom inZenjerstvu i genskoj terapiji.

Kao metode odredivanja citotoksi¢nosti koriste se Kenacid Blue metoda, MTT, Trypan Blue i
Neutral Red (Atterwill, 1995). Za pracenje i razlikovanje apoptoti¢kih i nekroti¢nih stanica

koriste se fluorescentna mikroskopija, elektronska mikroskopija te proto¢na citometrija.

1.8. STANICNE LINIJE

Uzgoj stani¢ne linije zahtjeva strogo kontrolirane 1 sterilne uvjete. Bakterije,
mikoplazme, kvasci i gljivice su glavni izvori kontaminacija, a prenose se atmosferom, preko
radne povrsine, osobljem koje radi u laboratoriju, instrumentima i kemikalijama koje se
koriste te bioloSkim materijalom. Zbog toga je potrebno osigurati sterilne uvjete radom u
laminaru, a Kkultivacija stanica se odvija u inkubatoru s kontroliranom atmosferom (95 %
zraka i 5 % CO,), na temperaturi 34-37 °C i pri pH vrijednosti 7,4. Radne povrSine i preparati
se odrzavaju Cistima pomocu 70 %-tnog etanola.

Rad s kulturama stanica zahtjeva dobro definiran medij. Kompletan medij sadrzi sve
potrebne komponente i suplemente poput vitamina, aminokiselina, soli, glukoze, masnih
kiselina i1 organskih suplemenata. Za optimalan rast stanica nuzan je dodatak seruma koji
sadrzi proteine, hormone, minerale, lipide, faktore rasta, adhezijske faktore, inhibitore enzima,
metabolite 1 hranjive sastojke. NajceSCe se upotrebljavaju fetalni govedi, tele¢i i konjski
serum, a dodaju se u koli¢ini 5-20 % (najc¢es¢e 10 %) kao vazne nadopune za hormonalni,
hranidbeni i stromalni sustav in vivo organizma.

Potrebe na kisiku su razliCite za razli¢ite kulture. Za veéinu stanica je prihvatljiv
atmosfeski kisik odnosno niske koncentracije kisika (atmosfera: 95 % zraka i 5 % CO,).
Takoder vecina stani¢nih kultura imaju veliku toleranciju prema osmotskom tlaku.

pH podlloge je izrazito vazan faktor buduéi da vecina stanica po¢ne gubiti vijabilnost
pri padu pH vrijednosti (izmedu 6,0 i 6,5). Promjena pH se jednostavno uocava zbog
promijene boje medija iz crvene u Zutu. Zbog toga je za optimalan rast stanica potrebno

periodi¢no mijenjati medij (Freshney, 2005).
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1.8.1. CHO (Chinese Hamster Ovary)- K1 stani¢na linija

CHO-K1 stani¢na linija je adherentna, epitelna stani¢na linija izolirana biopsijom
ovarija kineskog hrcka. 1zolaciju roditeljske linije proveo je 1957. godine T.T. Puck. Danasnja
stani¢na linija uzgaja se u Hamovom/F-12 mediju uz dodatak 5-20 % fetalnog govedeg
seruma. Budu¢i da CHO-K1 stanice nemaju aktivni gen koji kodira za aminokiselinu prolin,
medij za uzgoj mora sadrzavati tu aminokiselinu. CHO-K1 stani¢na linija raste u monosloju

pa je tijekom subkultivacije potrebno provoditi tripsinizaciju (ATCC, 2012).
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Opci i specificni ciljevi rada

Poliklorirani bifenili su isklju¢ivo sintetski spojevi koji uz ostale klorirane ili
bromirane aromate te organoklorirane pesticide pripadaju grupi spojeva poznatoj kao
perzistentni organski zagadivaci (Persistent Organic Pollutants, POPs) s dugoro¢nim

negativnim ucincima na zdravlje ljudi i svih ¢lanova ekosustava.

Iako je u svijetu ograni¢eno koriStenje PCB-a mnogobrojnim zakonskim aktima i
njihova se koncentracija u okoliSu postupno smanjuje, rizik je u Republici Hrvatskoj jo$
uvijek prisutan zbog vojnih razaranja tijekom Domovinskog rata (1991.-1995.) u kojem su
oSteceni ili unisteni mnogi elektroenergetski, industrijski i drugi objekti iz kojih je doslo do
istiecanja PCB-a. Takoder, postoji rizik i zbog neadekvatno zbrinutog PCB otpada poput
odlagalista transformatora, kondenzatora i sl. PCB-i iz okolisa se zatim progresivno
nagomilavaju, posebice u masnim tkivima pojedinih ¢lanova lanaca prehrane te je opca
populacija najviSe izlozena PCB-ima putem hrane, osobito masne hrane zivotinjskog

podrijetla poput mesa, odredenih vrsta ribe 1 mlije¢nih proizvoda.

IzloZzenost PCB-ima povecava rizik od raka, infekcija, hipotireoze, neplodnosti,
ishemijske bolesti srca, artritisa, dijabetesa, astme, kao i radanja djece s nizim koeficijentom

inteligencije te niZe tjelesne mase od normalne (Carpenter, 2006).

Cilj ovog rada je ispitati i usporediti moguce citotoksi¢ne u¢inke dvaju odabranih,
strukturno i prema aktivnosti, razli¢itih kongenera: planarnog, "dioksinu sli¢nog" PCB-a 77 i
neplanarnog, orto- supstituiranog PCB-a 153 na in vitro modelu stanica ovarija kineskog

hr¢ka (CHO-K1 - Chinese Hamster Ovary stani¢noj liniji).

Takoder, cilj je ispitati mogucéi protektivni u¢inak vitamina E kao jakog antioksidansa na
PCB-em inducirani oksidacijski stres i vijabilnost stanica. Pretpostavka je da c¢e
predinkubacija stanica vitaminom E imati pozitivne ucinke na proliferaciju i vijabilnost
stanica izlozenih PCB-u te da ¢e biti reducirana peroksidacija lipida i negativno djelovanje
slobodnih radikala na stanice. Obzirom da su istrazivanja provedena u svijetu i Hrvatskoj
pokazala da je PCB 153 jedan od tri dominantna kongenera u adipoznom tkivu covjeka i orto-
kongener s najvecom koncentracijom u majé¢inom mlijeku te se rutinski odreduje kao jedan od
Sest indikatorskih PCB-a, upravo je on odabran kako bi se na njemu pokuSao postici

protektivan efekt i umanjiti citotoksi¢ne uéinke.
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Pojedinacni ciljevi za ostvarenje krajnjeg cilja istrazivanja jesu:

e kultivacija CHO-K1 stani¢ne linije

e pracenje citotoksi¢nog u¢inka PCB-a 77 te PCB-a 153 MTT metodom

e odredivanje IC vrijednosti te usporedba toksi¢nosti odabrana dva kongenera PCB-a

e ispitivanje moguceg protektivnog ucinka vitamina E na vijabilnost i proliferaciju
stanica tretiranih s PCB 153 MTT i Trypan Blue metodom

e utjecaj vitamina E na sprijeCavanje PCB-em 153 inducirane peroksidacije lipida u
CHO-K1 stanicama
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Materijal i metode

3. 1. MATERIJAL

3.1.1. Bioloski materijal

U radu je koriStena stani¢na linija ovarija kineskog hr¢ka CHO (Chinese hamster

ovary)-K1 koja raste u monosloju. Stanice su subklonovi roditeljske stani¢ne linije CHO

izolirane iz ovarija odraslog kineskog hréka (ATCC, 2012).

3.1.2. Kemikalije

U radu su koristene slijede¢e kemikalije:

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

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

tripsin — EDTA, GIBCO, SAD

PCB 153 (2,2',4,4',5,5'-heksaklorbifenil), Sigma, St. Louis, SAD

PCB 77 (3,3',4,4'-tetraklorbifenil), Sigma, St. Louis, SAD

a-tokoferol (vitamin E), Supelco, SAD

apsolutni etanol, Alkaloid, Skoplje

DMSO (dimetilsulfoksid), Kemika, Zagreb

boja Trypan Blue, SIGMA, SAD

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid), Sigma, St.Louis, SAD
natrijev klorid, Kemika, Zagreb

kalijev klorid, Kemika, Zagreb

dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb

kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb

trikloroctena kiselina, Kemika, Zagreb

fosforna kiselina, Kemika, Zagreb

tiobarbiturna kiselina, Sigma, Aldrich

malondialdehid, Sigma, Aldrich

Bovine Serum Albumin (BSA — albumin govedeg seruma), Sigma, Aldrich

Coomassie Blue G250, Bio-rad Laboratories, UK
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3.1.3. Otopine i puferi

Dulbecco's MEM/F12 (GIBCO) — medij za kultivaciju stanica

sastojci koncentracija (mg/L)
aminokiseline

Glicin 18,75
L-Alanin 4,45
L-Arginin hidroklorid 147,5
L-Asparagin x H,O 7,5
L-Asparaginska kiselina 6,65
L-Cistein hidroklorid xH»O 17,56
L-Cistein 2HCI 31,29
L-Glutaminska kiselina 7,35
L-Glutamin 365
L-Histidin hidroklorid x H,O 31,48
L-1zoleucin 54,47
L-Leucin 59,05
L-Lizin hidroklorid 91,35
L-Metionin 17,24
L-Fenilalanin 35,48
L-Prolin 17,25
L-Serin 26,25
L-Treonin 53,45
L-Triptofan 9,02
L-Tirozin 55,79
L-Valin 25,85
vitamini

Biotin 0,0035
Kolin klorid 8,98
D-Ca pantotenska kiselina 2,24
Folna kiselina 2,65
Niacinamid (nikotinamid) 2,02
Piridoksin hidroklorid 2,0
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Riboflavin
Tiamin hidroklorid
Vitamin B>

I-inozitol

anorganske soli
CaCl,

CuS0O4 x 5H,0
Fe(NO3); x 9H,0
FeSO, x 7H,0
MgCl, x 6H,0
MgSO, x 7H,0
KCI

NaHCO;

