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SAZETAK

Pretjerano koristenje i loSe gospodarenje plastikom, doveli su do oneciS¢enja okoliSa
nanocesticama plastike (engl. plastic nanoparticles, PNP). Iako broj istrazivanja o Stetnim
ucincima PNP raste, nedostaju pouzdane informacije o u¢incima PNP na ljudsko zdravlje, posebice
interakcijama s endokrinim sustavom. Osim PNP, okoli§ je onecis¢en i brojnim lijekovima.
Paracetamol, ibuprofen, karbamazepin i fluoksetin svrstavaju su medu lijekove koji su u okolisu
kvantificirani u znatnim koli¢inama. PNP mogu adsorbirati lijekove te ¢initi sloZzene smjese Cije
djelovanje jos nije istrazeno. Unato¢ tome, prisutnost okolisnih onecis¢ivala u sloZzenim smjesama
zanemaruje se te se primarno ispituje u¢inak pojedinac¢nih tvari.

Cilj istrazivanja bio je utvrditi endokrino disruptivne uéinke slozenih smjesa PNP i lijekova.
Istrazivanje se temelji na ispitivanju uc¢inaka na aktivnost estrogenskog receptora (ER) i proces
steroidogeneze. Slozene smjese pripremljene su mijesanjem lijekova i/ili nanocestica polistirena,
polipropilena i polietilena. PNP su karakterizirane obzirom na oblik, veli¢inu, raspodjelu veli¢ina
i ¢ potencijal. U¢inci pojedinih tvari i njihovih smjesa na preZivljenje stanica ispitani su pomocu
MTS testa i protocne citometrije. Unos PNP u stanice odreden je metodom proto¢ne citometrije.
Ucinci na ER aktivaciju ispitani su luciferaznim testom prema OECD smjernici 455, a utjecaj na
proces steroidogeneze qPCR-om i LC-MS/MS metodom prema OECD smijernici 456. Dobiveni
rezultati pokazali su da se u€inci pojedinacnih tvari znacajno razlikuju u odnosu na u¢inke slozenih
smjesa. Smjese PNP i lijekova pokazale su znatno jace toksi¢ne i endokrino disruptivne ucinke.
Binarne i tercijarne smjese lijekova pokazuju slozeni odnos doze i bioloskog odgovora koji ovisi 0

sastavu smjese.

Kljucne rije€i: nanocestice plastike, lijekovi, slozene smjese, endokrini disruptori, estrogenski

receptor, steroidogeneza



SUMMARY

Background and aim

Plastic value chain has become central to modern living. Excessive production and use of
plastic materials and inadequate waste management have led to the emergence of plastic
microparticles (PMP) and nanoparticles (PNP) in the environment. PMP are classified as plastic
polymer particles with size ranging from 1000 nm to 5 mm, while 1-1000 nm dimensions
characterize PNP. Primary PMP and PNP are released to the environment in their original form
from everyday consumer products, especially personal care products such as toothpaste or peeling.
Secondary PMP and PNP are formed in the environment through mechanical, chemical or
biological degradation of larger plastic objects. PMP and PNP have been detected in several human
samples: from feces, urine, breast milk and meconium to hair, skin, lung tissue and even blood.
Most frequently detected polymers were polystyrene (PS), polyethylene (PE), polyethylene
terephthalate (PET) and polypropylene (PP). Such frequent detection of PMPsand PNP in human
samples, alongside their unknown effects, have made them one of the primary health concerns in
recent history.

Apart from PMP and PNP, pharmaceuticals are another emerging environmental
contaminant that has been considered a significant risk for adverse effects on living organisms.
Several studies have identified non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), anticonvulsants,
antipsychotics and antidepressants, as well as steroid hormones and their derivatives as most
frequently detected groups of drugs in the environment. These pharmaceuticals have been detected
in ground waters, surface water and waste water treatment plants in concentrations from ng/L up
to pg/L. Considering the scientific-based data, four drugs have been included in this research: over-
the-counter (OTC) available analgesics and antipyretics paracetamol and ibuprofen, anticonvulsant
carbamazepine and antidepressant fluoxetine. All of these drugs have not only been detected in the
environment in significant amount, but they also possess endocrine disrupting properties.

Endocrine disrupting chemicals (EDCs) were defined as chemicals that affect the normal
function of endocrine system and cause adverse effects in affected population and its’ progeny.
Endocrine disrupting activity is caused by the agonistic or antagonistic interaction of chemical with
hormone receptors or interferences with hormone synthesis, metabolism and transport. They have

many specific toxicokinetic and toxicodynamic properties such as non-linear dose response,



causing effects at very low concentrations and interacting with more than one target tissue or
function. Several main regulatory agencies such as United States Environmental Protection Agency
(U.S. EPA), European Chemicals Agency (ECHA), Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD) and World Health Organisation (WHQO) have recognized EDCs as one of
the main global concerns for human health. To combat this growing issue, these organizations have
developed different programs, guidelines and recommendation to provide the framework for
complete risk assessment of endocrine disruptive activity.

Another major concern that is relatively unaddressed in scientific research is exposure to
environmental contaminants in complex mixtures, rather than individual compounds. Risk
assessment for environmental pollutants is primarily based on toxicological profiles of individual
chemicals, but their presence in mixture can significantly change their effects on human health.
This is especially prominent in mixtures with PMP and PNPs which can act as a “Trojan horse”
and cause significant enhancement of adverse effects. The lack of scientific data in chemical
mixture effects investigation is caused by complexity and costliness of the experiments.

The aim of the study was to determine the effects of PNP and selected pharmaceuticals on
estrogen receptor (ER) activity and steroidogenesis in human cell lines T47D-KBluc and NCI-
H295R, respectively. Additionally, effects of individual components were compared with the
effects of complex mixtures containing PNPs and/or pharmaceuticals. The main hypothesis is that
there will be a significant difference between the endocrine disrupting effects of individual

components and complex mixtures.

Methods

This study is based on the use of a complex model system to investigate endocrine
disrupting properties of PNP, pharmaceuticals and their mixtures. The components of the model
system are two cell lines - T47D-KBIluc used to examine agonistic or antagonistic activity towards
ER and NCI-H295R used for investigation of effects on steroidogenesis. Aside from the cell lines,
model system includes tested substances: three types of PNPs (polystyrene, polypropylene and
polyethylene nanoparticles) and four selected pharmaceuticals (paracetamol, ibuprofen,
carbamazepine and fluoxetine).

PsNPs (25 nm), PpNPs (180 nm) and PeNPs (350 nm) were characterized by means of
transmission electron microscopy (TEM), dynamic light scattering (DLS) and electrophoretic light



scattering (ELS). TEM was employed to determine the shape and primary size of PNPs, while DLS
and ELS were used to investigate parameters related to colloidal stability and size distribution of
PNPs in the suspension.

Effects of selected pharmaceuticals on cell viability were tested in a more extensive dose
range using the MTS assay on cell line T47D-KBluc. After the determination of dose range to use
in the experiments, two highest doses were tested for apoptosis activation using flow cytometry on
both cell lines. Effects of PNPs on cell viability were determined solely using the flow cytometry,
due to possibility of interference with colorimetric MTS Assay. Uptake of PNPs was also examined
by determination of median fluorescence intensity on 525/40 detector. This was possible due to all
PNPs being characterized with emission maxima in green spectrum.

ER activity was determined using the luciferase assay. T47D-KBluc are stably transfected
with reporter gene for luciferase enzyme. This reporter gene is located downstream of the estrogen
response element (ERE) and its transcription is activated after an agonist binds to the ER. After the
treatment, cells are lysed and luciferase substrate oxyluciferin is added to the lysed cells, alongside
some co-factors. Produces luminescence signal is then measured on the microplate reader and its’
intensity is proportional to ER activity.

Effects on steroidogenesis were determined using quantitative real-time polymerase chain
reaction (RT-gPCR) and liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS). RT-gPCR was used to determine the change in expression of CYP11, CYP17, CYP19,
3p-HSD and 17p-HSD genes. LC-MS/MS analysis was done using the commercial MassChrom
Steroids kit and changes in production of progesterone, 17-OH progesterone,

dehydroepiandrosterone, androstenedione, testosterone and 173-estradiol.

Results

Results have shown that PsNP, PpNP and PeNP are spherical in shape with their primary
size in accordance with the one provided by the manufacturer, which was 25.3 + 2.9 nm, 187.5 +
28.7 and 344.9 + 18.9 nm, respectively. They were characterized by hydrodynamic diameters of
87.5 + 15.3 nm for PsNP, 497.9 £ 37.9 nm for PpNP and 649.2 = 90.7 nm for PeNP after the 48-
hour incubation at 37°C. dw is expectedly significantly higher than drem due to the formation of
protein corona in the cell culture media supplemented with charcoal-stripped fetal bovine serum

rich in proteins.  potential was negative and quite similar for all three types of PNP.



Cytotoxic effects of pharmaceuticals and/or PNP were determined by means of MTS for
paracetamol, ibuprofen, carbamazepine and fluoxetine. Their ICso values were determined as 257.7,
312.7, 143.7 and 31.33 um, respectively. Paracetamol, ibuprofen and carbamazepine in 100 and 50
pum concentrations and fluoxetine in 10 and 5 um concentrations were tested for apoptosis
activation in cell line T47D-KBIluc. Due to the lack of cytotoxic effects, 10 um for fluoxetine and
100 pum concentration for the other three drugs were chosen as highest used in further experiments.
Additionally, paracetamol and ibuprofen were tested for apoptosis induction with NCI-H295R cell
line, where the results were the same.

PpNP have shown slight, but not significant toxicity in concentration of 10 mg/L. PsNP and
PeNP were not toxic to cells. Mixture of PNP, however, has caused a significant decrease in the
number of live cells and decrease in the number of late apoptotic and dead cells. Therefore,
individual PNPs were tested in the range from 0.001-10 mg/L, but their mixture was further tested
with just up to 1 mg/L of each PNP in mixture. PSNP are the type of PNP that was most effectively
internalized by cells. PPNP and PeNP have shown slight, but not statistically significant uptake.
This was also expected due to the difference in size and the ability of 25 nm PsNP to passively
enter the cells.

ER activity of more than 10 % of positive control (DES) was detected for PeNP, but not for
PpNP, PsNP or any of tested pharmaceuticals. Mixture of PNP has shown a dose-related effect on
ER activity. Mixture containing 1 mg/L of each PNP resulted in ER activity that was higher than
10 % of DES. This can be attributed to the additive effect of PNP proven by relative potency factor
mixture effect assessment method. Agonistic activity towards ER was enhanced in all of the binary
mixtures composed of pharmaceuticals and PNP with synergistic effects observed by interaction
analysis using dose addition and independent action models. Mixtures of PsNP and drugs have
shown a response that was dependent primarily on the concentration of drug in the mixture. With
PpNs and PeNP, synergistic effect was diminished with higher concentration of PNP in the mixture,
while the concentration of drug had little to no effect. Binary and ternary drug mixtures have shown
complex interactions, dependent on both qualitative and quantitative composition of mixture. In
general, obtained results have shown some type competitive antagonism of fluoxetine and
carbamazepine with both paracetamol and ibuprofen. Mixture of ibuprofen and paracetamol had

primarily synergistic interaction.



RT-gPCR results show that changes in the expression of several genes were more
prominent at lower concentration of 10 um than at 100 pm. It has affected primarily CYP11, CYP17
and 34-HSD. On the other hand, response to paracetamol was proportional to the dose of the drug.
Significant changes in gene expression were observed for 35-HSD, CYP19 and /7p-HSD. PsNP
have not caused any significant changes by themselves, but their mixtures with ibuprofen and
paracetamol have enhanced the effects of drugs. With steroid hormone production, ibuprofen
caused increase in concentration of progesterone and 17-OH progesterone and decrease in
concentration of all other products. Paracetamol has elevated produced levels of testosterone and
17B-estradiol. Dose-response relation was similar to the one observed with RT-gPCR analysis of
gene expression. Again, PSNP have not caused any significant changes and in this case they
enhanced the effects of ibuprofen, but not paracetamol. Mixture of paracetamol and ibuprofen acted
similar to ibuprofen (increase in progesterone and 17-OH progesterone and decrease of other

hormone levels).

Conclusion

There was a clear and statistically significant difference between effects of individual
components and complex mixtures for all examined endpoints. Mixtures of PNP and all four
pharmaceuticals have achieved synergistic effects in almost all combinations. In mixtures of drugs
with PsNP, the dose-response was proportional, while for PpNP and PeNP the agonistic activity
was slightly diminished with higher concentrations of PNP in mixture. This is probably due to the
difference in size of PNP. Smaller PsNP characterized by highest uptake in T47D-KBluc enhanced
the uptake of adsorbed pharmaceuticals, while larger PPNP and PeNP decreased the uptake of
absorbed drugs. Mixtures of pharmaceuticals have shown more complex interaction.
Competitiveness between agents was observed for mixtures of fluoxetine and/or carbamazepine
with paracetamol and ibuprofen in both binary and ternary mixtures. In NCI-H295R cell line, PSNP
have not caused any significant effect by themselves. Ibuprofen and it’s mixture with PSNP
increased production of progesterone and decreased production of all other hormones in the
cascade. This was accompanied by increase in 35-HSD and CYP17 expression, probably due to
compensation caused by the increase in their substrate concentrations. On the other hand,

paracetamol has increased production of both 17B-estradiol and testosterone and increased the



expression of all enzymes included in the process. Mixtures of paracetamol have caused the same
effects and they were more prominent than the effects of individual components.

Key words: plastic nanoparticles, pharmaceuticals, complex mixtures, endocrine disruptors,

estrogen receptor, steroidogenesis
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1. UvOoD

1.1. Prisutnost nanocestica plastike u okoliSu

Koristenje plastike u svakodnevnom Zivotu gotovo svugdje u svijetu postalo je sveprisutno
1 neizbjezno. Razlog tome pogodnosti su plastike kao materijala za Siroki raspon predmeta za
jednokratnu i viSekratnu primjenu. Proizvodnja plastike jednostavan je i jeftin proces, a plasti¢ni
materijal je multifunkcionalan, lagan, otporan i pristupa¢an (1). Procijenjeno je kako se
proizvodnja plastike u posljednjih 50 godina uvecala 200 puta, a ukoliko se ne poduzmu nuzni
koraci za smanjenje proizvodnje plasti¢nih predmeta predvida se kako ¢e se kroz 20 godina
trenutna razina proizvodnje plastike udvostruciti. Proizvodnja i pretjerano koristenje plastike,
pogotovo one jednokratne, neadekvatno zbrinjavanje otpada te otpornost plastike na biolosku
razgradnju doveli su do oneciséenja okolisa plastiénim mikrocestima (engl. plastic microparticles,
PMP) i platicnim nanocesticama (engl. plastic nanoparticles, PNP) (2). Primarne PMP i PNP u
okoli§ dospijevaju direktno iz proizvoda za svakodnevnu upotrebu kakvi su primjerice paste za
zube s mikrogranulama ili pilinzi koji sadrze sitne Cestice. Sekundarne PMP i PNP u okoliSu nastaju
razgradnjom nepravilno zbrinutog otpada (3,4). Plasti¢ni predmeti u okoliSu prolaze iznimno spori
proces razgradnje koji moze biti mehanicki, kemijski ili bioloski, a rezultira nastankom PNP i PMP.
Prema procjenama razlicitih studija, na globalnoj razini godisnje u okoli§ dospije i do 2,5 tone
mikroplastike (5). Postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda mogu zadrzati dio PMP koje u njih
dospiju, no procjenjuje se kako znacajna koli¢ina PMP i PNP do kojih se one razgrade dospijeva u
rijeke, putem njih u mora i oceane, a zatim dopire i do svih dijelova okoli$a ukljucujuci nakupljanje
u tlu, biljkama i zivotinjama. Tako je utvrdeno kako se u Kaliforniji iz dviju rijeka iz kojih su u
uzorcima detektirane PMP 1 PNP u ocean prosjecno otpusti do 2 bilijuna plasti¢nih Cestica u
vremenskom periodu od 3 dana (6).

Prema nekim klasifikacijama, nanoCesticama se smatraju ¢estice promjera od 1 do 100 nm,
dok drugi u nanocestice svrstavaju i one veli¢ine do 1000 nm. S obzirom na takve podjele,
mikroc¢esticama se smatraju Cestice promjera od 100 ili 1000 nanometara do 5 mikrometara. Zbog
svoje veli¢ine na nanoskali te moguénosti pasivnog prolaska kroz stanicne membrane, PNP se
smatraju potencijalno opasnijima po ljudsko zdravlje od PMP (7). Nanocestice razlicitih plasti¢nih
polimera detektirane su u oceanima, morima, rijekama i jezerima pri ¢emu se procjenjuje kako se
na povrsini takvih vodenih tijela moze naéi prosje¢no 67 000 &estica’km?, dok odredene studije

pokazuju kako se ovaj broj u mediteranskim morima penje i do 100 000 &estica/km? (8). Osim u
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prirodi, ljudi su izlozeni PMP i PNP i kroz konzumaciju hrane i pi¢a pa se tako u prethodno
provedenim istrazivanjima procjenjuje kako su na godis$njoj razini djeca izlozena ¢ak i do 70 000
- 80 000 PMP i PNP godisnje, dok su odrasli izloZeni i ve¢im koli¢cinama PMP 1 PNP od otprilike
100 000 - 120 000 cestica godisnje. U novijim je istrazivanjima iznesena i porazavajuca ¢injenica
kako broj PMP i PNP u jednokratnim plasti¢nim bocama za vodu razlicitih proizvodaca doseze i
do 300 000 PMP i PNP po boci, dok se donedavno smatralo kako je taj broj i do 100 puta manji
(9). S obzirom na ta novija saznanja, moze se pretpostaviti i kako bi ljudi mogli biti izlozeni znatno
vecem broju PMP 1 PNP. Velike razlike u navedenim procjenama moguce je pojasniti ¢injenicom
kako se analiticke metode za kvantifikaciju PMP i PNP jo$ uvijek razvijaju te vremenom postaju
sve preciznije i osjetljivije.

Tvrdnje kako izloZenost plastici u okoliSu, svakodnevnom Zivotu te konzumacijom hrane 1
pica predstavlja znacajan problem za ljudsko zdravlje podupiru i brojne studije koje su dokazale
prisutnost mikro- i nanocestica razli¢itih polimera u ljudskom organizmu (3,10). lako je prisutnost
PMP i PNP u humanom fecesu dokazana u nekoliko razli¢itih studija (11,12), konkretne potvrde o
njihovoj apsorpciji iz probavnog sustava nije bilo do studije objavljene 2022. godine u kojoj je
prisutnost PMP i PNP razli¢itih polimera dokazana u 17 od 22 uzorka krvi dobrovoljaca (13). Osim
u fecesu i krvi, PMP i PNP pronadene su u razli¢itim humanim uzorcima i tkivima, primjerice urinu
(14), 26 od 34 uzorka majc¢ina mlijeka (15), svim ispitanim uzorcima placente (16) te mekonijumu
(17), plu¢ima zdravih nepusaca (18,19) a ponajvise u uzorcima kose te koze lica i ruku (20).
Prisutnost Cestica plasti¢nih polimera potvrduje tezu brojnih istrazivanja kako su glavni putevi
izlozenosti ljudi PMP i PNP oralni, inhalacijski te dermalni put unosa (21). Medu najcesce
detektirane plasticne polimere u okoliSu 1 humanim uzorcima ubrajaju se polistiren (PS),
polipropilen (PP), polietilen (PE) te polietilen-tereftalat (PET) (22). PMP i PNP ovakvih polimera
izgradene su od ugljikovodi¢nih lanaca iznimno otpornih na kemijsku i enzimsku razgradnju, zbog

¢ega predstavljaju znacajan izvor rizika od Stetnih utjecaja i na okoli$ i na ljudsko zdravlje.

1.2. Prisutnost lijekova u okoliSu

Sve ceSc¢a prisutnost razliCitih lijekova u okoliSu podiZe sve vecu zabrinutost javnosti 1
znanstvene zajednice (23). Istrazivanja su pokazala kako su medu najcesce detektiranim lijekovima
u okolisu nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAIL), antikonvulzivi, psihijatrijski lijekovi
(antipsihotici, antidepresivi) te spolni hormoni i njihovi derivati (24,25). Lijekovi u okoli§
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dospijevaju iz postrojenja za preradu otpadnih voda u kojima se ne razgraduju u potpunosti, iz
kanalizacije, ukoliko se izlu€uju iz organizma nepromijenjeni te nepravilnim zbrinjavanjem starih
lijekova (26). Razliciti su lijekovi u otpadnim vodama, ali i povrSinskim te podzemnim kopnenim
vodama pronadeni u koncentracijskom rasponu od ng/L do pg/L, dok su u morima i oceanima te
koncentracije nesto nize, ali i dalje mjerljive (27). S obzirom na najzastupljenije skupine lijekova
u okolisu te podatke prikupljene iz brojnih publikacija, u izradu ove disertacije ukljuceni su
paracetamol i ibuprofen kao bezreceptni analgetici i antipiretici te antikonvulziv karbamazepin i

antidepresiv fluoksetin.

1.2.1. Paracetamol

Zahvaljujuéi Cinjenici kako se u javnosti smatra jednim od lijekova Sireg terapijskog
raspona te malog broja nuspojava, paracetamol je analgetik i antipiretik najéesée koriSten u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama te jedan od najc¢es$ée koriStenih u Europi (28,29). U SAD-u se
godiS$nje distribuira viSe od 28 bilijuna doza paracetamola, dok je u periodu od 10 godina u
Francuskoj ucestalost koriStenja paracetamola porasla za 53 % sa otprilike 40 primijenjenih
definiranih dnevnih doza (DDD) na 60 DDD na 1000 stanovnika (30,31). Sli¢an broj DDD na 1000
stanovnika primjenjuje se i u brojnim skandinavskim zemljama, dok je njegova primjena nesto niza
u balti¢kim i srednjeeuropskim zemljama (32). Neke procjene ukazuju na to da se u Ujedinjenom
Kraljevstvu konzumira i do 3,2x10° tableta paracetamola (55 tableta po osobi godisnje), dok se u
Walesu primjeni i do 45 grama paracetamola po stanovniku godis$nje (33). Unatoc Cinjenici kako
je razgradnja paracetamola u postrojenjima za preradu otpadnih voda u viSe slu¢ajeva dokazana
kao iznimno ucinkovita, paracetamol se redovito detektira u okoliSu u kojeg vjerojatno dospijeva
iz ljudskih izlu¢evina te zbog nepravilnog zbrinjavanja lijekova u farmaceutskim tvornicama ili
bolnicama (34-36). Tako je paracetamol detektiran u znaCajnim koli¢inama u rijekama u
Ujedinjenom Kraljevstvu (65 pg/L), SAD-u (10 pg/L) te u nesto nizim koncentracijama u ng/L u
rijekama Brazila, Svedske, Srbije i Spanjolske (37,38). U uzorcima pitke vode iz Francuske
detektirano je 211 ng/L paracetamola (31,39). Jedan od glavnih metabolita paracetamola koji
nastaje hidrolizom je 4-aminofenol, spoj kojeg se uz paracetamol ¢esto detektira u okolisu, a ima
dokazano nefrotoksi¢no i teratogeno djelovanje (28,31). S obzirom na brojne dokaze kako kroni¢na

izloZenost niskim koncentracijama paracetamola kakve su prisutne u okoliSu moZe izazvati Stetne



nezeljene ucinke, brojni autori smatraju kako je potrebno prilikom procjene rizika testiranja

prilagoditi upravo takvim uvjetima (31,34,40).

1.2.2. Ibuprofen

Ibuprofen, najc¢esée prodavani lijek iz NSAIL skupine, molekula je slabo topljiva u vodi
koja se u ljudskom organizmu ne metabolizira u potpunosti te se stoga otpusta u okoli$ u najvecem
dijelu kao nepromijenjena molekula (41,42). Postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda takoder
ne uklanjaju ibuprofen u potpunosti, no vazno je napomenuti kako je on biorazgradiv te mu je
poluvrijeme raspada u okoliSu procijenjeno na 5-32 dana. Takvo kratko poluvrijeme raspada
upucivalo bi na to kako ibuprofen ne spada u skupinu postojanih okolis$nih oneci§¢ivala, no on se
zbog svoje svakodnevne upotrebe velikog broja ljudi te opetovane upotrebe naziva pseudo-
postojanim okoli$nim onecis¢ivalom (43-46). Primjerice, prema nekim procjenama, u Poljskoj se
godisnje konzumira oko 58 tona ibuprofena, u Ujedinjenom Kraljevstvu otprilike 3 puta vise (162
tone), dok se u SAD-u godi$nje potrosi i do 300 tona ibuprofena (47). Procjena rizika u okolisnim
uvjetima, provedena u Danskoj, pokazala je kako su previdene okoliSne koncentracije ibuprofena
veée od predvidenih koncentracija koje ne uzrokuju efekte, Sto potvrduje kako otpustanje
ibuprofena u okolis, ¢ak i kod normalne i pravilne primjene, predstavlja znacajan rizik za ljudsko
zdravlje (48,49). Koncentracije ibuprofena u zabiljezene u podzemnim vodama u Europi sezu do
20-30 ng/L, a u povrsinskim vodama u Grékoj zabiljezene su koncentracije do 67 pg/L. Znatno
vise koncentracije ibuprofena u povrsinskim vodama u odnosu na Europu zabiljezene su u Aziji,
gdje ga u Tajvanu u povrsinskim vodama ima do 280 pg/L, u Koreji do 414 pg/L, a u Kini i do 1,4
mg/L (50).

1.2.3. Karbamazepin

Karbamazepin spada u skupinu antikonvulziva te se ¢esto propisuje u terapiji epilepsije, ali
1 bipolarnog poremecaja te odnedavno za pomo¢ kod neuropatskih boli poput trigeminalne
neuralgije (51,52). Konzumacija karbamazepina, kao i drugih antikonvulzivnih lijekova,
posljednjih je godina u velikom porastu pri ¢emu se procjenjuje kako se navedeni lijek prepise i do
3 milijuna puta godiSne u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama te 6 milijuna puta godiSnje u
dijelovima Juzne Amerike i Europe (53). Antikonvulzivni lijekovi detektirani su u vodama gotovo

svih kontinenata, a karbamazepin je jedan od najzastupljenijih antikonvulziva u okolisu.



Karbamazepin se u nekim studijama smatra i modelnim potencijalnim postojanim okolisnim
onecisc¢ivalom (engl. persistant organic pollutants, POPs) zbog niskog stupnja razgradnje u
postrojenjima za proci§¢avanje otpadnih voda (<10 %), kao i otpornosti na biolosku i kemijsku
razgradnju u okolisu (54). Koncentracije karbamazepina detektirane u razli¢itim vodama u okolisu
variraju izmedu koncentracija od 13 ng/L do 20 pg/L (55). Prosjecna koncentracija karbamazepina
u vodama diljem svijeta procjenjuje se na 11,6 pg/L, dok je u Europi detektirano u prosjeku 12
Mg/L (56-58). Prisutnost karbamazepina u okoliSu rezultira slu¢ajnim unosom u ljudski organizam,
Sto je dokazala i studija koju su proveli Schapira i suradnici, a u kojoj je karbamazepin detektiran
iznad granice detekcije (>1,66 ng/L) u 84 % dobrovoljnih ispitanika, dok je kod njih ¢ak 54 %
razina karbamazepina bila iznad granice kvantifikacije (dobrovoljni ispitanici bili su odrasli ljudi
bez restrikcija u prehrani) (59). Nuznost ispitivanja ekotoksikoloskog profila razli¢itih lijekova,
medu kojima je i karbamazepin, naglasena je u dokumentima i programima Europske Komisije
(60) kao Ssto su ,Strategic Approach to Pharmaceuticals in the Environment
(COM/2019/128final) (61) i ,,The European Green Deal* (62).

1.2.4. Fluoksetin

Fluoksetin je tre¢i najéeSée propisivani antidepresiv iz skupine selektivnih inhibitora
ponovne pohrane serotonina (engl. selective serotonine reuptake inhibitor, SSRI) u Sjedinjenim
Americkim Drzavama gdje se godi$nje propise u terapiji ¢ak i do 27 milijuna puta te je na 20.
mjestu liste 200 najpropisivanijih lijekova (63). Osim u terapiji depresije, koristi se i za pomo¢ kod
opsesivno-kompulzivnih i anksioznih poremecaja te poremecaja prehrane i osobnosti (64,65).
Procjenjuje se kako se u Europi u posljednjih nekoliko godina primjeni priblizno 60 definiranih
dnevnih doza na 1000 stanovnika (otprilike 6 % stanovnistva). Fluoksetin se u okolisu pojavljuje
u koncentracijama slicnim dosad opisanim lijekovima (66). U razli¢itim studijama detektirane su
slijedece koli¢ine fluoksetina u razli¢itim medijima: do 1,4 pg/L u razli¢itim vodama u svijetu, do
50 ng/L u povrsinskim vodama u Ujedinjenom Kraljevstvu i drugim dijelovima Europe te izmedu
0,51 0,8 ng/L u pitkoj vodi (67,68). Razgradnja fluoksetina u postrojenjima za proci$¢avanje
otpadnih voda (pri ¢emu su glavni izvori fluoksetina urin ljudi koji ga koriste u terapiji te
nepravilno zbrinuti lijekovi) predstavlja znacajan izazov te se stoga otpusta nerazgraden u okoli$ u
znatnim koli¢inama. Osim fluoksetina, s obzirom na biolosku aktivnost i potencijal uzrokovanja

Stetnih ucinaka uslijed slu¢ajne izloZenosti, problematican je i njegov metabolit norfluoksetin (69).



Zbog dokazanih Stetnih uc¢inaka koji su utvrdeni rezultatima okoliSne procjene rizika provedene
prema smjernicama Europske agencije za lijekove (engl. European Medicines Agency, EMA) (70)
te Europske Komisije (71) u kojima je fluoksetin odabran kao modelni spoj iz skupine SSRI-a,
neke drzave (primjerice Svicarska) ve¢ su ukljucile antidepresive medu spojeve koji su prioritetni

za pracenje u okolisu (72).

1.3. Endokrini disruptori

1.3.1. Ucinci kemikalija na endokrini sustav

Regulatorne agencije poput Ameri¢ke agencije za zaStitu okolisa (engl. United States
Environmental Protection Agency, U.S. EPA) i Europske kemijske agencije (engl. European
Chemicals Agency, ECHA) definiraju endokrine disruptore kao tvari koje utjeu na normalnu
funkciju endokrinog sustava te posljedi¢no uzrokuju uc¢inke Stetne po zdravlje u organizmima i
njihovim potomcima (73,74). Takve wucinke endokrini disruptori ostvaruju razliéitim
mehanizmima, ukljucujuéi oponasanje ili blokiranje funkcije endokrinih hormona te uzrokovanje
disbalansa u njihovoj sintezi, metabolizmu ili prijenosu kroz organizam ¢ime ometaju normalne
signalne putove hormona (75,76). Dodatno, regulatorne agencije upozoravaju na neuobicajeno
djelovanje endokrinih disruptora u smislu ostvarivanja Stetnih uc¢inaka pri vrlo niskim dozama,
nelinearnog odnosa doze i ucinka te uzrokovanja Stetnih uc¢inaka koji se ne zamjecuju kod jedinke
koja je endokrinom disruptoru bila izlozena ve¢ u idué¢im generacijama (77-79).

Pojacano istrazivanje endokrinih disruptora potaknula je takozvana kriza dietilstilbestrola
(DES), incident koji je do danasnjeg dana jedna od najpogubnijih Steta nanesenih od strane
kemikalije u modernoj povijesti (80). DES, sintetski estrogen, od 1930-ih do 1970-ih je godina bio
prepisivan trudnicama kako bi se sprijecili pobacaji te druge komplikacije u trudno¢i. Medutim,
ved tijekom 1960-ih godina uoceno je kako primjena DES-a korelira sa Sirokim rasponom teskih
defekata u potomaka majki koje su primale DES primarno povezanih sa zdravljem reproduktivnog
trakta - od neplodnosti do razvoja brojnih karcinoma (81). Stetni u¢inci DES-a biljeze se jos i
danas, pri ¢emu su Stetnom djelovanju podlozni ¢ak i unuci te praunuci Zena koje su u trudnoci
uzimale DES. Katastrofa ovakvih razmjera dovela je do rigoroznog testiranja teratogenosti i
reproduktivne toksi¢nosti te endokrino disruptivnih u¢inaka (82).