NaCl

Na;HPO,4 x 7H,0
NaH,PO4; x H,O
ZnS0O4 x 7H,0

ostali sastojci
D-Glukoza

HEPES
Hipoksantin Na
Linolna kiselina
Lipoi¢na kiselina
fenol crvenilo
Putrescin 2HCI
Na piruvat

Timidin

PBS ( Phosphate Buffer Saline) pufer pH=7.4

NaCl

0,219
2,17
0,68

12,61

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

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

3151
3075,4
2,39
0,042
0,105
8,1
0,081
55,0
0,365

8¢
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KCI
NaHPO4
KH,PO,

destilirana H,0O

0,4 %-tna otopina Trypan Blue

Trypan Blue
PBS pufer

profiltrirati

Ishodna otopina MTT
MTT
PBS

sterilno profiltrirati

Trikloroctena kiselina (600 mM)

trikloroctena kiselina

demineralizirana voda

Tiobarbituratna kiselina (55 mM)

tiobarbiturna kiselina

demineralizirana voda

Malondialdehid (61 mM)
malondialdehid

demineralizirana voda

Albumin govedeg seruma (BSA., 10x)
BSA

demineralizirana voda

Bradfordov reagens

Coomasie blue

etanol

0,29

1449

0,24 g

do 1000 mL

25 mg
5mL

25 mg
5mL

1009
100,0 mL

0,8g
100,0 mL

1,0 uLL
100,0 uL

10,0 mg
10,0 mL

10,0 mg
5,0 mL
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fosforna kiselina 10,0 mL

Ishodna otopina PCB 77

PCB 77 10 mg

DMSO 3,425 mL
-koncentracije PCB 77 u mediju za uzgoj iznosile su 10, 25, 50, 751 100 uM

Ishodna otopina PCB 153

PCB 153 10 mg

DMSO 2,77 mL
-koncentracije PCB 153 u mediju za uzgoj iznosile su 10, 25, 50, 751 100 uM

Ishodna otopina vitamina E

a-tokoferol 100 mg
apsolutni etanol 1mL

-koncentracije vitamina E u mediju za uzgoj iznosile su 50, 75, 100 i 150 uM

3.1.4. Oprema i uredaji

U radu je koriStena sljedeca oprema:
e inkubator s kontroliranom atmosferom; IR 1500, Automatic CO,, Flow Laboratories,
Velika Britanija
e komora za sterilan rad (laminar); Twin 30, Gelaire Flow Laboratories, Velika Britanija
e inverzni mikroskop; Carl Zeiss, Jena, Njemacka
e svjetlosni mikroskop; LABOVAL 4, Carl Zeiss, Jena, Njemacka
¢ Fuchs-Rosenthalova komorica za brojanje stanica; Assistant, Bright-Line, Njemacka
o spektrofotometar; Helios- y, Thermo Electron Corporation, Velika Britanija
e analiticka vaga; Mettler, Ziirich, Svicarska
e precizna vaga; Mettler P1210, Ziirich, Svicarska
e centrifuga; Centric 322A, Tehnica Zelezniki, Slovenija

e vibracijska mjesalica; Tehnica Zelezniki, Slovenija
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3.2. METODE RADA
3.2.1. Kultivacija CHO-K1 stanica u monosloju

Uzgoj 1 odrzavanje CHO-K1 stanica zapocinje odmrzavanjem stanica. Zamrznute
stanice Cuvaju se na -80 °C u mediju za zamrzavanje koji se sastoji od 80 % Dulbecco
MEM/F12, 10 % FBS-a i 10 % DMSO-a. Stanice se naglo odmrzavaju na 37 °C, u atmosferi
od 95 % zraka i 5 % CO; te centrifugiraju pri 1000 okretaja/min tijekom 5 minuta. Nakon
uklanjanja supernatanta, zapocinje se s kultivacijom stanica u T-bocama uz dodatak medija za
uzgoj (90 % Dulbecco MEM/F12 i 10 % FBS-a) u inkubatoru s kontroliranom atmosferom
(na 37 °C, uz 95 % zraka i 5 % CO). Rad s kulturama zivotinjskih stanica mora se odvijati u
asepti¢kim uvjetima koji se osiguravaju radom u komori za sterilan rad (laminaru).

Optimalni uvjeti za rast i razvoj stanica osiguravaju se redovitim mijenjanjem medija
za uzgoj. CHO-K1 stani¢na linija raste u monosloju, pa je stanice prije prebacivanja u vece
mjerilo potrebno prvo isprati od ostatka iskoriStenog seruma i medija (PBS-om ili tripsinom),
a zatim odvojiti od povrSine T-boce dodavanjem 1-2 mL tripsina. Tripsinizirane stanice se
resuspendiraju u novom mediju za uzgoj te se uzima uzorak stanicne suspenzije za
odredivanje broja stanica metodom Trypan Blue. Stanice se razrijeduju na koncentraciju 2
x10° stanica/mL medija za uzgoj dodatkom svjezeg medija.

Kako bi se stanice mogle upotrebljavati kroz duzi period pohranjuju se zamrzavanjem.
Stanice se zamrzavaju u eksponencijalnoj fazi rasta na nain da se odcentrifugiraju i
resuspendiraju u mediju za zamrzavanje u koncentraciji 5x10° stanica/mL. Po 1 mL takve
suspenzije stanica stavlja se u ampule za zamrzavanje 1 postepenim sniZavanjem temperature

od 1 °C/min zamrzava na temperaturu -80 °C.

3.2.2. Odredivanje broja stanica metodom Trypan Blue

Uzorak od 20 pL suspenzije prethodno tripsiniziranih stanica resuspendira se s 20 pL
0,4 %-tne otopine boje Trypan Blue te se 20 uL te smjese nanese na Fuchs-Rosenthalovu
komoricu za brojanje stanica i pod svjetlosnim mikroskopom izbroje zive (neobojane) i mrtve
(plavo obojane) stanice. Mrtve se stanice oboje budu¢i da boja lako prolazi kroz membranu
narusSenog integriteta.

Fuchs-Rosenthalova komorica podijeljena je na 16 kvadrata, a broje se stanice unutar

Cetiri srediSnja kvadrata. Kako se iste stanice ne bi brojale viSe puta, u svakom se kvadratu uz
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stanice unutar samog kvadrata broje i stanice na donjem i desnom rubu. Dubina komorice je
0,2 mm, a povrsina iznosi 0,0625 mm? (Slika 9). Ukupan broj Zivih stanica u uzorku odredi se
prema formuli:

srednja vrijednost broja izbrojenih stanica x2 x 5 x 10° [stanica/mL]

* ——JJ Uv—
P 9 [ |
*
L @ |
%_
3 - {® 28777 )
* - P — g" ]'% d

o stanice koje se ne broje
e stanice koje se broje

Slika 9. Fuchs-Rosenthalova komorica
3.2.3. Odredivanje vijabilnosti stanica MTT metodom

Tetrazolijeva sol MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid) je sol
zute boje koja se djelovanjem mitohondrijskih dehidrogenaza u Zivim stanicama prevodi u
ljubicasto obojene kristale formazana pa je njezinom primjenom moguce odrediti aktivnost tih
enzima (Supino, 1995). Postupak zapoc€inje sterilnim dodavanjem u svaku jazicu po 200 pL
radne otopine MTT, koju ¢ine tetrazolijeva sol MTT otopljena u PBS-u. Slijedi inkubacija
tijekom 4 h pri 37 °C. Nakon zavr$ene inkubacije medij se uklanja iz jaZica pazeci da se ne
uklone 1 kristali formazana te se u svaku jazicu doda 2 mL DMSO koji otapa nastale kristale.
Intenzitet nastalog obojenja odreduje se spektrofotometrom pri valnoj duljini od 570 nm u

odnosu na slijepu probu.

3.2.4. Odredivanje citotoksi¢nog u¢inka PCB 77 i PCB 153 na CHO-K1 stani¢noj liniji
MTT metodom

U svaku od jazica na multiwell plo¢i sa 6 jaZica otpipetira se po 2 mL suspenzije CHO-
K1 stanica u koncentraciji od 2 x 10* st/mL medija za uzgoj. Nakon 24 sata inkubacije dio
jazica se tretira s 20 puL otopine PCB 77 odnosno PCB 153 tako da se u mediju za uzgoj
postignu koncentracije od 10, 25, 50, 75 i 100 uM (Slika 10). Jedna jazica na multiwell plo¢i

prati se kao kontrola uz dodatak 20 pnL. DMSO-a kako bi se isklju¢io moguci toksi¢ni uéinak
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samog otapala na prezivljenje stanica. Inkubacija nacijepljenih ploca traje 72 sata. Svaka 24
sata metodom MTT se odredi citotoksi¢ni ucinak pojedinog kongenera usporedivanjem
vijabilnosti stanica s i bez dodatka PCB-a. 1z dobivenih rezultata graficki je prikazan odnos
inhibicije stani¢ne proliferacije i koncentracije PCB-a na osnovu ¢ega su odredene I1Cy, I1Cs i
ICgo Vvrijednosti, koje predstavljaju koncentracije PCB-a koje inhibiraju rast 20%, 50% i 80%
biomase CHO-K1 stanica.

O
&) &)
() ()

Slika 10. Multiwell ploc¢a sa 6 jazica. K- kontrola s dodatkom DMSO (10 pL/mL medija);
10, 25, 50, 751 100 uM - koncentracije PCB-a u mediju za uzgoj.