Pesticidi, aditivi u plasticnim proizvodima, brojne industrijske kemikalije i lijekovi
najcesce su skupine tvari unutar kojih se mogu prona¢i endokrini disruptori (73,76,83,84).
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Uzimajuci u obzir ranije opisana odstupanja od linearnih odnosa doza i odgovora te potencijal da
Stetne ucinke ostvare pri znatno nizim koncentracijama, postaje jasna vaznost ispitivanja endokrino
disruptivnih ucinaka okolisnih oneciS¢ivala kojima su ljudi izlozeni svakodnevno i kroni¢no
upravo u takvim niskim koncentracijama. Takva izlozenost moze dovesti do reproduktivnih
poremecaja, razvojnih nedostataka, narusavanja funkcije imunosnog sustava te pojave brojnih
karcinoma kao $to su karcinom prostate, jajnika, maternice ili dojke (85-87). Iz svega navedenog,
jasno je kako se procjena rizika endokrinih disruptora prisutnih u okolisu mora prioritizirati kako
bi se minimizirala izloZenost endokrinim disruptorima regulacijom njihova koristenja te razvojem

metodologija za zbrinjavanje takvih kemikalija i razgradnju onih ve¢ prisutnih u okolisu (76,88—
90).

1.3.2. Regulatorne smjernice za ispitivanje endokrinih disruptora

Vaznost kvalitetne procjene rizika izlozenosti endokrinim disruptorima i njihovim Stetnim
u¢incima na zdravlje spoznale su sve regulatorne agencije za zastitu okoliSa te su u svoje programe
ukljucile i smjernice te zahtjeve za njihovo testiranje (74,75,91). U.S. EPA je tako 1998. razvila te
pocela primjenjivati program testiranja endokrinih disruptora (Endocrine disruptor screening
programme, EDSP) koji ukljuuje niz testova za procjenu endokrino disruptivnih ucinaka
podijeljenih u 2 razine testiranja (92,93). Razina 1 ukljucuje in vitro i in vivo testove za ispitivanje
utjecaja kemikalija na signalne puteve hormona endokrinog sustava (estrogena, androgena i
tiroidnih hormona). Kemikalijama kojima se potvrde S$tetni uéinci na navedene hormone, u
testovima na razini 2 ispituju se ucinci na sintezu 1 transport hormona, ali 1 na reproduktivnu,
odnosno razvojnu toksi¢nost. Takvi se testovi provode na vise generacija animalnih modela pri
¢emu se ispitivana kemikalija primjenjuje gravidnim Zenkama te se procjenjuju utjecaji na zdravlje
trudnoce i ploda, ali i na razvoj ploda nakon rodenja. Za razliku od U.S. EPA-e, americka Agencija
za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) ne izdaje posebne zathjeve za
testiranje endokrinih disruptora, kao niti akcije za ve¢ indentificirane endokrine disruptore pa su
aditivi poput nonilfenola, bisfenola A, triklosana 1 ftalata dozvoljeni za koriStenje u raznim
proizvodima u Sjedinjenim Americkim Drzavama (94).

ECHA je ukljucila sli¢ne zahtjeve za detekciju i testiranje endokrinih disruptora u program
REACH (engl. Registration, Evaluation, Authorization, and Restriction of Chemicals) (95,96) sto

je od iznimne vaznosti, uzimajuci u obzir da je upravo ECHA glavna organizacija u Europi za



registraciju i evaluaciju razli¢itih kemikalija, ¢ime je procjena endokrine disrupcije ukljucena u sve
takve procese i vodi do znatnog smanjenja rizika. Osim ECHA-e, u Europi je istrazivanje
endokrinih disruptora pokriveno programom Organizacije za ekonomsku suradnju i razvoj (engl.
Organisation for Economic Co-operation and Development, OECD) (75,97). OECD je razvio
jedan od najdetaljnijih programa za ispitivanje endokrine disrupcije koji ukljucuje set smjernica za
razli¢ita in vitro i in vivo ispitivanja (98,99). Smjernice su dizajnirane i potom validirane kako bi
se omogucilo ujednaceno provodenje ispitivanja koja pruzaju uvid u interakcije s receptorima za
hormone te ucinke na niz povezanih krajnjih ishoda sve do reproduktivnih i razvojnih poremecaja.
Jedna od klju¢nih komponenti programa OECD-a su in vitro eseji kojima se mogu ispitati afinitet
vezanja na receptore, aktivacija ili inhibicija receptora za estrogene, androgene i tiroidne hormone
te utjecaj na njihovu sintezu dalje komponente u signalnom putu odredenog hormona. In vivo
smjernice razvijene su za ispitivanje Stetnih u¢inaka na reprodukciju i razvoj ploda, ali i funkciju
tiroidnog sustava te spolni razvoj u pubertetu. Dodatno, OECD je u svoj program uklopio i radni
okvir za identifikaciju i karakterizaciju putova Stetnih ishoda (engl. adverse outcome pathways,
AOP) koji pruzaju strukturirani na¢in za razumijevanje redoslijeda i povezanosti klju¢nih dogadaja
od izlozenosti kemikaliji do ostvarenih Stetnih ucinaka te pomazu u razvoju strategija za
poboljsanje testiranja i interpretacije endokrino disruptivnih ucinaka (89,98,100).

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO), kao i UNEP
(engl. UN Environment Programme) nemaju razvijene programe koji ukljuéuju smjernice za
testiranje, ali su prepoznali problem endokrinih disruptora kao jedan od prioritetnih izvora ugroze
za ljudsko zdravlje, zbog ¢ega kontinuirano podrzavaju druge ranije opisane programe izdavanjem

misljenja temeljenih na znanstvenih dokazima (88,92).

1.3.3. Endokrino disruptivno djelovanje odabranih lijekova

Paracetamol, ibuprofen, karabamazepin i1 fluoksetin izabrani su kao lijekovi koji ¢e biti
ispitani prilikom izrade ove disertacije zbog svoje Siroke rasprotranjenosti u okoliSu, ali 1
znanstveno utemeljenih podataka dostupnih u literaturi koji pokazuju njihov potencijal
ostvarivanja endokrino disruptivnih u¢inaka.

U studiji u kojoj je procijenjen potencijal interakcije za 58 000 kemikalija, opisani su

strukturni elementi molekula koji mogu ukazati na poveéani rizik od takvih interakcija (101).



Fenolni prsten jedan je od takvih motiva, a u svojoj ga strukturi sadrzava paracetamol, dok

fluoksetin u strukturi ima kostur dietilstilbestrola (Slika 1).
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Slika 1. Strukturni prikazi a) paracetamola, b) ibuprofena, ¢) karbamazepina i d) fluoksetina.

Strukturni prikazi lijekova izradeni su pomocu programa ChemDraw.

Kostur dietilstilbestrola sastoji se od dviju benzenskih jezgri medusobno povezanih i
udaljenih 2 C-atoma pri ¢emu nacin na koji su povezani moze biti razli¢it. Takav element u strukturi
zapravo ima 1 karbamazepin, iako su kod njega dvije benzenske jezgre povezane tre¢im srediSnjim
prstenom pa ovaj element nije odmah uo€ljiv. Od 131 kemikalije koja se u toj studiji pokazala
aktivnom, njih 84 % sadrzavale su fenolni prsten, a njih 23 % kostur DES-a.

Za paracetamol je u radovima prikazano kako utjeCe na produkciju testosterona (102),
sintezu (103) i metabolizam steroidnih hormona (104) te stupa u agonisticke i antagonisti¢ke
interakcije s estrogenskim i androgenim receptorima (105-110). U studiji autora Harnagea-
Theophilus i Miller paracetamol je ostvario agonisticki uc¢inak prema estrogenskim receptorima
(ER) koji je bio izrazeniji kod visih, nego kod nizih koncentracija (111).

Ibuprofen takoder ima dokazane u¢inke na sintezu i metabolizam steroidnih hormona (112—
115), na Ssiru regulaciju prijenosa hormona unutar endokrinog sustava (116), no istrazivanja o
njegovim interakcijama s estrogenskim ili androgenim receptorima nema. Prema ranije
objaSnjenim strukturnim svojstvima, ibuprofen je jedini koji ne sadrzava konkretne elemente koji
bi ostvarili interakciju s ER. Utjecaj ibuprofena na steroidogenezu prethodno je i ispitan na
modelnoj stani¢noj liniji pri ¢emu je povisio razine progesterona, a snizio razine estradiola i
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testosterona te povecao ekspresiju gena CYP11, a smanjio ekspresiju ostalih gena ukljuc¢enih u
proces steroidogeneze (117).

Istrazivanja o endokrino disruptivnim uéincima fluoksetina pokazuju kako on stupa u
agonisti¢ke interakcije s ER (118,119), a to je potvrdeno i u in vivo eksperimentu u kojem je
estrogena aktivnost fluoksetina potvrdena povecanjem mase maternice Stakora (120). SSRI
generalno, a medu njima i fluoksetin, utjecali su na proces steroidogeneze na nacin da je povecanj
omjer estradiola i testosterona, $to ukazuje na povecanje aktivnosti aromataze te su generalno
uzrokovali smanjenje produkcije testosterona, ponajprije zbog inhibicije enzima CYP17 (121).

Karbamazepin je u istrazivanjima pokazao razliCite ucinke prema aktivnosti ER, od
antagonistickih do agonistickih (122-124). Kao jedan od njegovih najprominentnijih endokrino
disruptivnih ucinaka opisan je utjecaj na metabolizam steroidnih hormona, zato S§to je
karbamazepin induktor CYP450 enzima (125-128). Kod ispitivanja utjecaja na steroidogenezu,
nisu uoceni ucinci karbamazepina na razinu proizvedenih hormona, ali je primje¢eno smanjenje
ekspresije CYP11 i CYP17 gena (129,130). Svi koristeni lijekovi pokazali su odredene ucinke na
aktivnost ER ili opéenito signalizacije i regulacije estradiola u organizmu, a vecina njih utjece i na
proces steroidogeneze. Smjese ovih lijekova nisu ispitane s obzirom na takva endokrino disruptivna

svojstva, stoga ¢e ova disertacija pruziti jedan od prvih uvida u njihove interakcije.

1.3.4. Endokrino disruptivni ucinci nanocestica plastike

Vecina ispitivanja toksi¢nosti nanocestica plastike fokusirana je na ucinke kao §to su
oksidativni stres, citotoksi¢nost, imunotoksi¢nost i genotoksi¢nost, dok je broj ispitivanja
endokrino disruptivnih uginaka vrlo malen (131,132). Cak i kada su prisutna, ispitivanja endokrino
disruptivnih ucinaka plastike i plasti¢nih nanocestica uglavnom obraduju ucinke aditiva koji se iz
takvih materijala otpustaju (133). Primjerice, bisfenol A zabranjen je za koriStenje zbog iznimne
estrogene aktivnosti, ali su odredene studije pokazale kako neki uzorci plastike bez bisfenola A
ostvaruju i jaCe estrogene ucinke od onih koji ne sadrze bisfenol A (134). Dostupna istraZivanja o
ucincima Cestica plastike primarno su fokusirana na u¢inke mikroplastike u razli¢itim jednostavnim
beskraljeznjacima, dok su ispitivanja nanoCestica plastike gotovo nepostojeca (135-138).
Istrazivanje koje su proveli Amereh i suradnici (139) opisano je kao prva studija koja ispituje
endokrino disruptivne ucinke nanocestica polistirena te su zakljucili kako se vidi znatna toksi¢nost

koja se ocituje kroz promjene u tkivu testisa, ali i produkciji steroidnih hormona te promjenama u
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ekspresiji enzima povezanih s njihovom funkcijom. Kod tretmana mikrocesticama plastike uoceni
su ucinci na tiroidni te reproduktivni sustav (140). Uoceno je kako smjese nanoplastike s
endokrinim disruptorima i postojanim onecis¢ivalima uzrokuju disfunkciju Stitne Zlijezde,
smanjene koncentracije T3, a u nekim sluc¢ajevima 1 povisene koncentracije T3 1 T4. Kod muskog
spolnog sustava uglavnom se navode ucinci kao $to su smanjene razine produkcije hormona te
ostecenje tkiva testisa uzrokovanjem oksidativnog stresa i apoptoze, dok su kod Zenskog opisani
oStecenje tkiva jajnika istim procesima te uzrokovanje spontanih pobacaja. Osim navedenog,
opisano je u literaturi i kako mikrocestice plastike mogu potaknuti unos endokrino-disruptivnih

kemikalija u organizam i time doprinijeti njihovim toksi¢nim uc¢incima (141).

1.4. Ispitivanje toksi¢nih u¢inaka sloZenih smjesa - regulatorni okvir i izazovi

Ispitivanje toksi¢nosti 1 procjena rizika u pravilu se provode za pojedina¢nu tvar, no u
posljednjih desetak godina regulatorne smjernice upucuju na nuznost ispitivanja toksikoloskih
ucinaka slozenih smjesa u odnosu na pojedinacne tvari, zbog ¢ega je razvijeno i nekoliko radnih
okvira za procjenu potencijalnih u¢inaka smjesa (142—144). Unato¢ tome, broj istrazivanja koji se
bavi ispitivanjem toksi¢nosti kompleksnih smjesa, a posebno onih u okoliSno relevantnim
uvjetima, jo$ je uvijek nedovoljan. Razlog tome je Cinjenica da su eksperimenti koji ukljucuju
procjenu toksi¢nih u¢inaka smjesa opsezni, sloZeni i dugotrajni.

Ispitivanja toksi¢nih ucinaka smjesa mogu se provoditi primjenom stvarne smjese
(primjerice otpadna voda iz okolisa) ili odabirom modelnih smjesa temeljenim na dostupnim
podatcima (145). Kod ispitivanja stvarne smjese iz okoliSa problem je odredivanje kompletnog
sastava smjese, jer se najceSce radi o iznimno sloZenom matriksu s velikim brojem analita koje je
gotovo nemoguce u potpunosti odvojiti i pojedinacno kvantificirati kako bi se smjesa opisala u
potpunosti. S druge strane, kod odabira modelnih smjesa, potrebni parametri poput mehanizma
djelovanja te odnosa doze i odgovora nisu jednako dostupni i pouzdani za sve skupine spojeva.
Izazovi ispitivanja smjesa prisutni su i nakon odabira dizajna eksperimenta (143,146,147). Naime,
vjerojatno je da ¢e komponente smjese stupati u interakcije (bile one aditivne, sinergisticke ili
antagonisticke). Prema najjednostavnijim definicijama, aditivni u€inak mozZe se pripisati onim
smjesama u kojima pojedina¢ne komponente imaju isti mehanizam djelovanja te je u€inak smjese
jednak zbroju ucinaka pojedina¢nih kemikalija. Sinergizam i antagonizam nisu ovisni 0

mehanizmu djelovanja lijeka, a podrazumijevaju djelovanje koje je jace, odnosno slabije u
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usporedbi sa aditivnim ucinkom koji se smatra temeljnom pretpostavkom. Sinergisticke ili
antagonisticke interakcije mogu se ostvariti medusobnim utjecajem komponenti na
toksikokineticka (apsorpcija, metabolizam, izlu¢ivanje) ili toksikodinamicka svojstva (interakcije
s receptorima, ucinci na molekulskoj razini). Dodatni je izazov i odabir ostalih eksperimentalnih
uvjeta kako bi se izlozenost smjesi kemikalija odradila na nacin da bude Sto sli¢nija realnoj
izlozenosti. U tom smislu, valja pripaziti na vrijeme izloZenosti (akutno/subkroni¢no/kroni¢no), o
tome treba li kemikalije dodavati sekvencijalno ili u isto vrijeme (npr. sekvencijalno se koristi kod
ispitivanja postojanih okolisnih onecis¢ivala koja su karakterizirana znatnom bioakumulacijom) te
da se u obzir uzmu svi najces¢i i najvjerojatniji putevi unosa, a ne samo jedan.