3.2.5. Odredivanje u¢inka vitamina E pri citotoksi¢cnom djelovanju PCB 153 na lipidnu
peroksidaciju i vijabilnost CHO- K1 stanica

3.2.5.1. Odredivanje ucinka vitamina E pri citotoksicnom djelovanju PCB 153 na
proliferaciju CHO-K1 stanica

U svaku od jazica na multiwell plo¢i otpipetira se po 2 mL suspenzije CHO-K1 stanica
u koncentraciji od 2 x 10* st/mL medija za uzgoj. Sat vremena po nacjepljivanju, dio stanica
se tretira vitaminom E prema Shemi 1. Otopine vitamina E u apsolutnom etanolu pripremljene
su tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 50, 75, 100 i 150 uM. Nakon 24
sata predinkubacije stanica vitaminom E, stanice su tretirane s PCB 153 (Shema 1) tako da je
u mediju za uzgoj postignuta koncentracija bila 75 uM. Istovremeno s pracenjem dinamike
rasta stanica tretiranih vitaminom E i PCB 153, pracena je i dinamika rasta stanica kontrolnih
uzoraka tretiranih s istim volumenom apsolutnog etanola u kojem je dodavan vitamin E i
istim volumenom DMSO-a u kojem je dodavan PCB s ciljem odredivanja moguceg toksi¢nog
djelovanja samih otapala. Odabranim kongenerom takoder su tretirane stanice koje nisu bile
predinkubirane vitaminom E. Inkubacija tretiranih stanica traje 72 sata, a svakih 24 sata

provjerava se ucinak vitamina E na proliferaciju stanica tretiranih s PCB 153 metodom MTT.
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apsolutni etanol* | DMSO** | PCB 153" | vitamin E*

kontrolni uzorci + +
pracenje proliferacije stanica uz
PCB 153 * *
pracenje proliferacije stanica
prethodno inkubiranih vitaminom + +

E, a potom tretiranih s PCB 153

Shema 1. Plan pokusa pracenja u¢inka vitamina E pri tretmanu stanica s PCB 153

* volumen dodanog apsolutnog etanola po jazici iznosi 10 pL.

** yolumen dodanog DMSO-a po jazici iznosi 20 pL

* otopine PCB 153 pripravljene u DMSO; 20 uL otopine PCB 153 dodano po
jazici pri ¢emu je u mediju za uzgoj postignuta koncentracija od 75 uM
PCB 153

# otopine vitamina E pripravljene u apsolutnom etanolu; 10 pL otopine
vitamina E dodano po jaZzici pri ¢emu su u mediju za uzgoj postignute
koncentracije 50, 75, 100 i 150 uM vitamina E

Dodatno je ispitan uéinak vitamina E na proliferaciju stanica tretiranih s PCB 153

metodom Trypan Blue, 24 sata nakon tretmana ksenobiotikom.

3.2.5.2. Odredivanje ucinka vitamina E pri citotoksicnom djelovanju PCB-153 na
peroksidaciju lipida CHO-K1 stanica

Slobodni radikali, ¢ije porijeklo moZe biti molekularni kisik koji je primio elektron iz
razli¢itih izvora ili aktivirane forme nekog spoja koji je uSao u stanicu, mogu napasti
nezasic¢ene lipide u stanicama, §to rezultira lan¢anom reakcijom Stvaranja slobodnih radikala.
Takva reakcija zavrsava stvaranjem produktata razgradnje lipida: lipidnih alkohola, aldehida i
malondialdehida (Durgo i sur, 2007). Vrlo Cesto koriStena metoda za odredivanje lipidne
peroksidacije u in vitro kulturama, kojom se dobivaju dovoljno precizni rezultati, je mjerenje

koli¢ine nastalog kompleksa malondialdehid-tiobarbiturna kiselina (MDA-TBA).

Odredivanje TBA-MDA kompleksa u uzorcima

13 mL stani¢ne suspenzije (1x10°st/mL medija za uzgoj) nacjepljeno je u Petrijeve

zdjelice promjera 10 mm. Nakon sat vremena, dio stanica je tretiran vitaminom E (prema
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Shemi 1) tako da je u mediju za uzgoj postignuta koncentracija od 50, 100 i 150 uM.
Predinkubacija vitaminom E trajala je 24 sata, nakon ¢ega su stanice tretirane s 75 uM
PCB 153. Istovremeno s pra¢enjem ucinka vitamina E i PCB 153 na stanice, praceni Su i
kontrolni uzorci stanica tretirani s istim volumenom apsolutnog etanola u kojem je dodavan
vitamin E i istim volumenom DMSO-a u kojem je dodavan PCB s ciljem odredivanja
moguceg toksi¢nog djelovanja samih otapala. 24 sata nakon tretmana ksenobiotikom, stanice
su sastrugane s dna Petrijevih zdjelica plasticnim Stapi¢em, a na talog stanica stavljeno 100
uL vode te se stanice liziraju (30 minuta). Na stanice se stavlja 500 uL trikloroctene kiseline
(15 minuta na 90°C). Slijedi centrifugiranje stanica na 5000 okretaja/minuti tijekom 5 minuta.
Na sveukupni supernatant dodaje se tiobarbiturna kiselina do volumena od 1,5 mL. Smjesa se
inkubira 15 minuta na 100 °C, nakon ¢ega se uzorci hlade u mlakoj vodi. Intenzitet ruzicasto
obojenog kompleksa TBA-MDA mjeri se spektrofotometrijski na 532 nm i 600 nm. Valna
duzina od 600 nm predstavlja vrijednost nespecificne absorbancije te se oduzima od
vrijednosti absorbancije izmjerene na 532 nm.

Iz bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost absorbancije o koncentraciji TBA-MDA
kompleksa odreduje se pripadajuca vrijednost koncentracije malondialdehida u ispitivanim
uzorcima, te se izrazava u mmol/g proteina, a vrijednost koncentracije se korigira za faktor

razrjedenja (Cereser i sur., 2001; McCarthy i sur., 2004):

(Assy_e00 — D) xV
C(I\/ID'A‘)uzorak = a"A:?:-Zr\G/OOXC

proteina

¢ (MDA) — koncentracija malondialdehida u uzorku izrazena u mmol/g proteina
As32-600 — razlika absorbancija na 532 i 600 nm

b — odsjecak na osi y bazdarnog dijagrama

V=1mL

a — koeficjent smjera pravca bazdarnog dijagrama

TV — ukupni volumen u kiveti

¢ — koncentracija proteina odredena metodom po Bradfordu

BazZdarni pravac za odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA)

1 uL malondialdehida otopi se u 100 puL demineralizirane vode. Iz ishodne otopine
malondialdehida pripremi se niz razrjedenja u rasponu koncentracija 0,5-3 puM. Otopini

malondialdehida dodaje se trikloroctena kiselina kako bi se malondialdehid koji se nalazi u
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acetalnom obliku preveo u aldehidni oblik. Nakon reakcije s tiobarbiturnom kiselinom nastaje
crveno obojeni kompleks TBA-MDA. Intenzitet crveno obojenog kompleksa mjeri se
spektrofotometrijski na 532 nm i 600 nm. Valna duzina od 600 nm predstavlja vrijednost
nespecifiéne absorbancije, te se oduzima od vrijednosti izmjerene na 532 nm. Iz dobivenih
podataka crta se bazdarni dijagram tako da se na 0s apscisu nanose vrijednosti koncentracija
malondialdehida, a na 0s ordinatu vrijednosti specificne absorbancije za TBA-MDA
kompleks. Iz jednadzbe pravca izracuna se, pomocéu poznate vrijednosti specificne
absorbancije za TBA-MDA kompleks pojedinog uzorka, pripadajuca vrijednost koncentracije

malondialdehida.

Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima

Princip odredivanja koncentracije ukupnih stani¢nih proteina u stani¢nom lizatu
metodom po Bradfordu temelji se na ¢injenici da se spoj Coomassie blue G 250 veze za
arginilne i lizinske ostatke proteina, ali ne i za slobodne aminokiseline. 1z bazdarnog pravca
koji prikazuje ovisnost absorbancije o koncentraciji proteina, a pomocu izmjerene
apsorbancije pojedinog uzorka, odreduje se pripadajuca vrijednost koncentracije proteina u
tim uzorcima.

Koncentracija proteina u ispitivanim uzorcima odreduje se tako da se u Kivetu stavlja 5
puL uzorka (stanicnog lizata), 95 pL demineralizirane vode i 1 mL Bradfordovog reagensa.
Pripremljene otopine moraju odstajati 2 minute prije mjerenja apsorbancije na 595 nm.
Koncentracija proteina u uzorcima odreduje se prema formuli:

A595 —b

a

y(proteina) =

uzorak

y (proteina) — koncentracija proteina u uzorku izraZzena u mg/mL
Asgs — apsorbancija izmjerena na 595 nm
b — odsjecak na osi y bazdarnog dijagrama

a — koeficijent smjera pravca bazdarnog dijagrama

BaZdarni pravac za odredivanje koncentracije proteina

U kivetama se pripremi raspon koncentracija albumina govedeg seruma (BSA) od 0

mg/mL do 1 mg/mL u ukupnom volumenu od 100 pL. Na otopinu proteina odredene
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koncentracije dodaje se 1 mL Bradfordovog reagensa. Absorbancija se odreduje na 595 nm, a
pripremljeni uzorci moraju stajati barem dvije minute prije pocetka mjerenja. Mjerenje se
mora izvrSiti unutar 60 minuta. Na osnovi dobivenih rezultata, konstruira se bazdarni
dijagram tako da se na os apcisu nanose vrijednosti koncentracije proteina, a na os ordinatu

odgovarajuce vrijednosti absorbancije (Bradford, 1976).
3.3. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (&) uzoraka u skupini:

1
Py )

s pripadaju¢im standardnim greSkama 5;

_ |E(3‘~’z'_f:]2
% wl N(N—1)

izraCunate iz pojedinacne vrijednosti uzoraka x; i ukupnog broja uzoraka N.