Nakon pravilnog dizajna eksperimenta i dobivenih rezultata, analiza podataka kojom se
ispituje je li u¢inak neke smjese aditivni, sinergisticki ili antagonistic¢ki iznimno je kompleksna te
su vrlo Cesto potrebne znacajne prilagodbe za svaki novi tip sustava koji se ispituje (148).
Uglavnom se prilikom analize koriste adicija koncentracije ili nezavisna akcija. Za odredene
skupine kemikalija, kao $to su pesticidi, uvedene su i druké¢ije metodologije kakva je i odredivanje
relativnog faktora potencije (engl. relative potency factor, RPF). Odabir ispravnog modela ovisi o
broju komponenti smjese, prikladnosti podataka za obradu takvim modelom te vjestinu analiti¢ara
koji treba model znati i prilagoditi na odredene nacine. Situacija se dodatno komplicira kad se radi
sa smjesama u okoliSno relevantnim koncentracijama ili kada se ispituje toksi¢nost smjesa
kemikalija koje nemaju linearni odnos doze i odgovora (149-151). Okolisno relevantne
koncentracije najceS¢e su vrlo niske te pojedinacna tvar najCeS¢e ne ostvaruje primjerice
koncentracija koja uzrokuje 50 % odgovora (ECso) $to onemogucuje koriStenje veceg broja modela
koji takav parametar zahtijevaju. Problem kod nelinearnih odnosa doze i odgovora proizlazi iz
¢injenice kako je prilikom analize rezultata tesko procijeniti §to je to¢no uzrokovalo sinergisticke
ili antagonisti¢ke ucinke (koje doze, koje kombinacije) jer zbog svoje nelinearnosti njihov odgovor
ne slijedi monotonu logiku. Pove¢anjem broja komponenti u smjesi, postaje sve teZe procijeniti
zajednicke ucinke u potpunosti jer ucinak smjese ovisi o koncentracijama pojedinacne tvari,

omjerima koncentracija tvari u smjesi, kao i sastavu smjese.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nanocestice plastike razli€itih polimera, kao i razli€iti lijekovi, u modernom svijetu postaju
ucestala okoli$na oneciS¢ivala. Stoga je razumijevanje njihove interakcije s ljudskim organizmom,
kao 1 utjecaja na ljudsko zdravlje od iznimne vaZnosti i sve je CeS¢a tematika znanstvenih
istrazivanja. Unato¢ brojnim istrazivanjima u ¢ijem su srediStu nezeljeni ucinci nanocestica
plastike ili lijekova, njihov je u¢inak na endokrini sustav nedovoljno istrazen. Dodatno, istrazivanja
Stetnosti tvari koje dospijevaju u okoli§ provode se uglavnom pojedinacno za svaku tvar, a vrlo
rijetko se u obzir uzimaju uéinci smjesa tih tvari, unato¢ ¢injenici kako prisutnosti tvari u smjesama
mogu znatno promijeniti profil njihove toksi¢nosti. Stoga je, kako bi se mogla odraditi kvalitetna
procjena rizika okoli$nih oneci$¢ivala, nuzno istraziti njihove ucinke u okoliSno relevantnim

koncentracijama te ispitati u¢inke slozenih smjesa tih onecisc¢ivala.

Osnovna hipoteza ovog doktorskog istraZivanja jest da postoje znacajne razlike utjecaja
smjesa nanocestica plastike i odabranih lijekova na aktivnost ER i steroidogenezu u humanim
stanicama u odnosu na uc¢inke koje ostvaruju pojedine komponente smjese. Glavni je cilj ovog
doktorskog istrazivanja utvrditi pojedinac¢ne uc¢inke nanocestica plastike i odabranih lijekova na
aktivaciju ER 1 steroidogenezu u humanim stani¢nim kulturama te usporediti u€inke pojedinacnih

sastavnica s u¢incima smjesa nanocestica plastike i/ili lijekova.

PredloZeno doktorsko istrazivanje temelji se na primjeni modelnog sustava kako bi se
ostvario glavni postavljeni cilj. Komponentne modelnog sustava ¢ine 2 stani¢ne linije za ispitivanje
endokrino disruptivnih u¢inaka (T47D-KBluc i NCI-H295R), 3 vrste nanocestica plastike (PsNP,
PpNP i PeNP) te 4 lijeka (paracetamol, ibuprofen, karbamazepin i fluoksetin). U svrhu ostvarenja

glavnog cilja doktorskog istraZivanja, postavljeni su sljedeci specifi¢ni ciljevi:

1. odrediti odnos doze pojedina¢nih nanocestica plastike 1 lijekova te njihovih smjesa 1
prezivljenja stanica;

2. analizirati unos nanocestica plastike u stanice;

3. ispitati u¢inak pojedinac¢nih nanocestica plastike i lijekova te njihovih smjesa na aktivaciju
ER koristeci stani¢nu liniju T47D-KBluc;

4. izmjeriti promjene u ekspresiji gena te kvantificirati produkte steroidogeneze u NCI-H29R

stanicama nakon tretmana pojedinacnim komponentama te njihovim smjesama.

13



3. MATERIJALI | METODE
3.1. Karakterizacija nanocestica

Nanocestice polistirena promjera 25 nm (PsNP; 10500 mg/L) koriStene pri provedbi
istrazivanja komercijalno su nabavljene od tvrtke Phosphorex (Hopkinton, SAD). Nanocestice
polietilena promjera 350 nm (PeNP; 82 mg/L) te nanocestice polipropilena (PpNP; 41 mg/L)
pripravljene su u Saveznom zavodu za istrazivanje i ispitivanje materijala (njem. Bundesanstalt fur
Materialforschung und -prifung, BAM, Berlin, Njemacka) prema ranije opisanoj proceduri (152).
U navedenom je istrazivanju opisana procedura pripreme nanocestica polipropilena, a za pripremu
nanocestica polietilena koriSten je identi¢an postupak sa drugim pocetnim sirovinama. PeNP i
PpNP pripremaju se u BAM-u s ciljem razvoja referentnih polimernih nanocestica za ispitivanje
svojstava materijala te su nam ljubazno ustupili koli¢inu potrebnu za odradivanje istraZivanja
endokrino disruptivnih ucinaka. Za razliku od PsNP koje su Siroko komercijalno dostupne u
razli¢itim veli¢inama i sa brojnim modifikacijama povrsine, PeNP i PpNP znatno su manje

dostupne, zbog ¢ega su vrlo rijetko zastupljene u znanstvenim istrazivanjima u odnosu na PsNP.

Fizikalno-kemijska karakterizacija nanocestica plastike provedena je u svrhu odredivanja
njihova oblika, raspodjele veli¢ina te procjene stabilnosti PNP u eksperimentalnim uvjetima.

Karakterizacija PNP provedena je u ultracistoj vodi te stanicnom mediju.

Za vizualizaciju PNP te odredivanje njihove primarne veli¢ine (dtem) i Stupnja agregacije
koriStena je tehnika transmisijske elektronske mikroskopije (TEM). TEM spada medu najcesce
koriStene tehnike u nanotehnologiji te se uspjesno primjenjuje ispitivanje svojstava razlic¢itih tipova
nanomaterijala (153,154). Priprema uzoraka za ovu tehniku provedena je tako da su suspenzije
PNP razrijedene u stanicnom mediju s 5 % fetalnog govedeg seruma proc¢is¢enog ugljenom te je 5
uL takvog uzorka naneseno na bakrene mreZice oblozene Formvar® polimerom (SPI Supplies,
Westchester, SAD) te su ostavljene preko no¢i kako bi se osusSile na zraku. Snimanje je odradeno
na instrumentu JEOL JEM 1010 (JEOL, Tokio, Japan) postavljen u nacin rada sa svijetlim poljem
te je koriSten napon od 80 kV. Slike su snimljene koriste¢i kameru Canon PowerShot S50 (Canon,
Tokio, Japan). drem oznacava primarnu veli¢inu ¢estice bez njene solvatacijske ljuske. Ukupno je
izmjeren promjer najmanje 60 nanocestica za svaku pojedinu vrstu PNP koriStenjem programa

ImageJ 1.53k (155).
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Hidrodinamicki promjer (dn) i raspodjela veli¢ina PNP odredeni su metodama dinamickog
rasprsenja svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS), dok je zeta (¢) potencijal odreden
metodom elektroforetskog rasprsenja svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering, ELS). d+ se
moze definirati kao promjer nanocestice koji ukljucuje i njezinu solvatacijsku ovojnicu koja se u
mediju giba zajedno s nanocesticom. Princip rada metode temelji se na detekciji svjetlosti rasprSene
sa Cestica prisutnih u suspenziji (156). Unato¢ Cinjenici da dn ne prikazuje stvarnu veli¢inu
nanocestice, njegovo odredivanje, kao i poznavanje raspodjele veli¢ina nanocestica vazno je kako
bi se moglo opisati i predvidjeti njihovo ponasanje u eksperimentalnim uvjetima. Suspenzije PNP
razrijedene su u ultracistoj vodi i kompletnom stani¢nom mediju do koncentracije od 10 mg/L.
Volumen od 1 mL uzorka prenesen je automatskom pipetom u jednokratnu plastiénu kivetu
(Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka). Uzorci PNP pripremljeni razrjedivanjem istih u kompletnom
staniénom mediju ispitani su u dvije vremenske tocke: odmah nakon pripreme suspenzije (t = Oh)
te nakon 48-satne inkubacije na 37°C kako bi se oponaSali uvjeti eksperimenta na stani¢nim
kulturama. Veli¢ina NP dobiva se iz raspodjele po intenzitetu te se izrazava kao prosjecna
vrijednost 6 mjerenja. S obzirom na to da je DLS neinvazivna tehnika koja ne oStecuje uzorak,
pripravljeni je uzorak nakon mjerenja prenesen u posebne kivete za ELS mjerenja (Malvern
Instruments, Malvern, UK) kako bi se odredio  potencijal PNP. Metoda se temelji na odredivanju
elektroforetske pokretljivosti nanocestica, a poznavanje { potencijala vazno je za predvidanje
elektrostatske stabilizacije i specifi¢nih interakcija nanocestica u suspenzijama (157). { potencijal
je potencijal na plohi smicanja elektricnog dvosloja koji je prisutan u otopini oko nabijene Cestice,
a ovisi o povrSinskom naboju nanocestice te svojstvima otopine koja okruzuje nanocesticu.
Ukoliko nanocestice u suspenziji posjeduju g potencijal istog predznaka te apsolutne vrijednosti
vece od 20 mV moguce je pretpostaviti kako su elektrostatski stabilizirane, a { potencijal moze
utjecati i na njihove interakcije sa stanicama (158). Vrijednosti { potencijala izracunate su iz
izmjerenih  elektroforetskih  pokretljivoti  prema  Henryjevoj  jednadzbi  koristeci
Smoulchowskowljevu aproksimaciju te su prikazani kao uprosjecena vrijednost triju uzastopnih
mjerenja. Sva mjerenja dn i { potencijala odradena su pomocu Zetasizer Ultra instrumenta (Malvern
Panalytical, Malvern, UK) pri temperaturi od 25°C, a rezultati su obradeni u programskom paketu
ZS Explorer 3.21 (Malvern Panalytical, Malvern, UK).
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3.2. Priprema otopina lijekova i kontrolnih spojeva

U svrhu ispitivanja endokrino disruptivnih uéinaka, koristeni su paracetamol (kat. broj:
A7085), ibuprofen (kat. broj: 14883), karbamazepin (kat. broj: C4024) i fluoksetin hidroklorid (kat.
broj: F0253000) nabavljeni iz Sigme Aldrich (Darmstadt, Njemacka). Temeljne standardne otopine
ispitivanih lijekova pripravljane su prilikom provedbe eksperimenata u koncentracijama od 0,1
mol/dm? otapanjem u dimetilsulfoksidu (DMSO, Kat. broj: 04532 01) nabavljenom od tvrtke
Kemika (Zagreb, Hrvatska). Radne otopine koriStene za tretmane stanica uvijek su pripremane kao
10 puta koncentriranije od Zeljene zavrSne koncentracije u jazici kako bi se izbjeglo znacajno
razrjedenje kompletnog stani¢nog medija koje moze nastetiti prezivljenju stanica. Prethodno
tretiranju stani¢nih kultura, sve su radne otopine terminalno sterilizirane kori$tenjem sterilnih
filtera od celuloznog acetata (CA) s velicinom pore od 0,22 uM (Filter-Bio, Nantong City, Kina).
Iznimno su za tretmane NCI-H295R stanica prilikom ispitivanja utjecaja na proces koriStene
nerazrijedene temeljne standardne otopine dekontaminirane sterilnim filterima od
politetrafluoretilena (PTFE), takoder veli¢ine pore od 0,22 uM (Filter-Bio, Nantong City, Kina).
Ovakav nalin sterilizacije otopina uklanja potencijalno prisutne bakterijske i virusne

kontaminacije, kao i gljivice te njihove spore.

U svrhu ispitivanja u¢inaka kemikalija na aktivnost ER koristeni su 17p-estradiol (E2, kat.
broj: E2758) i dietilstilbestrol (DES, kat. broj: D4628) kao tretmani za pozitivne kontrole te
fulvestrant (FLV, kat. broj: 14409) kao tretman za negativnu kontrolu. Sve tri kontrolne kemikalije
nabavljene su od tvrtke Sigma Aldrich. Temeljne standardne otopine pripravljene su otapanjem u
etanolu (kat. broj: 05056 01; Kemika, Zagreb, Hrvatska) u koncentraciji od 0,1 mol/dm3. S obzirom
na slabiju topljivost kontrolnih spojeva u odnosu na ispitivane spojeve, radne otopine pripravljene
su na nacin da je temeljna standardna otopina prvo razrijedena u 2 koraka u omjeru 1:100 u etanolu,
a nakon toga u jo$ 2 koraka u omjeru 1:10 u vodi ¢ime je dobivena radna otopina koja je dodavana

u jazice. Radne otopine sterilizirane su na ranije opisani nacin.

Smjernica za ispitivanje utjecaja kemikalija na proces steroidogeneze propisuje forskolin
(FOR, kat. broj: 93049) kao pozitivnu kontrolu (induktor steroidogeneze) te prokloraz (PRO, Kat.
broj: 45631) kao negativnu kontrolu (inhibitor steroidogeneze). Obje kemikalije nabavljene su od

tvrtke Sigma Aldrich. Smjernica takoder detaljno opisuje i proces pripreme temeljne standardne
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otopine, kao i radnih otopina navedenih kontrola. Temeljna standardna otopina forskolina (0,1
mol/dm?®) pripremljena je odvagom 4,1050 miligrama kemikalije pomoéu analiticke vage te
otapanjem u 100 pL DMSO-a. Radna otopina (1 mmol/dm®) pripremljena je razrjedivanjem
temeljne standardne otopine u 2 koraka u omjerima 1:10 u DMSO-u. Temeljna standardna otopina
prokloraza (0,1 mol/dm3®) pripremljena je odvagom 3,7667 miligrama kemikalije pomocu
analiti¢ke vage te otapanjem u 100 L DMSO-a. Radna otopina (0,1 mmol/dm?®) pripremljena je

razrjedivanjem temeljne standardne otopine u 3 koraka u omjerima 1:10 u DMSO-u.

3.3. Karakteristike, uzgoj i odrzavanje stani¢nih linija

Stani¢ne linije T47D-KBluc te NCI-H295R odabrane su kao modelni sustavi za ispitivanje
Sirokog spektra endokrino disruptivnih uc¢inaka PNP i odabranih lijekova. Obje odabrane stani¢ne
linije humanog su podrijetla te su opisane od strane regulatornih agencija (U.S. EPA, OECD) kao

relevantni modeli za ispitivanje utjecaja kemikalija na reproduktivne funkcije endokrinog sustava.
3.3.1. Stanicna linija T47D-KBluc

T47D-KBluc (ATCC oznaka CRL-2865) stani¢na je linija koja stabilno eksprimira
reporterski gen luciferazu kao element odgovora aktivaciju ER. Stani¢na linija razvijena je i
detaljno okarakterizirana od strane Wilson i suradnika (159) stabilnom transfekcijom genskog
konstrukta reporterskog gena za luciferazu u stani¢nu liniju T47D. Stanice T47D epitelne su stanice
izolirane iz pleuralnog izljeva 54-godisnje pacijentice s duktalnim karcinomom mlije¢ne Zlijezde
te ih odlikuje prirodna stabilna ekspresija ER a i f (160,161). Razvoj in vitro testova koji koriste
reporterske gene od iznimne je vaznosti, zato $to takvi eseji predstavljaju selektivne sustave
visokog odziva na aktivaciju ER te su jedna od brzih i jednostavnijih metoda za ispitivanje
agonistickih, ali i antagonisti¢kih u¢inaka razli¢itih vrsta tvari na aktivnost ER (162). Molekulski
mehanizam kojim se moze detektirati afinitet tvari da utjeCe na aktivnost ER zapocinje ulaskom
ispitivane tvari u stanicu gdje ¢e se, ukoliko je ligand za ER, vezati na njega. Kada se na dva ER
vezu ligandi, takvi ¢e receptori dimerizirati te se u jezgri vezati na element odgovora na estrogen
(engl. estrogen responsive element, ERE) na konstruktu reporterskog gena i aktivirati ekspresiju

gena za luciferazu (Slika 2). Prisutnost sintetiziranog enzima luciferaze potvrduje se dodatkom
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supstrata luciferina te odgovaraju¢ih koenzima pri ¢emu dolazi do pojave luminiscencije. Ja¢ina

izmjerenog luminiscentnog signala proporcionalna je aktivnosti ER.