Statisti¢ka analiza provedena je Studentovim t-testom, a t vrijednost dobivena je iz
izraza:

Xy X
—
o2 2
|5 -f*_+5 @y
\

t =

Statisticki znacajnim su smatrane razlike izmedu skupina za koje je stupanj vrijednosti (p) bio

manji od 0,05.
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Rezultati

4.1. CITOTOKSICNI UCINAK PCB 77 NA CHO-K1 STANICNOJ LINIJI ODREDEN
MTT METODOM

U svrhu pracenja citotoksicnog u¢inka PCB 77 na CHO-K1 stani¢noj liniji stanice se
nacjepljuju u jaZice multiwell ploda u koncentraciji 2 x 10% stymL (V=2 mL) i nakon 24 sata
tretiraju s 20 pL otopine PCB-a u DMSO-u tako da koncentracija PCB-a 77 u mediju za uzgoj
iznosi 10, 25, 50, 75 i 100 uM. Takoder, prati se rast kontrolnih stanica kojima se dodaje 10
uL DMSO/mL. Citotoksi¢ni u¢inak 10-100 uM PCB 77 na proliferaciju stanica pracen je

tijekom 72 sata MTT metodom i prikazan na Slici 11.

25 -
2
e
£ 10 —+—K DMSO
-]
s —=—PCB 77 (10)
E ——PCB 77 (25)
;‘5, 1 PCB 77 (50)
-3 —=—PCB 77 (75)
PCB 77 (100)
05
0

0 24 48 72
vrijeme (sati)

Slika 11. Citotoksi¢ni uc¢inak PCB 77 na dinamiku rasta CHO-K1 stanica praéen MTT
metodom. K DMSO- kontrola uz dodatak 10 u. DMSO/mL medija za uzgoj; koncentracija
PCB-a u mediju za uzgoj: PCB 77 (10) - 10 uM; PCB 77 (25) - 25 uM; PCB 77 (50) - 50
uM; PCB 77 (75)- 75 uM; PCB 77 (100) - 100 pM

Slika 11 prikazuje inhibitorni u¢inak i toksi¢no djelovanje primijenjenih koncentracija PCB
77 na CHO-K1 stanice. Uoceno je proporcionalno smanjenje vijabilnosti stanica pove¢anjem
koncentracije PCB-a 77. Pri najvisoj koncentraciji PCB-a 77 (100 uM) gotovo je u potpunosti

inhibirana stani¢na aktivnost.
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Rezultati

Provedena je i svjetlosna mikroskopija kontrolnih uzoraka stanica i stanica nakon
tretmana s 10 uM i 100 uM PCB 77 uz prethodno primijenjenu MTT metodu. Stanice su
inkubirane tetrazolijevom soli MTT (ili 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev
bromid) pri ¢emu su u Zivim stanicama formirani ljubicasti kristali formazana pod
djelovanjem mitohondrijskih dehidrogenaza. Smanjeni broj stanica i manje formiranih kristala
nakon tretmana s PCB 77 (Slika 12, B i C) u odnosu na kontrolu (Slika 12, A) ukazuje na

citotoksi¢no djelovanje i visok inhibitorni u¢inak PCB 77 na stani¢nu proliferaciju.

Slika 12. Svjetlosna mikroskopija CHO-K1 stanica nakon 72 sata uz provedenu MTT metodu
(povecanje 400 x): A kontrolni uzorak stanica uz dodatak 10 pL. DMSO-a/mL medija za
uzgoj; B CHO-K1 stanice tretirane s 10 uM PCB 77; C CHO-K1 stanice tretirane s 100 uM
PCB 77.

Citotoksi¢nost PCB 77 ispitana je postavljanjem pokusa u kojem su napravljena
najmanje tri paralelna uzorka za svaku koncentraciju. Rezultati toksi¢nog uc¢inka PCB 77 na

proliferaciju CHO-K1 stanica su statisticki obradeni i prikazani u Tablici 1.

Tablica 1. Citotoksi¢ni uc¢inak PCB-a 77 na proliferaciju CHO-K1 stanica tijekom 72 sata
pracen MTT metodom
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Rezultati

Apsorbancija (570 nm)
24 h 48 h 72 h
0,517+ 0,848 + 2,075+
K DMSO*
0,0284** 0,0472 0,2139
0,515+ 0,896 + 2,006 +
PCB 77 (10 uM)
0,0334 0,0238 0,0887
0,453+ 0,622+ 1,356 +
PCB 77 (25 uM) X
0,0428 0,0182 0,1181°
0,388+ 0,395+ 0,622 +
PCB 77 (50 uM)
0,0381 0,0397° 0,0802°
0,295+ 0,277+ 0,365+
PCB 77 (75 uM) b d
0,0390 0,0143 0,0327°
0,281+ 0,193+ 0,179+
PCB 77 (100 uM) .
0,0108° 0,0211 0,0741°

* kontrola uz dodatak 10 uL. DMSO/mL medija za uzgoj; ** srednja vrijednost + standardna
pogreska; statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): #p<0,05; b p<0,025; ¢ p<0,005; d p<0,001

Pri ispitivanju utjecaja PCB 77 na proliferaciju stanica odredeno je statisti¢ki znacajno
smanjenje proliferacije u odnosu na kontrolu. Nakon 24 sata statisticki znacajna inhibicija
stani¢ne proliferacije utvrdena je pri 75 uM PCB 77 (p<0,025) i 100 uM PCB 77 (p<0,005).
Nize koncentracije PCB 77 (10, 25, 50 uM) uzrokuju smanjenje vijabilnosti stanica, medutim
proliferacija i stani¢na aktivnost nije bila inhibirana znacajno u odnosu na kontrolu. Tijekom
duzeg vremena inkubacije (48 1 72 sata) kontinuirano je izrazen inhibitorni u¢inak na stani¢nu
proliferaciju. Nakon 48 sati statisticki znacajno manje vijabilnih stanica odredeno je pri 25
uM PCB 77 (p<0,025), 50 uM PCB 77 (p<0,005) te pri 75 i 100 uM PCB 77 (p<0,001).
Statisti¢ki znacajna inhibicija nakon 72 sata zabiljeZena je pri 25 uM PCB 77 (p<0,05) i pri
svim primijenjenim vis§im koncentracijama: 50-100 uM PCB 77 (p<0,005).
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Rezultati

4.1.1. IC vrijednosti za PCB 77 na CHO-KI1 stani¢noj liniji

Citotoksi¢ni ucinak razli¢itih koncentracija PCB 77 prikazan je kao postotak
prezivljenja tretiranih stanica u odnosu na kontrolu. Ovisnost prezivljenja CHO-K1 stanica o
koncentraciji PCB 77 tijekom 72 sata inkubacije prikazana je na Slici 13. Raspon ispitanih
doza PCB 77 je od 10 do 100 uM pri ¢emu je ucinak pojedine doze odreden iz najmanje 3

mjerenja.
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Slika 13. Vijabilnost CHO-K1 stanica nakon 24, 48 i 72 sata uz tretman s 10 do 100 uM PCB
77 u odnosu na kontrolne vrijednosti (stanice tretirane s 10 uL DMSO/mL) pra¢eno MTT
metodom. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardno odstupanje, a odredeni su
iz najmanje 3 mjerenja. Jednadzbe se odnose na interpolirane polinomne Kkrivulje s
pripadaju¢im R?vrijednostima nakon odredenog perioda inkubacije (24, 48 ili 72 h).

IC vrijednosti su izracunate iz pripadaju¢ih jednadZzbi interpoliranih polinomnih
krivulja (trend line) koje najmanje odstupaju od izmjerenih podataka pri ¢emu se kod odabira
interpoliranje krivulje teZilo da njoj pripadajuéi koeficijent determinacije (R?) bude $to blizi 1.
Vrijednost koeficijenta determinacije kreée se u intervalu 0< R*<1. Regresijski model je

reprezentativniji ukoliko je ovaj pokazatelj blizi 1.

33



Rezultati

IC vrijednosti za PCB 77 u CHO-K1 stani¢noj liniji izracunate iz jednadzbi interpoliranih
polinomnih krivulja nakon 24, 48 i 72 sata prikazane su u Tablici 2. 1Cy, ICso i ICgp SU
vrijednosti koje predstavljaju one koncentracije PCB 77 kod kojih dolazi do 20, 50 i 80 %-tne
inhibicije stani¢nog rasta. ICsq vrijednosti za PCB 77 nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije iznose
107,668 uM , 49,971 uM i 36,077 uM.

Tablica 2. Koncentracije PCB 77 (uM) koje inhibiraju proliferaciju CHO-K1 stanica za 20,
501 80 % odredene MTT metodom nakon 24, 48 i 72 sata

IC vrijednosti za PCB 77 na vrijeme (sati)
CHO-K1 stanicama (uM) 24 48 72
IC20 37,240 20,848 14,956
1Csp 107,668 49,971 36,077
1Cg / / 67,842

4.2. CITOTOKSICNI UCINAK PCB 153 NA CHO-K1 STANICNOJ LINLJI
ODREDEN MTT METODOM

Vijabilnost stanica tretiranih s PCB 153 i kontrolnih uzoraka stanica pracena je MTT
metodom, a pokusi su postavljeni na identi¢an nacin kao pri prac¢enju citotoksicnosti PCB 77.
Rezultati su prikazani na Slici 14. Povec¢anjem koncentracije PCB 153 uoceno je smanjenje
proliferacije stanica. Inhibitorni u¢inak i toksi¢no djelovanje PCB 153 na CHO-K1 stanice
vidljivo je kod svih koncentracija (Slika 14), iako znatno slabije izraZzeno nego nakon
tretmana stanica s PCB 77 (Slika 11). Pri koncentracijama PCB 153 50 uM, 75 uM i 100 uM

i s produljenim vremenom inkubacije taj je u¢inak znatno vise izrazen.
Svjetlosna mikroskopija kontrolnih uzoraka stanica i stanica tretiranih s 10 uM i 100

uM PCB 153 uz prethodno provedenu MTT metodu (Slika 15) potvrdila je inhibiciju

proliferacije stanica kao i toksi¢nost PCB 153.
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Slika 14. Citotoksi¢ni u¢inak PCB 153 na dinamiku rasta CHO-K1 stanica pracen MTT
metodom. K DMSO- kontrola uz dodatak 10 pLL DMSO-a/mL medija za uzgoj; koncentracija
PCB-a u mediju za uzgoj: PCB 153 (10) - 10 uM; PCB 153 (25) - 25 uM; PCB 153 (50) - 50
uM; PCB 153 (75 )- 75 uM; PCB 153 (100) - 100 uM

Slika 15. Svjetlosna mikroskopija CHO-K1 stanica nakon 72 sata uz provedenu MTT metodu
(povecanje 400 x); A kontrolni uzorak stanica uz dodatak 10 uL. DMSO/mL medija za uzgoj;
B CHO-KI1 stanice tretirane s 10 uM PCB 153; C CHO-K1 stanice tretirane s 100 uM
PCB 153.
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Rezultati

U Tablici 3 prikazani su statisticki obradeni rezultati citotoksi¢nog uc¢inka PCB 153 na
proliferaciju CHO-K1 stanica. Rezultati su dobiveni iz dva pokusa pri ¢emu su u svakom

pokusu provedena najmanje 2 do 3 paralelna mjerenja za svaki pojedini uzorak.

Tablica 3. Citotoksi¢ni ué¢inak PCB-a 153 na proliferaciju CHO-K1 stanica tijekom 72 sata
pracen MTT metodom

Apsorbancija (570 nm)
24 h 48 h 72 h
0,640% 1,356+ 2,322+
K DMSO*
0,0323** 0,0733 0,3039
0,630+ 1,291+ 2,072+
PCB 153 (10 uM)
0,0217 0,1011 0,3009
0,604 + 1,243+ 2,121+
PCB 153 (25 uM)
0,0131 0,1025 0,3541
0,596 + 1,070+ 1,586+
PCB 153 (50 uM)
0,0326 0,0962° 0,3157
0,538+ 0,979+ 1,614+
PCB 153 (75 uM)
0,0330 0,1170° 0,2160
0,395+ 0,740+ 1,050+
PCB 153 (100 uM) .
0,0377° 0,0138 0,0975°

* kontrola uz dodatak 10 uL. DMSO/ mL medija za uzgoj; ** srednja vrijednost + standardna
pogreska; statisti¢ki zna¢ajna razlika (Student t-test): © p<0,005; 9p<0,001; ¢ p<0,01

Statisticki znacajna inhibicija proliferacije CHO-K1 stanica tretiranih s PCB 153
nakon 24 sata odredena je samo pri najvecoj koncentraciji PCB 153, 100 uM (p<0,005). Pri
ostalim koncentracijama (10- 75 uM) doslo je do smanjenja vijabilnosti stanica, medutim
proliferacija nije bila inhibirana znacajno u odnosu na kontrolu. Nakon 48 sati inkubacije
statisticki znacajna inhibicija odredena je kod 50 uM 1 75 uM PCB 153 (p<0,005) te kod 100
uM PCB 153 (p<0,001). Nakon 72 sata proliferacija stanica nije bila inhibirana znacajno u
odnosu na kontrolu iako je doslo do smanjenja vijabilnosti stanica, osim pri najvisoj, 100 uM
dozi PCB 153 (p<0,01).
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Rezultati

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

Ovisnost prezivljavanja CHO-K1 stanica o koncentraciji PCB 153 tijekom 72 sata
prikazana je na Slici 16. Raspon ispitanih doza PCB 153 je od 10 do 100 pM pri ¢emu je

ucinak pojedine doze odreden iz najmanje tri do Sest mjerenja.
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Slika 16. Vijabilnost CHO-K1 stanica nakon 24, 48 i 72 sata uz tretman s 10 do 100 uM PCB
153 u odnosu na kontrolne vrijednosti (stanice tretirane s 10 pL. DMSO/mL) praceno MTT
metodom. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardno odstupanje, a odredeni su
iz najmanje 3 mjerenja. Jednadzbe se odnose na interpolirane polinomne krivulje s
pripadajué¢im R? vrijednostima nakon odredenog vremena inkubacije (24, 48 ili 72 h).

Iz jednadzbi interpoliranih polinomnih krivulja izracunate su ICyg, ICsp i 1Cgo Vrijednosti
nakon 24, 48 i 72 sata i prikazane u Tablici 4. 1Cs vrijednosti za PCB 153 nakon 24, 48 i 72
sata inkubacije iznose 108,734 uM , 111,502 uM i 99,510 uM.
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Rezultati

Tablica 4. Koncentracije PCB 153 (uM) koje inhibiraju proliferaciju CHO-K1 stanica za 20,
501 80 % odredene MTT metodom nakon 24, 48 i 72 sata

IC vrijednosti za PCB 153 na vrijeme (sati)
CHO-K1 stanicama (uM) 24 48 72
1C2 69,259 52,121 29,646
ICso 108,734 111,502 99,510
I1Cs0 136,759 158,155 /

IC vrijednosti za PCB 153 (Tablica 4) i PCB 77 (Tablica 2) indiciraju izraZeniju

citotoksi¢nost planarnog kongenera, "dioksinu sli¢nog" PCB-a 77.

4.3. CITOTOKSICNOST PCB-a 153 U KULTURI CHO-K1 STANICA UZ

PRETHODNU INKUBACIJU VITAMINOM E

U svrhu odredivanja moguéeg protektivnog ucinka vitamina E pri tretmanu s

PCB 153, CHO-K1 stanice se nacjepljuju u jazice multiwell plo¢a u koncentraciji 2 x 10*

st/mL (V=2 mL) i dodaje se 10 uL otopine vitamina E u etanolu tako da koncentracija

vitamina E u mediju za uzgoj iznosi 50, 75, 100 i 150 uM. Nakon 24 sata inkubacije s

vitaminom E stanice se tretiraju s 20 uL otopine PCB-a u DMSO-u tako da koncentracija

PCB 153 u mediju iznosi 75 pM. Takoder, istovremeno se prati rast stanica samo uz 75 uM

PCB 153 bez predinkubacije vitaminom E 1 kontrolnog uzorka (uz dodatak 20 uL DMSO i 10

pL etanola po jazici). Rezultati su prikazani u Tablici 5.
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Rezultati

Tablica 5. Citotoksi¢ni uc¢inak 75 uM PCB-a 153 na proliferaciju CHO-K1 stanica
predinkubiranih vitaminom E tijekom 72 sata pra¢en MTT metodom

Apsorbancija (570 nm)
24 h 48 h 72 h
0,810% 1,400+ 2,588+
K DMSO/EtOH* 0,1175** 0,1360 0,2094
9) (11) (12)
0,533+ 1,150+ 1,791+
PCB 153 (75 uM) 0,0276 0,1213 0,2430
(®) 9) (10)
0,725+ 1,270+ 1,952+
PCB 153 (75 uM) +
0,1754 0,1468 0,1857
vitamin E (50 uM)
(6) 9) (11)
0,897+ 1,236+ 1,850+
PCB 153 (75 uM) +
0,1989 0,1395 0,1716
vitamin E (75 pM)
9) (12) (12)
0,751+ 1,244+ 1,653+
PCB 153 (75 uM) +
0,1277 0,1430 0,1864
vitamin E (100 pM)
9) (10) 9)
0,805+ 1,391+ 2,014+
PCB 153 (75uM) +
. 0,1196° 0,1570 0,2741
vitamin E (150 pM)
() (10) (10)

* kontrola uz dodatak 10 u. DMSO/ mL medija za uzgoj 1 5 pL etanola/mL medija za uzgoj;
** srednja vrijednost + standardna pogreska; () broj uzoraka; statisticki znacajna razlika
(Student t-test): # p<0,05

Ucinak razli¢itih koncentracija vitamina E prikazan je kao postotak preZivljenja
stanica tretiranih s 75 uM PCB 153, a prethodno inkubiranih s vitaminom E u odnosu na
stanice tretirane s 75 pM PCB 153, ali bez prethodne inkubacije s vitaminom E. Raspon
ispitanih doza vitamina E je od 50 do 150 puM pri ¢emu je ucinak pojedine doze odreden iz

najmanje 3 mjerenja, a rezultati dobiveni tijekom 72 sata kultivacije prikazani su na Slici 17.
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Slika 17. Vijabilnost CHO-K1 stanica nakon 24, 48 i 72 sata uz tretman s 75 uM PCB 153 i
predtretman vitaminom E (50, 75, 100, 150 uM) u odnosu na kontrolne vrijednosti (stanice
tretirane s PCB-om, bez prethodnog tretmana vitaminom E) pra¢eno MTT metodom. Podaci
su prikazani kao srednja vrijednost + standardno odstupanje, a odredeni su iz Cetiri pokusa od
kojih svaki ima najmanje dva do tri paralelna mjerenja.

Slika 18. Svjetlosna mikroskopija CHO-K1 stanica nakon 72 sata uz provedenu MTT metodu
(povecanje 400 x); A kontrolni uzorak stanica uz dodatak 10 pL DMSO-a/mL medija za
uzgoj i 5 uL etanola/mL medija za uzoj; B CHO-K1 stanice tretirane s 75 uM PCB 153; C
CHO-K1 stanice tretirane s 75 uM PCB 153 i prethodno inkubirane s 150 pM vitaminom E.
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Rezultati

Provedena je i svjetlosna mikroskopija kontrolnih uzoraka stanica, stanica tretiranih s
75 uM PCB 153 te stanica tretiranih s 75 pM PCB 153 i prethodno inkubiranih s 150 pM
vitaminom E uz prethodno primijenjenu MTT metodu. Smanjeni broj obojenih stanica
tretiranih s 75 uM PCB 153 (Slika 18, B) u odnosu na kontrolni uzorak stanica (Slika 18, A)
dokaz je inhibicije proliferacije stanica pod djelovanjem PCB 153. Povecan broj stanica
prethodno inkubiranih s vitaminom E (Slika 18, C) u odnosu na uzorak stanica tretiranih s 75
uM  PCB 153 bez dodanog vitaminom E (Slika 18, B) indikacija je protektivnog ucinka

vitamina E.