0 Ispitivane
tvari
8

Sinteza
proteina L i@

5— ERE — Gen za luciferazu

Slika 2. Shematski prikaz vezanja liganda na estrogenski receptor i aktivacije kaskadnog procesa
koji rezultira produkcijom enzima luciferaze u stani¢noj liniji T47D-KBluc. Shematski prikaz

izraden je u programu Microsoft PowerPoint.

Stani¢na linija T47D-KBluc nabavljena je iz banke stanica ATCC (engl. American Type
Culture Collection) te je stani¢na kultura uspostavljena otapanjem originalne vijale stanica i
njihovim nasadivanjem u T-25 flasku (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka). Stanice su uzgajane u
kompletnom stani¢nom mediju koji se sastoji od medija RPMI-1640 (kat. broj: R8758, Sigma
Aldrich), 10 % volumnog udjela fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum, FBS; kat. broj:
F0679, Sigma Aldrich), 1 % volumnog udjela otopine antibiotika i antimikotika (kat. broj: A5955,
Sigma Aldrich) te 0,2 TU/mL govedeg inzulina. Stanice su nakon odmrzavanja uzgajane

koristenjem istog stani¢nog medija, ali u stani¢nim flaskovima T-75 (Sarstedt, Numbrecht,
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Njemacka) do pasaze 10 kako bi se osigurala odgovarajuca stabilnost ekspresije ER te su za

eksperimente koristene izmedu pasaza 10 i 25.

3.3.2. Stanicna linija NCI-H295R

NCI-H295R (ATCC oznaka CRL-2128) epitelna je stani¢na linija nastala modifikacijom
stani¢ne linije NCI-H295 izolirane iz tumora kore nadbubrezne Zlijezde 48-godis$nje pacijentice.
Izniman znacaj ove stani¢ne linije u ispitivanju utjecaja kemikalija na proces sinteze steroidnih
hormona proizlazi iz ¢injenice da su u NCI-H295R stanicama eksprimirani svi enzimi koji
sudjeluju u procesu steroidogeneze te je moguée kvantificirati sve Cig i C21 Steroidne hormone Kkoji

nastaju u spomenutom procesu (Slika 3).

CYPNA CYP17 17a-0H CYP17 Dehidro-
Kolesterol —_— Pregnenolon ——— A
pregnenolon epiandosteron
3B-HSD 3B-HSD l 3B-HSD
CYP17 17a-0H CYP17 .
Progesteron — Androstendion
progesteron
CYP21 CYP21 17B-HSD I l CYP19
k‘:;i':;';:‘:ir;n — Deoksikortizol Testosteron Estron
CYPIB CYPIB CYP19 l IITB—HSD
" y
Kortikosteron Kortizol 17-B-estradiol
CYPIIB
Aldosteron

Slika 3. Shematski prikaz procesa steroidogeneze. Slika je prilagodena prema prikazu

steroidogeneze iz OECD smjernice broj 456 (163) i izradena u programu Microsoft PowerPoint.

U in vivo uvjetima, ovakvu je ekspresiju enzima gotovo nemoguce pronaci, zato $to su i
ekspresija enzima, kao i produkcija hormona tkivno- i razvojno-specifi¢ni procesi, odnosno ne
odvijaju se u istim tkivima niti u istim fazama razvoja (164). Stoga je jedinstveno svojstvo NCI-
H295R stanica da se ponaSaju kao zonalno nediferencirane humane fetalne adrenalne stanice koje

mogu producirati sve steroidne hormone koji inace nastaju u svim zonama kore nadbubrezne
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zlijezde te u gonadama, odnosno omogucuju ispitivanje ucinaka tvari na sintezu spolnih, ali i
kortikosteroidnih hormona (165,166). Osim uc¢inaka na sintezu steroidnih hormona, moguce je
utvrditi 1 promjene u ekspresiji gena koji kataliziraju reakcije uklju¢ene u proces steroidogeneze
(167,168), ¢ime stani¢na linija NCI-H295R omogucéuje uvid u potencijalne molekulske mehanizme

kojima odredene tvari utjeu na proces steroidogeneze.

Stani¢na kultura NCI-H295R uspostavljena je otapanjem originalne vijale stanica
nabavljene iz banke stanica ATCC. Kompletni stani¢ni medij sacinjen je od medija DMEM:F12
(kat. broj: D6421, Sigma Aldrich) sa 2,5 % volumnog udjela FBS-a (kat. broj: F0679, Sigma
Aldrich), 1 % volumnog udjela otopine penicilina i streptomicina (kat. broj: P433, Sigma Aldrich)
te 1 % volumnog udjela otopine ITS+ Premix (kat. broj: 354352, Corning, Sommerville, SAD).
ITS+ Premix unaprijed je formulirani dodatak za stani¢ni medij te su konacne koncentracije
njegovih sastavnica u kompletnom stani¢nom mediju slijedece: 0,00625 mg/mL humanog inzulina,
0,00625 mg/mL transferina, 6,25 ng/mL selena, 1,25 mg/mL govedeg serumskog albumina i
0,00535 mg/mL linolne kiseline. Nakon odmrzavanja, stani¢na linija odrzavana je uzgojem u T-75
stanicnim flaskovima (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka), a za eksperimente su koriStene stanice
izmedu pasaze 4 i pasaze 10, sukladno uputama iz OECD smjernice 456 koja opisuje proceduru za

ispitivanje utjecaja kemikalija na proces steroidogeneze (163).

3.4. Ispitivanje preZivljenja stanica i indukcije apoptoze

Kako bi se izbjegli potencijalno nepouzdani rezultati ispitivanja endokrino disruptivnih
ucinaka odabranih nanocestica i lijekova, prije provodenja eksperimenata bilo je potrebno utvrditi
pri kojim koncentracijama koriStene nanocestice 1 lijekovi ostvaruju citotoksi¢ni uc¢inak prema
stani¢nim linijama T47D-KBluc i NCI-H295R. Utjecaj paracetamola, ibuprofena, karbamazepina
1 fluoksetina na preZivljenje stanica ispitan je primarno MTS testom, dok je za odredene
koncentracije ispitana i aktivacija procesa stani¢ne smrti metodom protocne citometrije. Utjecaji
PeNP, PpNP i1 PsNP na prezivljenje stanica ispitani isklju¢ivo metodom proto¢ne citometrije zbog

potencijalnih interferencija s spektrofotometrijskom metodom kakva je MTS test (169).
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3.4.1. Ispitivanje utjecaja na preziviljenje stanica pomocéu MTS testa

MTS test jedna je od najceSc¢e koriStenih metoda za ispitivanje utjecaja kemikalija na
prezivljenje stanica. Metoda se temelji na redukciji Zuto obojenog 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolija u smede obojeni formazan, $to je moguce

samo u zivim i metaboli¢ki aktivnim stanicama (170).

T47D-KBluc i NCI-H295R stanice nasadene su u prozirne plocice s 96 jazica (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka) u 100 pL staniéne suspenzije koncentracije 4x10* stanica/mL u ranije
opisanim kompletnim stani¢nim medijima. Nakon S$to su ostavljene 24 sata u inkubatoru
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka) na 37°C i 5 % CO- kako bi se prihvatile za dno jaZice, stanice
su tretirane odgovarajuéim koncentracijama lijekova. Neposredno prije tretmana stanica iz
temeljne standardne otopine svakog od ispitivanih lijekova, pripravljene su slijedece radne otopine
(10x koncentrirane vodene otopine najvise ispitivane koncentracije): 10 mM otopine paracetamola
I ibuprofena, 5 mM otopina karbamazepina te 1 mM otopina fluoksetina. Nakon 24-satne
inkubacije, stanice su izvadene iz inkubatora, stani¢ni je medij uklonjen, Stanice su isprane
fizioloSkom otopinom puferiranom fosfatnim puferom (engl. phosphate-buffered saline, PBS) te
je u jazice dodano 100 pL svjezeg stani¢nog medija, odnosno 180 pL medija u jazici koja ¢e biti
tretirana najvecom koncentracijom lijeka. U prvu je jazicu dodano 20 pL radne otopine lijeka kako
bi se postigla Zeljena koncentracija lijeka (1000 uM za paracetamol i ibuprofen, 500 uM za
karbamazepin i 100 uM za fluoksetin), nakon ¢ega je prijenosom 100 puL volumena iz jazice u
jazicu postignuto dvostruko serijsko razrijedenje i uspostavljen konacni koriSteni raspon
koncentracija. Pozitivna kontrola bile su stanice tretirane sa DMSO-om (volumni udio u jazici 10
%), dok su kao negativna kontrola koriStene netretirane stanice, a kao slijepa proba kompletni
stani¢ni medij bez stanica. Stanice su potom inkubirane 48 sati na 37°C i u atmosferi s 5 % CO-
kako bi se ispitali utjecaji spojeva na prezivljenje stanica u eksperimentalnim uvjetima relevantnim

za daljne eksperimente.

Nakon inkubacije s tretmanom, plo€ica sa stanicama izvadena je iz inkubatora te je uklonjen
stani¢ni medij koji sadrzi ispitivane lijekove, stanice su isprane 2 puta PBS-om i dodano je 100 pL
svjezeg staniénog medija. MTS test provodi se pomoé¢u komercijalno dostupnog kita CellTiter 96®

AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, SAD). Navedeni kit
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sadrzi unaprijed pripremljene sterilne otopine MTS reagensa te otopinu fenazin metosulfata (engl.
phenazine methosulfate, PMS) koji sluzi kao reagens za prijenos elektrona. Navedene otopine
pomijesane su U omjeru 20:1 u korist MTS-a. Kada je reagens u potpunosti pripremljen mijeSanjem
dvaju otopina, dodano je 20 uL otopine u svaku jazicu te inkubirati plo¢icu na 37°Ci5 % CO; od
1 do 4 sata, ovisno o brzini formiranja boje u jazicama. Svi procesi opisani u pripremi uzoraka za
ovaj test provedeni su u kabinetu za laminarni protok zraka kako bi se osigurala sterilnost postupka.
Nakon zavrsetka inkubacije, izmjerena je apsorbancija na valnoj duljini 490 nm pomocu ¢itaca

mikrotitarskih plo¢a Victor3 (Perkin Elmer, Waltham, SAD).
3.4.2. Ispitivanje aktivacije apoptoze protocnom citometrijom

Koristenjem proto¢ne citometrije uz pravilan odabir protutijela i/ili stani¢nih boja moguce
je analizirati prisutnost brojnih proteina na povrSini ili u unutraSnjosti stanice. Za ispitivanje
aktivacije procesa stani¢ne smrti metodom protoc¢ne citometrije koriste se protutijelo aneksin V na
koji je vezan fluorescein izotiocijanat (FITC) te boja propidij jodid (PI). Aneksin V protutijelo je
koje se veze na fosfatidilserin, protein koji se u normalnim stanicama nalazi s unutra$nje strane
stani¢ne membrane, dok je njegova translokacija na vanjsku stranu stanicne membrane igra klju¢nu
ulogu u signalizaciji apoptoze. Aneksin V-FITC ne ulazi u zive, neostecene stanice jer ne moze
preci cjelovite stani€ne membrane pa obiljezava samo stanice u kojima je zapocet proces apoptoze.
PI je fluorescentna interkaliraju¢a boja koja se ugraduje u dvolanc¢anu DNA isklju¢ivo nekroti¢nih
stanica kojima je integritet staniéne membrane toliko narusen da PI uspijeva uéi u jezgru stanice.
Analizom aktivacije apoptoze proto¢nom citometrijom, moguce je stanice odrediti postotak Zivih
(potpuno neobiljezene), rano apoptoti¢nih (pozitivne na FITC), kasno apoptoti¢nih (pozitivne na

FITC i PI) te nekroti¢nih (pozitivne na PI) stanica u ukupnom broju stanica u uzorku.

Za provodenje ovog eksperimenta, stanice su nasadene u prozirne plocice sa 12 jaZica
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka) u 1 mL kompletnog stani¢nog medija za odgovarajucu stani¢nu
liniju pri koncentraciji od 1x10° stanica/mL. Nakon §to su bile inkubirane 24 sata na 37°C i 5 %
CO., stani¢ni medij zamijenjen je sa 900 pL stani¢nog medija uz prethodno ispiranje sa 500 pL
PBS-a. Stanice su potom tretirane radnim otopinama nanocestica i lijekova te kontrolnim
spojevima. Kao kontrolni spojevi koriste se staurosporin (kat. broj: 569396, Sigma Aldrich) kao

pozitivna kontrola za apoptoti¢ne stanice te DMSO pri volumnom udjelu od 10 % u jazici kao
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pozitivna kontrola za nekroti¢ne stanice. Kao negativna kontrola koristene su stanice kod kojih je

u jazice dodano 100 pL sterilne destilirane vode.

Nakon 48-satne inkubacije s tretmanima na 37°C i 5 % COg, stani¢ni medij iz jaZica
prikupljen je u prikladno oznacene tubice od 2 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) te su stanice
isprane 2 puta sa 1 mL PBS-a. Nakon toga su stanice odlijepljene od podloge dodatkom 300 pL
tripsin-etilendiamintetraoctena kiselina (tripsin-EDTA) otopine. Stanice su inkubirane dok
provjerom pod mikroskopom nije utvrdeno kako su se sve stanice odvojile od podloge. Nakon toga
je u svaku jazicu dodano 500 pL kompletnog stanicnog medija te su tako pripravljene suspenzije
stanica pridruzene ranije prikupljenim supernatantima stanicnog medija. Stanice su potom
centrifugirane 5 minuta pri 800xg te je supernatant uklonjen, a stanice su resuspendirane u 800 uL
PBS-a te ponovno centrifugirane 5 minuta pri 800xg. Priprema uzoraka u slijede¢im koracima
odradena je prema uputama iz paketa reagensa Annexin V:FITC Assay (kat. broj: ANNEX300F,
Bio-Rad, Hercules, SAD). Nakon centrifugiranja, uzorci su resuspendirani u 195 pL pufera za
bojanje (engl. staining buffer) razrijedenog prema uputama iz kita te je dodano 5 pL reagensa
Annexin V-FITC. Uzorci su inkubirani 10 minuta na sobnoj temperaturi u potpunom mraku. Nakon
inkubacije, uzorcima je dodano 800 uL pufera za bojanje te su centrifugirani na 800xg.
Supernatanti su ponovno odbaceni, a stanice su resuspendirane u 190 pL pufera za bojanje, dodano
je 10 uL PI boje te su opet inkubirani u mraku na sobnoj temperaturi 10 minuta. Nakon posljednjeg
centrifugiranja u prethodno opisanim uvjetima, stanice su resuspendirane u 300 uL PBS-a te su
vorteksirane, filtrirane kroz pluriStrainer® filter s porama veli¢ine 40 pm (Kat. broj: 43-57040-51,
PluriSelect, Leipzig, Njemacka) i odmah analizirane na uredaju Cytoflex SRT (Beckman Coulter,
Brea, SAD). Fluorescencija boje FITC vezane na protutijelo aneksin V pobudena je laserom valne
duljine 488 nm i detektirana na detektoru s emisijskim filtrom 525/40, dok je fluorescencija
propidij jodida pobudena zuto-zelenim laserom valne duljine 561 nm te zabiljeZena na detektoru

sa emisijskim filtrom 585/42. Dobiveni rezultati analizirani su u raCunalnom programu CytExpert.
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3.5. Odredivanje stani¢nog unosa razli¢itih plasti¢nih nanocestica

Stani¢ni unos PsNP, PpNP i PeNP kvantificiran je koriste¢i stanice T47D-KBluc metodom
protoc¢ne citometrije mjerenjem intenziteta fluorescencije na detektoru s emisijskim filtrom 525/40.
KoriStenje upravo ove metode za odredivanje parametara stanicnog unosa razlicitih plasti¢nih
nanocestica bilo je moguce zato §to su fluorescentno obiljezene PsNP komercijalno dostupne, dok
su snimljeni fluorescencijski spektri PeNP i PpNP pokazali fluorescencijske pikove na 523 i 524
nm te ih je takoder moguce uociti na koriStenom detektoru (Slika 32). Svojstvo autoflorescencije
PeNP i PpNP moguce je pripisati ketonskim skupinama uo¢enima prilikom ispitivanja svojstava
povrsine nanocestica s obzirom na starenje i promjene koje prolaze prilikom same pripreme

metodom fotoelektronske spektroskopije X-zraka (Slika 33).