Protektivno djelovanje vitamina E na proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih s 75 uM

PCB 153 najizrazenije je 24 h nakon tretmana.

4.4. UCINAK VITAMINA E NA LIPIDNU PEROKSIDACIJU I TRYPAN BLUE
METODOM ODREDENA VIJABILNOST CHO-K1 STANICA TRETIRANIH S PCB
153

4.4.1. U¢inak vitamina E pri citotoksi¢nom djelovanju PCB 153 odreden Trypan Blue
metodom

Vijabilnost stanica tretiranih s 75 uM PCB 153, a prethodno inkubiranih s vitaminom
E (50, 100, 150 uM) odredena je Trypan blue metodom 24 sata nakon tretmana. Pokus je
postavljen na identi¢an na¢in kao kod pracenja ucinka vitamina E MTT metodom (Poglavlje
4.3). Ucinak pojedine doze odreden je iz tri pokusa, a za svaki uzorak provedena su najmanje
dva paralelna mjerenja. Takoder, pracen je rast kontrolnih uzoraka stanica (uz dodatak 10 puL
DMSO/mL medija za uzgoj i 5 pL etanola/mL medija za uzgoj) te stanica tretiranih s 75 pM
PCB 153 (bez dodanog vitamina E). Statisticki znafajno povecanje vijabilnosti stanica
tretiranih s 75 uM PCB 153, a predinkubiranih vitaminom E u odnosu na stanice kojima nije
dodan vitamin E odredeno je kod koncentracije vitamina E 100 uM (p<0,05) i 150 uM
(p<0,025). Kod 50 uM koncentracije vitamina E zamijeceno je povecanje broja Zivih stanica,

medutim proliferacija nije povecana znacajno u odnosu na stanice kojima nije dodan vitamin

E (Slika 19).
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broj stanica x104/mL
=

EtOH/DMSO EtOH/PCB 153 E50/PCB 153 E100/PCB 153 E150/PCB 153

Slika 19. Vijabilnost CHO-K1 stanica nakon 24 sata uz tretman s 75 uM PCB 153 i
predtretman vitaminom E u odnosu na kontrolne vrijednosti (stanice uz dodatak 10 pL
DMSO/ mL medija i stanice tretirane s PCB-om) pra¢eno Trypan blue metodom. Podaci
pokazuju srednju vrijednost i standardno odstupanje; statisticki znacajna razlika (Student t-
test): ®p<0,05; ° p<0,025;

4.4.2. U¢inak vitamina E na lipidnu peroksidaciju CHO-K1 stanica tretiranih s PCB 153

U svrhu pracenja peroksidacije lipida, stanice se nacjepljuju u Petrijeve zdjelice u
koncentraciji 1 x 10° st/mL (V=13 mL) i dodaje se otopina vitamina E u etanolu u
koncentracijama 50, 100 i 150 uM. Nakon 24 sata stanice se tretiraju sa otopinom PCB-a u
DMSO-u koncentracije 75 uM. Odredivanje lipidne peroksidacije je provedeno mjerenjem
koli¢ine nastalog kompleksa malondialdehid-tiobarbiturna  kiselina (MDA-TBA)
spektrofotometrijski pri 532 nm i 600 nm. Valna duzina od 600 nm predstavlja vrijednost
nespecifi¢ne absorbancije, te se oduzima od vrijednosti absorbancije izmjerene na 532 nm. Iz
bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost absorbancije o koncentraciji TBA-MDA kompleksa
(Slika 20) odredena je pripadajuca vrijednost koncentracije malondialdehida u ispitivanim
uzorcima. Odredena je i koli¢ina proteina metodom po Bradford. Iz bazdarnog pravca koji
prikazuje ovisnost absorbancije o koncentraciji proteina (Slika 21), a pomocu izmjerene
apsorbancije pojedinog uzorka, odredena je pripadajuéa vrijednost koncentracije proteina u
tim uzorcima.
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Slika 20. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije TBA-MDA kompleksa
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Slika 21. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Peroksidacija lipida kontrolnih netretiranih CHO-K1 stanica, stanica tretiranih s

PCB-em te stanica tretiranih s PCB-em i prethodno inkubiranih vitaminom E izrazena je kao

koli¢ina kompleksa malondialdehid-tiobarbiturna kiselina (mmol TBA/MDA) po gramu

proteina i prikazana na Slici 22.
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Slika 22. Peroksidacija lipida CHO-K1 stanica tretiranih s PCB 153, CHO-K1 stanica
tretiranih s PCB 153 i prethodno inkubiranih s vitaminom E te kontrolnih netretiranih stanica
24 h nakon tretmana

PCB 153 u koncentraciji 75 uM uzrokuje povecanje peroksidacije lipida CHO-K1 stanica.
Nadalje, kod stanica predinkubiranih vitaminom E u koncentraciji 50, 100 i 150 pM
zamije¢eno je smanjenje peroksidacije lipida CHO-K1 stanica u odnosu na one Kkoje nisu

predinkubirane vitaminom E.
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Poliklorirani bifenili (PCB-i) pripadaju grupi spojeva poznatoj kao perzistentni
organski zagadivaci (Persistent Organic Pollutants, POPs). Karakterizira ih otpornost na
fotoliticku, kemijsku i bioloSku razgradnju, niska topljivost u vodi, ali visoka topljivost u
mastima, Sto rezultira bioakumulacijom u masnim tkivima Zivotinja (Krauthacker, 2000).
Nalaze se u okoliSu u niskim razinama, ali se prenose na velike udaljenosti putem vode i zraka
pa su zbog toga Siroko rasprostranjeni po cijelom svijetu ukljucujuéi i podrucja gdje se nikada
nisu koristili (IMI, 2003). Poliklorirani bifenili su se komercijalno poceli proizvoditi 1929.
godine, a prva analiza i identifikacija PCB-a u tkivima ljudi i Zivotinja provedena je 1966.
godine (WHO, 2003).

Poliklorirani bifenili (C12H10.nCly)) su aromatske molekule s dva povezana benzenska
prstena u kojima su neki ili svi vodikovi atomi supstituirani atomima klora. Postoji 209
razli¢itih izomera i homologa PCB-a (tzv. kongenera) ovisno o broju i polozaju klorovih
atoma u molekuli koji se medusobno razlikuju i po toksi¢nosti. PCB-i se povezuju s
negativnim ucincima na ljudsko zdravlje koji ukljuéuju promjene u neurolo§kom razvoju,
neuroendokrinoj funkciji, ponasanju te narusenoj imunosnoj i reproduktivnoj funkeiji (Klinci¢
I Herceg Romani¢, 2011). Izlozenost PCB-ima povecava rizik od raka, infekcija, hipotireoze,
neplodnosti, ishemijske bolesti srca, artritisa, dijabetesa, astme, kao i radanja djece s nizim
koeficijentom inteligencije te nize tjelesne mase od normalne (Carpenter, 2006). PCB
kongeneri se obzirom na konfiguraciju dijele na planarne ("dioksinu sli¢ne") i neplanarne
("orto-supstituirane"). Djelovanje planarnih PCB-a povezano je s njihovim visokim afinitetom
za vezanje na Ah receptor (AhR), dok su neplanarni PCB-i slabi antagonisti AhR-a. Treba
napomenuti da svi toksi¢ni efekti ne ovise o Ah receptoru te PCB-i koji nemaju planarnu
strukturu i Koji su orto-supstituirani mogu djelovati na drugaciji na¢in (McFarland i Clarke,
1989).

Visoka postojanost, toksi¢nost i potvrdena kancerogena 1 teratogena svojstva PCB-a
bila su povod ogranic¢enju ili zabrani njihove proizvodnje i primjene u mnogim zemljama.
Izvori PCB-a u nasoj zemlji jo§ uvijek postoje. To je prvenstveno oprema koja sadrzi PCB-e
(kondenzatori, transformatori), kao i zalihe ulja koja sadrze PCB-e iz kojih curenjem,
hlapljenjem 1 neprimjerenim skladiStenjem te odlaganjem iskoristenih uredaja mogu dospjeti
u okolis i ljude (MZOPU, 2008). Istrazivanja su pokazala da su neka tla kontaminirana PCB-
ima kao rezultat ratnih razaranja tijekom Domovinskog rata, npr. industrijskih postrojenja

koja su sadrzavala PCB-e. Potencijalni izvor PCB-a su takoder i odlagalista otpada, koja su
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uglavnom bila nekontrolirana, pa se PCB-i nalaze u deponiranom otpadu u nepoznatim
koli¢inama (IMI, 2003).

Prva istrazivanja toksi¢nosti ograni¢avala su se (zbog toksikoloSkog pristupa i
instrumentalnih ograni¢enja analitickih tehnika) na odredivanje ukupnih polikloriranih
bifenila u analiziranim uzorcima. Zahvaljuju¢i kongener-specificnim istrazivanjima
toksi¢nosti i napretku analitickih tehnika, posebno plinske kromatografije, uvedene su danas i
kongener specifi¢ne analize PCB-a kako u uzorcima iz okoli$a tako i u uzorcima iz ljudi.
Vecina danas$njih istrazivanja ograniCava se na analizu Sest indikatorskih PCB-a oznacenih
prema IUPAC-u kao PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 i PCB 180 za koje se
smatra da su toksikoloski vazni kako zbog toksi¢nog potencijala tako i zbog razina u kojima

su prisutni (Krauthacker, 2000).

.....

povezuje s planarnom "dioksinu slicnom" strukturom koja mu omoguéava vezanje na
Ah receptor. Studije su pokazale da izlozenost PCB-u 77 tijekom gestacije poslijedi¢no
rezultira negativnim udincima na razvoj mozdanih funkcija (Simmons i sur., 2005) te je
primije¢ena modulacija seksualnog ponasSanja u zenskom potomstvu (Wang 1 sur., 2002).
Takoder je utvrdeno da aplikacija PCB 77 tijekom gestacije utjeCe na prezivljavanje te
smanjnje tjelesne mase mladuncadi kao i na ponasSanje majki (Simmons i sur., 2005).
Pojedina istrazivanja ukazala su na inflamatorno djelovanje PCB 77 (Henning i sur., 1999;
Lim i sur., 2007). Takoder, PCB 77 ugrozava normalne funkcije vaskularnih endotelnih
stanica povecanjem ekspresije gena CYP1A1, oksidativnog stresa i vezujuce aktivnosti NF-
kB na DNA (Henning i sur., 2002). Analize promjena na jatri nakon tretmana s PCB 77 su
pokazale, na razini hepatocita, povec¢anje volumena endoplazmatskog retikuluma, poremecaj

u funkciji mitohondrija i promjene u indukciji razli¢itih enzima (Gilroy i sur., 1998).

PCB 153 je neplanarni kongener koji je prisutan u okolisu u znacajnim koli¢inama
zbog velike rezistencije na degradaciju. Jedan je od tri dominantna kongenera u adipoznom
tkivu Covjeka 1 orto-kongener s najve¢om koncentracijom u majc¢inom mlijeku. Wojtowicz 1
sur. (2001) su proucavali utjecaj razlic¢itih koncentracija PCB 153 na stanice ovarija svinje i
pratili promijene estrus ciklusa. Rezultati su pokazali da dolazi do statisticki znac¢ajnog pada
izluc¢ivanja progesterona i Smanjenja razine izlu¢ivanja testosterona. Takoder je zabiljezeno da
izlaganje PCB-u 153 izaziva poremecaje u sintezi spolnih hormona, te da toksi¢no djeluje na

reproduktivni, neuroloski i imunoloski i sustav (Venkatesha i sur., 2010).
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Primjenom odgovaraju¢eg in Vvitro testa toksi¢nosti na odabranoj stani¢noj liniji
moguce je utvrditi specifiCne intracelularne promjene i mehanizme kojima ispitivani
ksenobiotik inducira toksi¢ni uéinak. In vitro testovi toksi¢nosti upotrebljavaju se u
ispitivanjima mutagenosti, iritacije, reproduktivne toksi¢nosti, toksi¢nosti na ciljne organe,
imunotoksi¢nosti, endokrine toksi¢nosti, neurotoksi¢nosti, nefrotoksic¢nosti, citotoksi¢nosti,
kancerogenosti te se njima odreduju potencijalno aktivne tvari kao i odnosi aktivnosti prema

strukturi ksenobiotika (Atterwill, 1995; Kniewald i sur., 2005).

U ovom radu kao test sustav odabrana je stani¢na linija ovarija kineskog hrcka CHO
(Chinese Hamster Ovary)-K1 s ciljem pracenja i usporedbe citotoksi¢nosti dvaju kongenera
PCB-a: planarnog, "dioksinu sli¢nog” — PCB 77 i neplanarnog, orto-supstituiranog —
PCB 153.

Proliferacija PCB-em tretiranih i kontrolnih netretiranih stanica pracena je tijekom 72
sata inkubacije MTT metodom kojom se prati aktivnost mitohondrijskih dehidrogenaza i

formiranje ljubicastih kristala formazana, te se posljedi¢no zakljucuje o vijabilnosti stanica.

Kao otapalo za PCB 77 i PCB 153 koristen je DMSO u koncentraciji 10 uL DMSO/mL
medija za uzgoj jer pri toj koncentraciji DMSO ne djeluje znacajno na proliferaciju stanica i
ne ometa ispitivanje samih ksenobiotika (PCB 77 i PCB 153).

Citotoksi¢ni uc¢inak PCB 77 ispitan je u koncentracijama 10, 25, 50, 75 i 100 uM.
Nakon 24 sata statisticki znaajna inhibicija stani¢ne proliferacije utvrdena je pri 75 pM
PCB 77 (p<0,025) i 100 uM PCB 77 (p<0,005). Pri nizim koncentracijama PCB-a 77 (10, 25,
50 uM) takoder je zabiljezen inhibicijski ucinak, ali taj uc¢inak nije bio statistic¢ki signifikantan
u odnosu na kontrolu (Tablica 1). Tijekom duzeg vremena inkubacije i dalje je izrazen
inhibitorni u¢inak na stani¢nu proliferaciju (Slika 11). Nakon 48 i 72 sata statisti¢ki znacajno
manje vijabilnih stanica odredeno je ve¢ pri 25 uM PCB 77 te pri svim primijenjenim viSim

koncentracijama: 50-100 uM PCB 77 (Tablica 1).

PCB 153 ispitan je u istom rasponu koncentracija kao i PCB 77 (10-100 uM), no
statistiCki znacCajna inhibicija proliferacije stanica odredena je samo pri najvisoj (100 uM)
dozi PCB-a 153 nakon 24 i nakon 72 sata inkubacije. Citotoksi¢ni ucinak bio je izrazeniji
nakon 48 sati inkubacije s PCB 153 pri ¢emu su sve doze iznad 50 uM (ukljucujuéi i 50 pM)
djelovale statisticki signifikantno smanjujuéi vijabilnost CHO-K1 stanica (Tablica 3).
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Iz rezultata dobivenih MTT metodom moze se zaljuCiti na znatno izrazeniji toksiéni
ucinak "dioksinu sli¢nog", planarnog kongenera — PCB-a 77. Takoder, odredene su IC
vrijednosti za PCB 153 i PCB 77 na CHO-K1 stanicama (Tablica 2 i 4). Unutar grafickih
prikaza ovisnosti vijabilnosti stanica o primjenjenoj dozi interpolirane su polinomne krivulje
(trend line) iz ¢ijih jednadzbi su izraunate ICyy, ICso I ICgo vrijednosti. Kod odabira
interpolirane krivulje teZilo se da njoj pripadajuéi koeficijent determinacije (R?) bude $to bliZi
1. Vrijednost koeficijenta determinacije kreée se u intervalu 0< R*<1. Regresijski model je

reprezentativniji ukoliko je ovaj pokazatelj blizi 1 (Slika 13 i 16).

Usporedbom ICs vrijednosti (doza pri kojoj je odredena 50 %-tna inhibicija vijabilnosti
stanica) za odabrana dva kongenera (Slika 23) jasno je dodatno potvrdena izrazita
citotoksi¢nost PCB 77 koja je u odnosu na PCB 153 nakon 48 i 72 sata bila najmanje
dvostruko jaca, a i morfoloska analiza stanica nakon provedene MTT metode jasno ukazuje na
manji broj vijabilnih stanica s posljediéno manje formiranih kristala formazana nakon
tretmana s PCB-ima, a pogotovo nakon tretmana s PCB 77 (Slika 12 i 15). Najnize IC
vrijednosti za oba kongenera zabiljezene su nakon 72 sata §to ukazuje da je u tom periodu

inkubacije citotoksi¢no djelovanje bilo najizrazenije.

120 108,73 11150

100 ot R BRI

I e N E

60 T o T PCB 77

IC50 (ng/mL)

FEaE B e 3603 [ m PCB 153

20_ ........................................................

24 48 72
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Slika 23. Usporedba in vitro odredenih ICs vrijednosti za PCB 77 i PCB 153 na CHO-K1
stani¢noj liniji dobivenih MTT metodom tijekom 72 sata inkubacije.

Zbog siroke rasprostranjenosti i koli¢ina u kojima se nalazi u okolisu, PCB 153 je jedan
od Sest indikatorskih PCB-a koji se analiziraju kod ispitivanja toksi¢nsoti, odnosno
odredivanja polikloriranih bifenila u uzorcima iz okolisa ili iz ljudi. Upravo zbog toga je za

daljnja ispitivanja provedena u ovom radu odabran PCB 153 kojem je op¢a populacija znatno
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.....

oksidacijskog stresa, pokusalo se umanjiti dodatkom snaznog antioksidansa poput vitamina E.
Postoji osam razli¢itih izomera (vitamera) vitamina E, Cetiri tokoferola (o,B,y,d0 ) i Cetiri
tokotrienola (a.,f,y,0 ). Najc¢esc¢i oblik u prirodi je a- tokoferol. Vitamin E je liposolubilan pa
ga se moze na¢i u svim namirnicama bogatim mastima (posebno nezasi¢enim masnim
kiselinama) kao $to su biljna ulja, oraSasti plodovi, zumanjak jajeta i margarin (Puljak i sur.,
2004). Vitamin E smanjuje koli¢inu slobodnih radikala i poveéava razinu endogenih
antioksidansa te postoji mogucnost inaktivacije Stetnih u¢inaka PCB-a (Sridevi i sur., 2007).
Stoga su stanice najprije inkubirane s vitaminom E (50, 75, 100 i 150 uM), a 24 sata nakon
inkubacije s vitaminom E tretirane su s PCB-em 153. Citotoksi¢ni u¢inak 75 uM PCB-a 153
na proliferaciju CHO-K1 stanica predinkubiranih vitaminom E tijekom 72 sata prac¢en je MTT
metodom (Tablica 5). Statisti¢ki zna¢ajan protektivan ucinak vitamina E odreden je nakon 24
sata pri najvisoj koncentraciji vitamina E, 150 uM (p<0,05) gdje su stanice, iako tretirane s
PCB 153, dosegle vijabilnost gotovu identi¢énu onoj u kontrolnim uzorcima. Pri nizim
koncentracijama vitamina E (50, 75, 100 uM) takoder je zabiljezeno poboljsanje proliferacije
PCB-em tretiranih stanica, ali taj u¢inak nije bio statisti¢ki signifikantan u odnosu na kontrolu
(stanice tretirane s 75 uM PCB 153, ali bez prethodne inkubacije s vitaminom E). Tijekom
duzeg vremena inkubacije (48 i 72 sata) i dalje je vidljiv protektivni u¢inak vitamina E na
stani¢nu proliferaciju, ali je on slabije izraZen. Ucinak razli¢itih koncentracija vitamina E
prikazan je i kao postotak prezivljenja stanica tretiranih s 75 pM PCB 153, a prethodno
inkubiranih s vitaminom E tretiranih stanica u odnosu na one bez prethodne inkubacije s
vitaminom E (Slika 17). Nakon 24 sata vijabilnost tretiranih stanica uz prethodnu inkubaciju s
vitaminom E (50, 75, 100, 150 uM ) poboljsana je (u odnosu na one bez dodatka vitamina E)
redom za: 36,02 %, 68,29 %, 40,90 %, 51,03 %. Nakon 48 i 72 sata protektivan ucinak
vitamina E puno je slabije izrazen i1 povecanjem koncentracije vitamina E ne dolazi do

znacajnijeg pobolj$anja vijabilnosti stanica (Slika 17).