T47D-KBluc stanice nasadene su u prozirne plocice sa 12 jazica (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka) u 1 mL kompletnog stani¢nog medija pri koncentraciji od 1x10° stanica/mL. Nakon §to
su bile inkubirane 24 sata na 37°C i 5 % COg, stani¢ni medij zamijenjen je sa 900 pL vjezeg
stani¢nog medija uz prethodno ispiranje sa 500 uL PBS-a. Stanice su potom tretirane radnim
otopinama PsNP, PpNP i PeNP te njihove smjese. Negativne kontrole tretirane su odgovaraju¢om
koli¢inom sterilne vode kako bi oponasale uvjete Nakon inkubacije od 48 sati, stani¢ni medij je
odbacen, stanice su isprane tri puta PBS-om te odlijepljene od podloge inkubacijom sa 300 pL
tripsin-EDTA otopine. Nakon $to su se odlijepile od podloge, stanicama je dodano 500 pL
kompletnog staniénog medija. Stanice su potom centrifugirane na 800xg te su supernatanti
odbaceni, a stanice resuspendirane u 300 uL PBS-4, filtrirane kroz ranije spomenute pluriStrainer®
filter s porama veli¢ine 40 pm i analizirane na Cytoflex SRT uredaju. Izmjereni su medijani
intenziteta fluorescencije negativnih kontrola te tretiranih stanica na detektoru 525/40. Rezultati su

obradeni u CytExpert racunalnom programu.

3.6. Ispitivanje aktivacije estrogenskih receptora

Aktivacija ER ispitana je sukladno protokolima opisanima prilikom razvoja i
karakterizacije koriStene stani¢ne linije T47D-KBluc (159), kao i OECD smjernice broj 455 (171).

Prethodno pocetku eksperimenta, stanice su prosle period pre-inkubacije od 7 dana u kojem su
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umjesto u ranije opisanom kompletnom stani¢nom mediju bile uzgajane u mediju koji sadrzi
medija RPMI-1640 (kat. broj: R8758, Sigma Aldrich), 10 % volumnog udjela FBS-a pro¢is¢enog
aktivnim ugljenom (kat. broj: F6765), 1 % volumnog udjela otopine antibiotika i antimikotika (kat.
broj: A5955, Sigma Aldrich) te 0,2 IU/mL govedeg inzulina (kat. broj: 1056, Sigma Aldrich).
Aktivnim ugljenom procis¢eni FBS koristi se kako bi se uklonile interferencije hormona prisutnih
u obi¢nom, neprocis¢enom FBS-u, a koje mogu dati lazno pozitivne rezultate. Prethodno
eksperimentima sa PNP i lijekovima, prikladnost sustava ispitana je tretmanom stanica sa dvama
agonistima 17-B-estradiolom i dietilstilbestrolom te antagonistom fulvestrantom. Osim
prikladnosti sustava, ispitane su i interferencije svih komponenti prisutnih u lizatu stanica na nacin
da je reagens dodan u otopinu ili suspenziju takve komponente, ali bez stanica. Sustav je ispitan na
prisutnost interferencija ponajprije zbog nanocestica plastike za koje je trebalo provjeriti uzrokuju
li same rasprSenje svjetlosnih signala i time lazno pozitivne rezultate. Nakon Sto su potvrdeni
funkcionalnost stani¢ne linije (slika 34) prema uvjetima opisanim u OECD smjernici TG 455
(omjer luminescentnih signala pozitivnih kontrola i netretiranih stanica je bio veéi od 4) te
izostanak interferencija (slika 35), provedeni su i eksperimenti sa PNP, lijekovima te njihovim
kompleksnim smjesama pri ¢emu je na svakoj plo€ici kao pozitivna kontrola bio uklju¢en DES u
koncentraciji od 10 nM. DES je izabran kao pozitivna kontrola umjesto E2, zato §to se njegova
otopina pokazala jednostavnijom za pripremu s obzirom na topljivost spojeva i stabilnijom kroz

dulje vrijeme te je davala reproducibilnije rezultate u odnosu na otopinu E2.

Nakon 7 dana pre-inkubacije, T47D-KBluc stanice nasadene su u neprozirne Nunc™ bijele
plocice sa 96 jazica (kat. broj: 136101, Thermo Scientific, Waltham, SAD) u koncentraciji od
2x10* stanica po jazici u 100 uL stani¢nog medija u kojem je 10 % volumnog udjela aktivnim
ugljenom procis¢enog FBS-a smanjeno na 5 % volumnog udjela istog FBS-a. Stanice su inkubirane
24 sata na 37°C i pri 5 % CO; kako bi se prihvatile za dno jaZice, a po isteku 24 sata, medij je
odbacen te je u jazice dodan odgovarajuci volumen stani¢nog medija s 5 % FBS-a procis¢enog
aktivnim ugljenom. Kad su stanice tretirane individualnim komponentama, u jazice je dodano 90
uL medija, za dvokomponentne smjese 80 uL medija, a za trokomponentne smjese 70 uL medija.
S obzirom na rad sa viSekomponentnim smjesama, radne otopine PNP 1 lijekova za ovaj su
eksperiment pripremljene razrijedivanjem u stanicnom mediju, a ne u sterilnoj vodi, kako medij u
konacnici ne bi bio previse razrijeden i time se ostvario citotoksi¢ni u¢inak prema stanicama kroz

inkubacijski period od 48 sati.
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Nakon 48-satne inkubacije s tretmanima na 37°C i 5 % CO, stani¢ni je medij odbacen, a
stanice su isprane dva puta sa po 100 uL PBS-a. Nakon toga, priprema uzoraka odradena je po
uputama iz Kita sa luciferazni esej, Luciferase Assay System (Kkat. broj: E1501 i E1500) koji se
sastoji od 5x koncentriranog pufera za lizu stanica (engl. Cell Culture Lysis Reagent, CCLR),
supstrata za luciferazni esej te pufera za luciferazni esej. Prethodno pripremi uzoraka, sve
komponente kita termostatirane su na 25°C kako bi bile na temperaturi optimalnoj za
funkcioniranje luciferaze. Nakon ispiranja s PBS-om na stanice je dodano 20 uL CCLR
razrijedenog 5x destiliranom vodom te su stanice centrifugirane pri 300 rpm 20 minuta u centrifugi
Eppendorf 58 10R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) termostatiranoj na 25°C kako bi se postigla
potpuna liza stanica. Tijekom perioda lize stanica, uredaj SpectraMax iD3 i njegov injektorski
sustav, kao i reagens za luciferazni esej pripremljeni su za eksperiment. Reagens za luciferazni esej
priprema se mijeSanjem supstrata za luciferazni esej (liofilizirani prah) te pufera za luciferazni esej.
Tako pripremljenim reagensom puni se injektorski sustav mikrocitaca ploca te se putem
softverskog paketa mjerenje isprogramira na nacin da se u svaku od jazica injektira 100 pL
reagensa za luciferazni esej koje slijedi odgoda mjerenja od 2 sekunde tijekom koje se plocica
protrese i potom se mjere luminescentni signali kroz period od 10 sekundi. Tijekom reakcije,
luciferaza producirana u stanicama prevodi luciferin iz reagensa u oksiluciferin koji producira
svjetlost na svim valnim duljinama te se mjerenje provodi na svim kanalima za luminiscenciju

SpectraMax 1D3 uredaja.

3.7. Ispitivanje u¢inaka na proces steroidogeneze

NCI-H295R stanice nasadene su u prozirne ploc¢ice s 24 jazice (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka) u koncentraciji od 2x10° stanica po jazici u 1 mL kompletnog stani¢nog medija kako
bi postigle konfluentnost od 50-60 % kakva je potrebna za ispitivanje utjecaja na steroidogenezu
prema smjernici OECD broj 456 (163). Nakon 24-satne inkubacije na 37°C i pri 5 % CO., stanice
su tretirane 1000x koncentriranim radnim otopinama paracetamola i ibuprofena te PSNP i njihovim
smjesama, kao i pozitivnom kontrolom forskolinom te negativhom kontrolom proklorazom.
Otopine su pripravljene kako je opisano u OECD smjernici broj 456. Iznimno za ovaj eksperiment,
radne otopine su pripravljene u DMSO-u te su stanice tretirane na nacin da je 1 pL 1000x

koncentrirane otopine dodan u 999 uL kompletnog stani¢nog medija u prikladno oznacenoj
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plasti¢noj tubici od 1,5 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) te je tubica vorteksirana kako bi se
sadrzaj Sto bolje izmijeSao. Nakon toga je iz stanica jaZicu po jazicu uklonjen prisutni stani¢ni
medij, stanice su isprane sa 300 uL PBS-a te je dodan odgovarajuci tretman pripremljen na opisani
nacin. Stanice su potom inkubirane na 37°C i u atmosferi sa 5 % CO> tijekom 48 sati. Nakon 48
sati, stani¢ni medij iz jazica koji sadrzava producirane steroidne hormone prikupljen je u prikladno
oznacene plasticne tubice od 2 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) te pohranjeni u zamrzivacu
na -80°C. Steroidni hormoni stabilni su na toj temperaturi do 3 mjeseca te je kvantifikaciju potrebno
odraditi unutar tog vremenskog perioda. Stanice preostale u jazici iskoriStene su za izolaciju

ukupne RNA za odredivanje ekspresije gena ukljucenih u steroidogenezu .

3.7.1. Odredivanje ekspresije gena ukljucenih u proces steroidogeneze (RT-gPCR)

Ekspresija gena ukljucenih u proces steroidogeneze utvrdena je kvantitantivnom lan¢anom
reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (engl. quantitative real time polymerase chain reaction,
RT-gPCR). RT-gPCR omogucuje ispitivanje promjena razine ekspresije gena putem glasnicke
RNA (engl. messenger ribonucleic acid, mMRNA) koja se izolira iz stanica na kojima se provodi
eksperiment. mRNA se potom prevodi u cDNA (engl. complementary deoxyribonucleic acid)
pomocu enzima reverzne transkriptaze (172,173). Nakon sinteze ¢cDNA, lan¢anom reakcijom
polimeraze moguce je uz pomo¢ prikladno odabranih pocetnica analizirati ekspresiju ciljnih gena,
§to su u slucaju ove doktorske disertacije bili CYP11, CYP17, 35-HSD, 175-HSD te CYP19 (174—
176).

Prvi korak u pripremi uzoraka za RT-qPCR je izolacija ukupne RNA iz NCI-H295R stanica
koja je odradena prema uputama iz kita Aurum Total RNA Mini (kat. broj: 7326820, Bio-Rad,
Hercules, SAD). Nakon prikupljanja medija, u stanice je dodano 350 uL pufera za lizu stanica
(engl. lysis solution, jedna od komponenti kita) te je nakon provjere da su stanice lizirane pod
mikroskopom u svaku jazicu dodano 350 pL etanola pripravljenog iz etanola visoke ¢istoce (kat.
broj: 1.08543, Sigma Aldrich) i sterilne vode tretirane dietilpirokarbonatom (voda bez RNA-za).
Nakon temeljitog mijeSanja, ukupni volumen od 700 uL prenesen je pomocu automatske pipete u
kolonicu za procis¢avanje RNA koja dolazi u kitu. Kolonice su centrifugirane u Megafuge ST4R

Plus centrifugi (Thermo Scientific, Waltham, SAD) na 12000 x g 30 sekundi. Potom je u svaku
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kolonicu dodano 700 uL prve otopine za proc¢is¢avanje (engl. low stringency wash solution) te je
ponovno proveden korak centrifugiranja sa istim ranije opisanim uvjetima. U slijede¢em koraku
na dno svake kolonice dodaje se 80 uL svjeze pripremljene otopine DNaze I nakon ¢ega slijedi
inkubacija u trajanju od 15 minuta na temperaturi od 25°C. Nakon inkubacije, u svaku je kolonicu
dodano 700 uL druge otopine za ispiranje (engl. high stringency wash solution) te su kolonice
ponovno centrifugirane kako je ranije opisano. Slijede¢i korak ukljucuje dodavanje 700 pL prve
otopine za ispiranje te 2 koraka centrifugiranja na 12000 x g od kojih prvi traje 30 sekundi, a drugi
2 minute. Na samom kraju dodano je 40 pL otopine za ispiranje RNA (engl. elution solution). Od
svakog je uzorka izolirane RNA uzeto 5 pL volumena iz kojeg je pomo¢u NanoDrop uredaja

(Thermo Scientific) odredena koli¢ina te ¢istoca izolirane RNA. Uzorci RNA pohranjeni su na -

80°C do koristenja.

Uzorci RNA prevedeni su u komplementarnu DNA (engl. complementary DNA, cDNA)
pomocu iScript cDNA Synthesis kita (Bio-Rad). U twin.tec plo¢ici za PCR sa 96 jazica (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka) u svaku od jazica dodano je 4 puL 5x koncentriranog iScript reakcijskog
miksa te 1 uL iScript reverzne transkriptaze te 5 pL izolirane RNA po uzorku i 10 uL vode bez
nukleaza (sve otopine osim izolirane RNA su komponente kita). PloCica je potom smjeStena u
ThermoMixer C (Eppendorf) te je reakcija reverzne transkriptaze provedena u 3 koraka: 5 minuta
na 25°C, 20 minuta na 46°C te 1 minuta na 95°C. Nakon navedenih triju koraka, ThermoMixer C
je programiran na temperaturu od 4°C kako bi se temperatura uzoraka u plocici postupno spustila.

Uzorci cDNA do provodenja PCR reakcije pohranjeni su na -20°C.

Kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze (engl. quantitative polymerase chain reaction,
gPCR) provedena je na uredaju Appliede Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Waltham, SAD). Kao fluorescentna boja za kvantifikaciju umnaZzanja ciljnih gena
koristena je boja SYBR Green (Roche, Basel, Svicarska). Reakcijske smjese pripremljene su u
twin.tec plo¢icama za PCR s 96 jazica (Eppendorf) pri ¢emu je u svaku jaZicu dodan odgovarajuci
volumen uzvodne (engl. forward) i nizvodne (engl. reverse) pocetnice ciljnog ili referentnog gena,
5 uL uzorka cDNA, 10 uL SYBR Green reagensa te je volumen nadopunjen do 20 pL vodom bez
nukleaza. Kao kontrola reakcije (engl. no template control) koristene su reakcijske smjese sa
pocetnicama za referentni ili ciljni gen u koje je umjesto uzorka cDNA dodan odgovarajuci
volumen vode bez nukleaza. Slijedovi, krajnje koncentracije i volumeni koji su dodani u reakcijsku
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smjesu za svaku od koriStenih pocetnica prikazani su u Tablici 1. Kao referentni gen, koristen je
gen za (-aktin. Reakcija je provedena koriStenjem slijedeceg programa (168,174-176): 10 minuta
na 95°C (denaturacija) nakon koje slijedi 40 ciklusa amplifikacije koji se sastoje od dvaju koraka
- 15 sekundi na 95°C i 60 sekundi na 60°C. Nakon amplifikacije, u program je dodana i
disocijacijska faza od 3 koraka: 15 sekundi na 95°C, 60 sekundi na 60°C i ponovno 15 sekundi na
95°C. Iz posljednje faze programa moguce je dobiti disocijacijske krivulje za svaki od uzoraka.
Disocijacijske krivulje (slika 36) pruzaju uvid u homogenost nastalih produkata PCR reakcije te

specifi¢nost umnazanja.

Tablica 1. Slijedovi (engl. forward, F i reverse, R), pocetna i reakcijska koncentracija (Co i CRr) i
volumeni (VRr) pocetnica koriStenih u pripremi reakcijskih smjesa za ispitivanje ekspresije gena

ukljucenih u proces steroidogeneze.

Gen co(uM)  cr (uUM) VR (uL) Slijed

F: AGGTGCTATTGGTCATCTGCTC

CYP19 10 0,4 08
R: TGGTGGAATCGGGTCTTTATGG
F: AGCCGCACACCAACTATCAG
CYP17 10 06 1,2
R: TCACCGATGCTGGAGTCAAC
F: GAGATGGCACGCAACCTGAAG
CYP11 10 04 08
R: CTTAGTGTCTCCTTGATGCTGGC
F: TGCCAGTCTTCATCTACACCAG
3-HSD 10 0,4 08
R: TTCCAGAGGCTCTTCTTCGTG
F: TGCGGGATCACGGATGACTC
178-HSD 10 0,4 08
R: GCCACCATTCTCCTCACAACTC
F: CACTCTTCCAGCCTTCCTTCC
p-aktin 10 0,2 0,4

R: AGGTCTTTGCGGATGTCCAC
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3.7.2. Kvantifikacija meduprodukata steroidogeneze (LC-MS/MS)

Kao $to je opisano ranije, steroidni hormoni koje su NCI-H295R stanice proizvele uslijed
izlozenosti ispitivanim lijekovima i nanocesticama kvantificirani su u supernatantima stani¢nog
medija prikupljenog nakon 48-satnog tretmana stanica. Kvantifikacija 6 steroidnih hormona
(progesterona, 17a-hidroksiprogesterona, dehidroepiandosterona, androstendiona, estradiola i
testosterona) provedena je pomoc¢u MassChrom® Steroids kita (kat. broj: 72072/C, Chromsystems,
Grifelfing, Njemacka) vezanim sustavom tekuéinske kromatografije - tandemske spektrometrije
masa (LC-MS/MS). Metodologije odredivanja steroidnih hormona pomoc¢u ovog kita i koriStenjem
LC-MS/MS metode opisani su ranije u literaturi (165,177), a kromatogrami kontrolnih uzoraka
pokazali su kako je metodologija funkcionalna i na uzorcima pripremljenim za ovu doktorsku
disertaciju te u uvjetima rada u nasem laboratoriju (Slika 37). Uzorci su pripremljeni na kolonicama
za proci$¢avanje uzoraka (engl. sample clean up columns) prema proceduri upisanoj u uputama za
rad s navedenim kitom. Kolonice su pripremljene ekvilibracijom sa dvama ekvilibracijskim
reagensima (engl. equilibration reagents) te centrifugiranjem na 400 x g. 500 pL uzorka
ispipetirano je na kolonicu uz 50 uL smjese internog standarda i 450 uL ekstrakcijskog pufera
(engl. extraction buffer). Nakon vorteksiranja od 15 sekundi, kolonice su centrifugirane na 400 x
g 1 minutu. Potom je dodano 700 uL pufera za ispiranje (engl. wash buffer) te je kolonica
centrifugirana opet 1 minutu na 400 x g, a nakon odbacivanja iscentrifugiranog sadrzaja, dodano
je 700 uL istog pufera nakon Cega je uzorak centrifugiran na 3000 x g do potpune suhoce. Kolonice
su prebacene u Ciste tubice za prikupljanje uzorka te je dodan pufer za ispiranje hormona (engl.
elution buffer) te su kolonice centrifugirane na 400 x g 1 minutu. Eluati su evaporirani do suhoce
na 50°C, a potom resuspendirani u 100 uL pufera za rekonstituciju (engl. reconstitution buffer).
Priprema uzoraka, kao 1 analiza na uredaju Nexera X2 spregnutom sa LCMS 8050 spektrometrom
masa, odradeni su u biokemijskom laboratoriju Odjela za klini€¢ku kemiju 1 kontrolu kvalitete

Klini¢kog bolnickog centra Osijek.

3.8. Statisticka obrada podataka

Rezultati dobiveni metodama TEM, DLS i ELS opisani su mjerom sredi$njice te rasapa 1

obradeni deskriptivnim metodama (graficki i tabli¢ni prikazi).
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Rezultati MTS testa, unosa nanocestica u stanice te kvantifikacije meduprodukata
steroidogeneze metodom LC-MS/MS izrazeni su kao relativna promjena u odnosu na negativne

kontrole pri ¢emu je koriStena slijede¢a jednadzba:

rezultat izmjeren u uzorku

relativna promjena u odnosu na kontrolu= %100 (%)

aritmeticka sredina rezultata negativne kontrole

S obzirom na zahtjeve smjernice za ispitivanje utjecaja kemikalija na aktivnost ER, rezultati
luciferaznog eseja prikazani su kao relativna promjena u odnosu na pozitivhu kontrolu (10 nM
dietilstilbestrol) pri ¢emu se postavlja uvjet kako kemikalije koje ostvaruju barem 10 % aktivnosti

pozitivne kontrole ostvaruju agonisticke u¢inke prema ER.

Udjeli zivih, mrtvih te stanica u ranoj i kasnoj apoptozi utvrdenih analizom indukcije
apoptoze metodom proto¢ne citometrije izrazeni su kao postotci od ukupnog broja stanica u uzorku

te opisani aritmetiCkom sredinom i mjerom rasapa.

Promjene u ekspresiji gena analizirane metodom RT-gPCR kvantificirane su metodom 2
AACTkoju opisuju Livak i suradnici (178). Vrijednost 2"44¢1 izradunata je za sve uzorke te prikazuje
koje su se promjene u ekspresiji ciljnih gena dogodile u odnosu na negativne kontrole (224 =1
- nema promjene u ekspresiji gena u odnosu na negativnu kontrolu; 244 > 1 - ekspresija ciljnog
gena pojacana je U odnosu na netretirane stanice; 244 < 1 - ekspresija ciljnog gena smanjena je
u odnosu na negativnu kontrolu). Za izracun te vrijednosti potrebno je odrediti ACt1 AACt pomocu

slijedec¢ih jednadzbi:

Cr vrijednost ciljnog gena u uzorku

ACt= —
T Cr vrijednost referentnog gena u uzorku

AC vrijednost ciljnog gena u uzorku
AAC,= T VI jnog g

ACr vrijednost ciljnog gena u negativnoj kontroli
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Svi dobiveni rezultati statisticki su obradeni izraunom aritmetic¢ke sredine vrijednosti dobivenih
1z bioloskih 1/ili tehnickih replikata provedenih eksperimenata kao mjere sredi$njice te standardne
devijacije kao mjere rasapa. Statisticka znaCajnost rezultata stanica tretiranih ispitivanim tvarima
u usporedbi s netretiranim stanicama te stanica tretiranih smjesama u usporedbi sa stanicama
tretiranim pojedinac¢nim tvarima ispitana je metodom ANOVA (engl. analysis of variance). Nakon
ANOVA testa koriSten je Dunettov post-test kako bi se utvrdilo postoje li znacajne razlike izmedu
netretiranih i tretiranih stanica, kao i izmedu stanica tretiranih smjesama i zasebnim komponentama
istih. Kriterij statistickih znacajnosti postavljen je na razinu znacajnosti p > 0,05. Ucinci smjesa
dodatno su testirani modelima adicije koncentracije (engl. concentration addition), nezavisne
akcije (engl. independent action) (179) te faktora relativne potencije (engl. relative potency factor)
(180) kako bi se pokusalo utvrditi pokazuju li kompleksne smjese aditivne, sinergisticke ili

antagonisticke ucinke.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Fizikalno-kemijske karakteristike nanocestica plastike

Karakterizacija oblika PSNP, PpNP i PeNP transmisijskom elektronskom mikroskopijom
pokazala je kako su sva tri tipa PNP sferi¢nog oblika (Slika 4). Njihove su primarne veli¢ine (dtem)

odredene na temelju mjerenja minimalno 60 PNP svakog tipa bile 25,3 nm za PsNP, 187,5 nm za

PpNP te 344,9 nm za PeNP, $to je u skladu sa deklariranim veli¢inama svake od navedenih PNP
(Tablica 2).
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Slika 4. Slike a) PsNP, b) PpNP, c) PeNP dobivene transmisijskom elektronskom mikroskopijom

(TEM). PNP su karakterizirane u kompletnom stani¢nom mediju pri koncentraciji od 1 mg/L.

Hidrodinamicki promjer (dr) i vrijednosti  potencijala (Tablica 2) izmjerene su u ultracistoj
vodi te u mediju koriStenom u tretmanima stanica (RPMI-1640 sa 5 % FBS-a procis¢enog aktivnim
ugljenom). Primarni cilj odredivanja ovih dvaju parametara bilo je razumijevanje stabilnosti
suspenzije PNP u eksperimentalnim uvjetima. Uzimajuéi u obzir kako oba navedena svojstva
iznimno ovise o mediju u kojem se Cestica nalazi te kako su sva tri tipa PNP u svojem originalnom
stanju dispergirana u ultradistoj vodi, mjerenja provedena u ultracistoj vodi odmah nakon
razrjedivanja suspenzije nanoCestica uzeta su kao inicijalne vrijednosti za nanocestice. U
staniénom mediju, mjerenja su provedena odmah nakon dodatka PNP u medij te nakon 48-satne
inkubacije na 37°C ¢ime su oponaSani uvjeti u kojima se nanocestice nalaze tijekom provodenja
stani¢nih eksperimenata. Kao §to je i o¢ekivano, vrijednosti dn su se povecale, dok su se apsolutne
vrijednosti negativnog { potencijala smanjile za sva tri tipa nanocestica u usporedbi s mjerenjima
u ultracistoj vodi. Ovakve promjene mogu se pripisati spontanom formiranju hidratacijske ljuske i
proteinske korone na povrsini nanocestica. Do povecéanja hidrodinami¢kog promjera dolazi zbog

adsorpcije velikog broja proteina veli¢ine 1-20 nm prisutnih u mediju, dok se promjene u
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potencijalu mogu pripisati razli¢itoj ionskoj jakosti u odnosu na ultracistu vodu te takoder nabojima
aminokiselinskih ostataka prisutnih u vezanim proteinima (181,182). Povecanje dy moze biti
uzrokovano i agregacijom PNP kroz 48-satni period koja je moguca kod smanjenja apsolutne
vrijednosti T potencijala te promjene ionske jakosti medija u kojem se nanocestice nalaze (183).
Dobiveni rezultati ukazuju na to da se sve tri vrste PNP ponasaju vrlo slicno u mediju, $to se da
zakljuciti iz sliénih promjena dn vrijednosti, kao i T potencijala pri cemu potonje ukazuje i na sli¢ne
procese ,,starenja“ odnosno promjena na povrsini nanocestica u prisutnosti medija i pri povisenoj

temperaturi od 37°C.

Tablica 2. Fizikalno-kemijske karakteristike PsNP, PpNP i PeNP. Primarna veli¢ina ¢estica (drem,
nm) dobivena je transmisijskom elektronskom mikroskopijom (TEM). Hidrodinami¢ki promjer
(dH) odreden je metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti (DLS), a vrijednosti { potencijala
elektroforetskim rasprSenjem svjetlosti (ELS). Sva mjerenja provedena su u ultracistoj vodi te
kompletnom stani¢nom mediju (SM; RPMI-1640 sa 5 % FBS-a proc¢is¢enog aktivnim ugljenom)

te su sve koriStene koncentracije nanocestica bile 10 mg/L.

Uvjeti mjerenja (medij, vrijeme inkubacije)
kompletni kompletni
drem (NM) Parametar ultracista voda,
stani¢ni medij, stani¢ni medij,
t=0 h
t=0h t=48 h
dn (nm) 270+18 539+57 87,5+ 15,3
PsNP | 253+29
¢ potencijal (mV) -26,2+3,3 -85+1,3 -185+1,8
dn (nm) 208,5+6,3 345,8 £ 16,3 497,9 £ 37,9
PpNP | 187,5+ 28,7
¢ potencijal (mV) -31,1+0,5 -153+2,9 -218+1,3
dn (nm) 372,6 £16,9 5659+ 724 649,2 £ 90,7
PeNP | 3449+ 189
¢ potencijal (mV) -32,6+1,6 -15,8+ 1,3 -22,3+0,6

Osim koloidne stabilnosti pojedina¢nih PNP, ispitana je stabilnost suspenzija smjese PNP

pri istim uvjetima (Tablica 3). Iako su u smjesi prisutna tri tipa nanoCestica plastike razli¢itih
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veli¢ina, prilikom ispitivanja raspodjele veli¢ina u smjesi PNP koja sadrzi 10 mg/L svake od triju
nanocestica metodom dinamickog rasprsenja svjetlosti uocen je samo jedan pik (261,2 = 9,4 nm).
Iako bi se iz dobivenog rezultata na prvi pogled moglo zakljuciti kako je doslo do znatne agregacije
nanocestica u smjesi, zapravo je rije¢ o ogranienjima koriStene metode. Naime, metoda
dinamickog rasprsenja svjetlosti nije prikladna za karakterizaciju smjesa jer ne moze u potpunosti
razlikovati viSe tipova nanocestica razlicitih veli¢ina te pruza uvid u prosjec¢nu raspodjelu veli¢ina.
Dodatno, s obzirom na princip metode, moze se dogoditi da ve¢e nanocestice ,,maskiraju manje
nanocestice te su vidljivi pikovi samo takvih vec¢ih nanocestica koje su prisutne u suspenziji. lako
postoje druge metode kojima bi se moglo preciznije opisati ponaSanje nanocestica u smjesi,
potpuna karakterizacija nanocestica te njihovih slozenih interakcija u smjesama nije bila u fokusu
ovog doktorskog istrazivanja, ve¢ je primarni fokus stavljen na ispitivanje njihova endokrino

disruptivnog djelovanja.

Tablica 3. Fizikalno-kemijske karakteristike smjesa PsNp, PpNP i PeNP. Hidrodinamicki promjer
(dn) 1 indeks polidisperznosti (PDI) odredeni su metodom dinamic¢kog rasprsenja svjetlosti (DLS)
pri temperaturi od 25°C u kompletnom stani¢cnom mediju nakon 48-satne inkubacije na 37°C.

Koncentracije nanocestica u smjesama bile su od 0,001 - 10 mg/L.

PsNP + PpNP + PeNP (mg/L) du % PDI

10+ 10+ 10 261,2+94 100 0,2+0,0
240,0£41,0 73,2

1+1+1 29,6 +8,2 15,5 1,0+0,0
8,8+0,8 11,3
252,0+ 23,5 15,7

0,1+0,1+0,1 489+ 4.6 44,7 0,6+0,0
10,9+0,9 39,6
120+15 55,6

0,01 +0,01 +0,01 550+ 132 44.4 0,4+0,0
12,4+0,6 55,7

0,001 + 0,001 + 0,001 520+123 44.3 0,4+0,0
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4.2. Stani¢no prezZivljenje i aktivacija apoptoze

4.2.1. Ucinak odabranih lijekova na prezivljenje stanica i proces apoptoze

Uzimajué¢i u obzir kako je luciferazni test za ispitivanje aktivnosti ER metoda koja je
visokoproto¢na, ali i znatno pristupa¢nijih troskova u odnosu na LC-MS/MS metodu za
odredivanje koncentracija steroidnih hormona, ekstenzivno ispitivanje u¢inaka doze lijekova na
prezivljenje stanica pomoc¢u MTS testa provedeno je samo na stani¢noj liniji T47D-KBluc, dok su
na stani¢noj liniji NCI-H295R ispitane samo izabrane koncentracije i to metodom protocne

citometrije.
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Slika 5. Rezultati MTS testa na stani¢noj liniji T47D-KBluc za a) paracetamol, b) ibuprofen, c)
karbamazepin 1 d) fluoksetin. Kao negativna kontrola koriStene su netretirane stanice, dok su

pozitivne kontrole tretirane sa 10 % (v/v) DMSO-a. Prikazani rezultati dobiveni su iz triplikata
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dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativne kontrole (p <
0,05) oznacene su zvjezdicom (*).