Kako je najbolji ucinak vitamina E zabiljezen nakon 24 sata, upravo je taj period
inkubacije odabran za detaljniju analizu njegova antioksidacijskog kapaciteta pri indukciji
oksidacijskog stresa s PCB 153. Prac¢ena je lipidna peroksidacija u stanicama tretiranim s
75 uM PCB 153, sa ili bez prethodne inkubacije vitaminom E. Dodatno je, paralelno,
provedena Trypan Blue metoda kojom je odreden broj zivih stanica. Pokus je postavljen na
identiCan nacéin kao kod pracenja uéinka vitamina E MTT metodom. Statisticki znacajno

povecanje vijabilnosti stanica tretiranih s 75 pM PCB 153, a predinkubiranih vitaminom E u
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odnosu na stanice kojima nije dodan vitamin E odredeno je kod koncentracije vitamina E
100 uM (p<0,05) i 150 uM (p<0,025). Kod 50 uM koncentracije vitamina E zamijeceno je
povecanje broja zivih stanica, medutim, proliferacija nije povecanja znacajno u odnosu na

stanice kojima nije dodan vitamin E (Slika 19).

Odreden je i uc¢inak vitamina E na s PCB-em 153 induciranu lipidnu peroksidaciju
CHO-K1 stanica 24 sata nakon tretmana. Uoceno je povecanje peroksidacije lipida kod
stanica tretiranih s 75 uM PCB 153 u odnosu na kontrolne stanice, ali i znatno smanjena
peroksidacija lipida kod stanica kojima je dodan vitamin E (50, 100, 150 uM) i to redom za:
27,67 %, 63,63 % i 59,43 % (Slika 22) u odnosu na stanice tretirane bez prethodnog tretmana

s vitaminom E.

Vitamin E je pokazao znacajan utjecaj na poboljSanje proliferacije stanica i smanjenje
peroksidacije lipida, pri ¢emu su stanice pri najvi§im dozama vitamina gotovo dosegle

vijabilnost kontrolnih uzoraka nakon 24 sata.

Dosadas$nje spoznaje vezane uz in Vvitro pracenje toksi¢nih uc¢inaka PCB-a i moguéih
mehanizama "zastite stanica" pojedinim antioksidansima ograni¢ene su, stoga su ovi pozitivni
rezultati protektivnog ucinka vitamina E vaZzni za procjenu i smjer daljnjih istrazivanja na

ovom podrucju.

50



6. ZAKLJUCCI



Zakljuéci

Stani¢na linija ovarija kineskog hréka (CHO-K1) uz primijenjenu MTT metodu
pokazala se kao zadovoljavaju¢i alternativni test sustav u pracenju toksi¢nosti
odabranih PCB kongenera, PCB 77 i PCB 153.

Statisticki znaCajan citotoksi¢ni u¢inak PCB 77 na stani¢nu proliferaciju odreden MTT
metodom uocen je kod koncentracija 75 pM (p<0,025) i 100 uM (p<0,005) nakon 24
sata, te kod svih ispitanih koncentracija iznad 10 puM tijekom daljnjeg perioda
inkubacije (p<0,05 - p <0,001).

Statisticki znacajna inhibicija proliferacije stanica tretiranih s PCB 153 odredena MTT
metodom utvrdena je samo pri najvisoj ispitanoj dozi nakon 24 sata (p<0,005) 1 72
sata (p<0,01). Citotoksi¢ni ucinak ovog PCB kongenera izrazeniji je nakon 48 sati

......

statisticki signifikantno smanjujuci vijabilnost CHO stanica (p<0,005 — p< 0,001).

ICso vrijednosti koje predstavljaju koncentracije toksikanta kod kojih dolazi do 50 %-
tne inhibicije stani¢nog rasta, nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije, odredene MTT
metodom, iznose redom: za PCB 77 107,668 uM, 49,971 uM i 36,077 uM, a za PCB
153 108,734 uM, 111,502 uM i 99,510 pM. Iz usporedbe citotoksi¢nog ucinka
odabranih kongenera na dinamiku rasta CHO-K1 stanica, utvrden je znacajniji toksicni
uc¢inak planarnog, "dioksinu slicnog®™ PCB 77 u odnosu na neplanarni, orto-
supstituirani PCB 153.

Budu¢i da su PCB kongeneri poznati induktori oksidacijskog stresa, dodatkom
vitamina E, kao snaznog antioksidansa, pokuSao se posti¢i protektivan uc¢inak. MTT
metodom utvdeno je da je protektivan u¢inak vitamina E na s PCB 153 tretirane CHO-
K1 stanice najviSe izraZzen nakon 24 sata. Vijabilnost tim ksenobiotikom tretiranih
stanica uz predinkubaciju vitaminom E (50, 75, 100, 150 uM ) poboljsana je u odnosu
na one bez dodatka vitamina E i to redom za: 36,02 %, 68,29 %, 40,90 %, 51,03 %.
Nakon 48 i 72 sati protektivan ucinak vitamina E puno je slabije izrazen i povecanjem
koncentracije vitamina E ne dolazi do statisticki znacajnijeg poboljsanja vijabilnosti
stanica.

Znacajan utjecaj na poboljSanje proliferacije stanica predinkubiranih vitaminom E, a
potom tretiranih s PCB 153 dodatno je potvrdeno Trypan blue metodom nakon 24 sata
inkubacije, pri ¢emu su se doze vitamina E od 100 uM (p<0,05) i 150 uM (p<0,025)

pokazale statisti¢ki znacajnima.
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e Lipidna peroksidacija nastala kao rezultat tretmana CHO-K1 stanica s PCB 153
smanjena je uz predinkubaciju stanica vitaminom E u dozama 50, 100 i 150 uM i to
redom za 27,67 %, 63,63 % i 59,43 %.
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8. SAZETAK



Sazetak

Antioksidacijski i protektivni potencijal vitamina E u sprjecavanju citotoksi¢nih

ucinaka polikloriranih bifenila

Ivana Jagarcec

Ana Pero$

U ovom radu ispitan je uc¢inak planarnog PCB 77 i neplanarnog PCB 153 na CHO
(Chinese Hamster Ovary)-K1 stani¢noj liniji. Ispitan je i protektivan ucinak vitamina E pri
citotoksi¢nom djelovanju PCB-a na proliferaciju i peroksidaciju lipida CHO- K1 stanica.
Stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama PCB 77 i PCB 153 (10- 100 uM), a uéinak je
odreden MTT metodom. Inhibitorni uc¢inak i toksi¢no djelovanje oba PCB-a na CHO-K1
stanice vidljiv je uz sve primjenjene koncentracije. Nakon predinkubacije vitaminom E u
koncentracijama 100 i 150 uM utvrdeno je statisti¢ki znacajno povecanje vijabilnosti stanica
tretiranih sa 75 uM PCB 153 Trypan Blue metodom. Uz 50 uM koncentraciju vitamina E
zamijeceno je povecanje broja zivih stanica, medutim, proliferacija nije statisticki znacajno
povecana u odnosu na stanice kojima nije dodan vitamin E. Malondialdehid (MDA) je jedan
od toksi¢nih produkata lipidne peroksidacije, a koristi se u evaluaciji oksidacijskog stresa.
Rezultati pracenja lipidne peroksidacije potvrduju pozitivan antioksidacijski uc¢inak vitamina
E u stanicama tretiranim 75 pM PCB 153, medutim ucinak vitamina nije dovoljan da bi se

dostigla vijabilnost stanica kao u kontrolnim uzorcima.

Klju¢ne rijeci: PCB 77, PCB 153, CHO-K1 stani¢na linija, vitamin E, citotoksi¢nost
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9. SUMMARY



Summary

Antioxidant and protective potential of vitamin E in preventing the cytotoxic effects of

polychlorinated biphenyls

Ivana Jagarcec

Ana Peros

In this paper effects of planar PCB 77 and nonplanar PCB 153 on CHO (Chinese
Hamster Ovary)-K1 cell line were examined. Protective effect of vitamin E against cytotoxic
activity of PCBs on CHO-K1 cell line proliferation and lipid peroxidation was also examined.
Cells were exposed to different concetrations of PCB 77 and PCB 153 (10- 100 uM), and
effect was determined by MTT method. Inhibitory effects and toxic activity on CHO-K1 cells
were observed at all concentrations of both PCBs. After preincubation with 100 uM 1 150 uM
vitamin E, statistically significant increase of viability in 75 uM PCB 153 treated cells was
determined by Trypan Blue method. Increased number of living cells was noticed during
treatment with 50 uM vitamin E, but the increase of proliferation was not statistically
significant in relation to cells without the addition of vitamin E. Malondialdehyde (MDA) is
one of toxic products of lipid peroxidation, and it is used as a marker in oxidative stress
evaluation. Results concerning lipid peroxidation confirm the antioxidative capacity of
vitamin E on 75 uM PCB 153 treated cells, but insufficient to achive the level of viability in

controls.

Key words: PCB 77, PCB 153, CHO-K1 cell line, vitamin E, cytotoxicity
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