U tretmane stani¢ne linije T47D-KBluc, na temelju literaturnog pregleda ranijih podataka,
ukljucene su koncentracije znatno vise od onih okolisno relevantnih kako bi se dobio dovoljan broj
tocaka te dovoljno toksi¢ne doze za izracun relevantnih parametara citotoksi¢nosti. Svi tretmani
stanica lijekovima provedeni su kroz 48 sati kako bi se utvrdio njihov u¢inak na prezivljenje stanica
1 pokretanje procesa apoptoze prije pocetka eksperimenata endokrino disruptivnih ucinaka.

Rezultati MTS testa na stani¢noj liniji T47D-KBluc prikazani su kao relativna promjena u
odnosu na kontrolu (Slika 5) te su sigmoidalne krivulje odnosa doze i postotka smanjenja
prezivljenja stanica generirane u programu GraphPad Prism te je statistickom analizom ugradenom
u model nelinearne regresije utvrdena koncentracija koja ubija 50 % stanica (ICso). Na T47D-
puta niza u odnosu na ostale spojeve. Najmanju je citotoksi¢nost pokazao ibuprofen, kojem je ICsg

procijenjena na priblizno 300 uM (Slika 6).
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Slika 6. Krivulje odnosa doze i postotka smanjenja prezivljenja stanica prema rezultatima MTS
testa na stani¢noj liniji T47D-KBluc. Krivulje su generirane u programu GraphPad Prism te je
pomocu unaprijed definiranog modela odredena koncentracija koja ubija 50 % populacije stanica

(ICs0) za svaki od lijekova.

Zanimljivo je 1 kako su odredene niske koncentracije paracetamola i ibuprofena izazvale
porast broja vijabilnih stanica u odnosu na kontrolu (Slika 5). S obzirom na ¢injenicu kako se radi
0 stanicama karcinoma ovisnog o hormonima, moglo bi se predvidjeti kako bi paracetamol i
ibuprofen mogli imati agonisticke uc¢inke na ER te time doprinijeti agresivnosti karcinoma. Ipak,
ovakav zakljucak ne bi trebalo izvoditi iz rezultata MTS testa koji nije odgovaraju¢a metoda za
ovakva ispitivanja, ve¢ bi se utjecaj na proliferaciju stanica (i time potencijalno metastaziranje

karcinomskih stanica) trebao provjeriti testom migracije stanica (184).
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Slika 7. Rezultati ispitivanja aktivacije apoptoze i prezivljena stanica nakon tretmana lijekovima
na stani¢noj liniji a) T47D-KBluc te b) NCI-H295R. Kao negativna kontrola koriStene su
netretirane stanice, dok su pozitivne kontrole tretirane sa 10 % (v/v) DMSO-a. Prikazani rezultati
dobiveni su iz duplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na

negativne kontrole (p < 0,05) oznacene su zvjezdicom (*).

Utjecaj lijekova na pokretanje procesa programirane stani¢ne smrti ispitan je za
paracetamol i ibuprofen u koncentracijama od 50 i 100 uM na stani¢nim linijama T47D-KBIuc i
NCI-H295R, dok su ucinci karbamazepina u koncentracijama od 50 i 100 puM te fluoksetina u
koncentracijama 5 i 10 uM ispitani samo na stani¢noj liniji T47D-KBluc. Niti jedan od tretmana
na obje stani¢ne linije nije uzrokovao statisticki znacajan porast u broju rano apoptoti¢nih, kasno
apoptoti¢nih ili mrtvih stanica u odnosu na netretirane stanice (Slika 7). Provjera utjecaja na
vijabilnost najvisih koncentracija koje ¢e biti koriStene u eksperimentima metodom protocne
citometrije odradena je zbog njezine vece pouzdanosti u odnosu na MTS test (185).

Nakon odradenih ispitivanja utjecaja na stani¢nu vijabilnost, utvrdeno je kako se u daljnje
eksperimente mogu uzeti paracetamol, ibuprofen i karbamazepin u maksimalnoj koncentraciji od

100 puM te fluoksetin pri najviSoj koncentraciji od 10 pM.
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4.2.2. Uc¢inak PNP na prezivljenje stanica i proces apoptoze

Utjecaji PNP na aktivaciju procesa apoptoze te prezivljenje stanica ispitani su pojedina¢no
za PsNP, PpNP i1 PeNP te za njihove smjese prethodno provodenju svih eksperimenata za
utvrdivanje endokrino disruptivnih u¢inaka. Ovaj korak bio je kljucan za odabir raspona doza koje
¢e biti koriStene u daljnjim ispitivanjima jer je njime ispitano koje koncentracije nanocestica te

smjese kojih sastava nece znacajno narusiti vijabilnost stanica ili oStetiti stanice.

120+ .
O Mrtve stanice [ Kasna apoptoza [ Rana apoptoza [ Zive stanice
100 — — = —— _:E —— — —
=%==i_=% g%%;_!_:ig

= * % ==
2 80-
=
o *
o
o
> 60+
(]
34
7| |[E
@ 40+ *
32

20

0 1 I I 1 1 I I 1 ] 1 1 I 1 1 ] 1 I

o“\ &o K, N Q?\ Q?& K ~ Q?\ Q?Q\ 2 N Q?\ Q?QN
Q L ] L J L ]
PsNP (mg/L) PpNP (mg/L) PeNP (mg/L)

Slika 8. Rezultati ispitivanja aktivacije apoptoze i preZivljenja stanica nakon tretmana PSNP, PpNP
1 PeNP na stanicnoj liniji T47D-KBluc. Kao negativna kontrola koriStene su netretirane stanice,
dok su pozitivne kontrole tretirane sa 10 % (v/v) DMSO-a. Prikazani rezultati dobiveni su iz
duplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na negativne

kontrole (p < 0,05) oznacene su zvjezdicom (*).

S obzirom na to da je u eksperimente na NCI-H295R stanicama zbog visoke zahtjevnosti i
cijene eksperimenata uvrsteno svega nekoliko koncentracija PsNP odabranih prema zakljué¢cima
izvedenih iz eksperimenata na T47D-KBluc stanicama, temeljito ispitivanje utjecaja PNP i

njihovih smjesa na prezivljenje provedeno je samo na stani¢noj liniji T47D-KBluc.
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Tijekom ovog eksperimenta ispitane su koncentracije PsSNP, PpNP te PeNP od 0,001 - 10
mg/L te 5 razli¢itih smjesa PNP koje sadrzavaju sva tri tipa PNP u jednakim koncentracijama.
Rezultati su pokazali kako PsNP i PeNP nisu uzrokovale statisticki znacajnu indukciju apoptoze

ili smrt stanica (Slika 8).
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Slika 9. Rezultati ispitivanja aktivacije apoptoze i prezivljenja stanica nakon tretmana smjesama
koje sadrze ekvivalente koncentracije sva tri tipa PNP - PsNP, PpNP i PeNP na stani¢noj liniji
T47D-KBluc. Kao negativna kontrola koristene su netretirane stanice, dok su pozitivne kontrole
tretirane sa 10 % (v/v) DMSO-a. Prikazani rezultati dobiveni su iz duplikata dvaju ponovljenih
eksperimenata. Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativne kontrole (p < 0,05) oznacene su

zvjezdicom (*).

Iako su 1 PeNP pokazale odredeni citotoksi¢ni u€inak (porast broja mrtvih i stanica u kasnoj
apoptozi), najvisi postotak mrtvih stanica uocen je kod PpNP. Ono §to je zanimljivo jest Cinjenica
kako je i kod PpNP i kod PeNP povecan specifi¢no broj stanica u kasnoj apoptozi (Slika 8). Moze

se uociti kako DMSO primarno uzrokuje smrt stanica, a i kod ispitivanja ucinaka lijekova na
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pokretanje apoptoze uoceno je kako je prisutan odredeno povisenje broja rano apoptoti¢nih ili
mrtvih stanica, vise nego onih kasno apoptoti¢nih (Slika 7). Prethodno je u literaturi dokazano kako
i Cestice polipropilena (186-189) i Cestice polietilena mogu dovesti do aktivacije procesa apoptoze
(190-193). Postotak zivih stanica bio je 84 % za PpNP, 89 % kod PeNP te 98 % kod tretmana sa
PsSNP. PsNP nisu pokazale gotovo nikakvu promjenu u odnosu na kontrolu kroz cijeli raspon
koncentracija, iako je prethodno u literaturi bilo dokaza o njihovoj indukciji apoptoze (194-196).
Unato€ odredenim zamijecenim ucincima, utjecaj na aktivaciju apoptoze te stani¢nu smrt nisu bili
znacajni te je potvrdena moguénost koriStenja ispitanih koncentracija PNP.

U slucaju primjene smjese triju PNP, smjesa koja sadrzi po 10 mg/L od svakog tipa
nanocestica detektirano je 14 % kasno apoptoticnih stanica te 11 % mrtvih stanica, $to je rezultiralo
i statisti¢ki znacajnim smanjenjem broja zivih stanica (Slika 9). Ovakav u¢inak moze se pripisati
aditivnim efektima u smjesi nanocestica plastike koje su zajedni¢kim djelovanjem uzrokovale jace
citotoksi¢ne efekte u odnosu na zasebne komponente smjese. S obzirom na dobiveni rezultat,
smjesa koja sadrzava 10 mg/L svake PNP iskljucena je iz daljnjih ispitivanja kako bi se izbjegli

laZno negativni rezultati uzrokovani smanjenjem broja zivih i metabolicki aktivnih stanica.

4.3. Stani¢ni unos razli¢itih nanocestica plastike

Unos PsNP, PpNP i PeNP i smjesa nanocestica u stanice analiziran je metodom proto¢ne
citometrije. Sva tri tipa nanocestica fluoresciraju u zelenom podruéju u vidljivom dijelu spektra
elektromagnetskog zracenja. PpNP 1 PeNP svojstvo autoflorescencije posjeduju zbog starenja
povrsine materijala i pojave ketonskih skupina (197), dok je PsNP moguée nabaviti komercijalno
ve¢ fluorescentno obiljeZene. Zahvaljujuéi emisijskim maksimumima u istom podrucju spektra,
bilo je moguce procijeniti unos nanocestica, ali 1 smjesa nanocestica u stanice pra¢enjem promjene

medijana intenziteta fluorescencije na detektoru 525/40.
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Slika 10. Unos PsNP, PpNP te PeNP u T47D-KBluc stanice odreden pomocu proto¢ne citometrije.
Rezultati su prikazani kao relativni u odnosu na netretirane stanice, odnosno kao % medijana
intenziteta fluorescencije kontrolnih stanica. Prikazani rezultati dobiveni su iz duplikata dvaju
ponovljenih eksperimenata. Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na negativne kontrole (p < 0,05)

oznacene su zvjezdicom (*).

PsNP su pokazale jasan proporcionalni odnos doze primjenjenih nanocestica i njihova
unosa u stanicu, dok PpNP i PeNP nisu pokazale statisticki zna¢ajne razlike u odnosu na kontrolu
(Slika 10). Takoder, valja primjetiti kako su PsNP pokazale znatno vecéu relativau promjenu
medijana intenziteta fluorescencije u odnosu na PpNP i PeNP, §to pokazuje kako PsNP imaju
najveci potencijal ulaska u stanicu od ispitivanih tipova nanocestica. Dio ovakvog rezultata valja
pripisati 1 ¢injenici kako je signal fluorescentnog biljega jaci od signala autoflorescencije PpNP i

PeNP, no razlika je veoma znacajna pa je validan 1 zaklju€ak kako je unos PsNP najizrazeniji.

Ovakve rezultate moguce je pripisati razlikama u veli¢ini nanocestica. PsNP ¢iji je promjer
svega 25 nm, ¢ak i nakon eventualne aglomeracije u stanicnom mediju tijekom 48 sati i dalje ¢e
biti lakSe internalizirane od strane stanica nego PpNP od 180 nm ili PeNP od 350 nm. Trend obrnute
proporcionalnosti veli¢ine 1 relativne koli¢ine unosa PNP u stanice vidljiv je i iz razlika unosa
PpNP i PeNP pri ¢emu su razlike izmedu PpNP i kontrole neSto ve¢e u odnosu na PeNP i kontrole

1izmedu kojih je razlika gotovo zanemariva. Ovisnost internalizacije nanocestica o njihovoj veli¢ini
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pri ¢emu manje nanocestice lakSe prodiru u stanice opisana je i ranije u literaturi, stoga su ovakvi

rezultati o¢ekivani (198-203).
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Slika 11. Unos smjesa PSNP, PpNP te PeNP u T47D-KBluc stanice odreden pomocu protocne

citometrije. Rezultati su prikazani kao relativni u odnosu na netretirane stanice, odnosno kao %

medijana intenziteta fluorescencije kontrolnih stanica. Prikazani rezultati dobiveni su iz duplikata

dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativne kontrole (p <

0,05) oznacene su zvjezdicom (*).

Stani¢ni unos smjesa PsNP, PpNP 1 PeNP takoder je pokazao proporcionalnu ovisnost o

primjenjenoj dozi. Statisti¢ki zna¢ajna razlika uocena je samo za smjesu koja je sadrzavala 1 mg/L

svake od nanocestica (Slika 11). Iz opisanog rezultata moze se zakljuciti kako je unos PsNP znatno

smanjen kada su primjene u smjesi sa PpNP i PeNP, najvjerojatnije zbog agregacije i aglomeracije

nanocestica u suspenziji smjese, ¢ime je 1 kontakt PsNP sa stanicama manje vjerojatan te njihova

mogucnost ulaska u stanicu smanjena.
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4.4. Aktivacija estrogenskih receptora
4.4.1. Utjecaj pojedinacnih PNP i lijekova

Aktivacija ER ispitana je luciferaznim esejem na stanicnoj liniji T47D-KBluc te su pritom
koriSteni paracetamol, ibuprofen i karbamazepin u koncentracijama od 0,1-100 uM te fluoksetin u
koncentracijama od 0,01-10 uM. Stanice su tretirane 48 sati, nakon ¢ega su lizirane te su izmjereni

luminescentni signali uslijed dodatka supstrata luciferina.
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Slika 12. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom a) paracetamolom, b) ibuprofenom, c)
karbamazepinom i d) fluoksetinom. Rezultati su prikazani kao % luminiscentnog signala pozitivne
kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije >10 % luminiscentnog signala
pozitivne kontrole (ozna¢eno punom linijom na grafu), kemikalija se smatra endokrino
disruptivnom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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Niti jedan od Cetiri ispitana lijeka nije ostvario vise od 10 % aktivnosti DES-a kao pozitivne
kontrole te se stoga sukladno kriteriju OECD smjernice broj 455 lijekovi kao individualne
komponente ne mogu smatrati agonistima ER. Paracetamol je bio najblize tome da ostvari 10 %
ucinka pozitivne kontrole, dok je kod karbamazepina uofena najmanja promjena. Sva 4 lijeka

pokazala su proporcionalan odnos doze i odgovora (Slika 12).

N % PsNP
PpNP
7

PeNP

kontrole (10 nM DES)

% luminiscentnog signala pozitivne

Slika 13. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom PsNP, PpNP i PeNP. Rezultati su prikazani kao %
luminiscentnog signala pozitivne kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije
>10 % luminiscentnog signala pozitivne kontrole (ozna¢eno punom linijom na grafu), kemikalija
se smatra endokrino disruptivnom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su

iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

Ispitivanjem ucinaka PNP na aktivnost ER prikazano je kako sva tri tipa nanocCestica
ostvaruju proporcionalni odgovor u odnosu na primjenjene doze. PeNP su pokazale agonisticki
uc¢inak prema ER u koncentracijama od 10 i 1 mg/L (Slika 13), PpNP su presle prag od 10 % samo
pri najvisoj koncentraciji, a PsSNP su u svim dozama bile znatno ispod razine od 10 % pozitivne

kontrole. Ovakvi rezultati zanimljivi su zbog potpuno suprotne situacije kod unosa nanocestica u
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stanice opisanog ranije te su odgovori takoder proporcionalni veli¢ini, dok je u vecini slucajeva

ispitivanja toksi¢nosti nanocestica u literaturi utvrdeno kako manje nanocestice djeluju potentnije.

4.4.2. Utjecaj slozenih smjesa PNP i lijekova

Kad su T47D-KBluc stanice tretirane smjesama PNP, ucinci koji prelaze 10 % aktivnosti
DES-a uoceni su za smjese svih koncentracija pri ¢emu je odgovor bio ovisan o dozi (Slika 14).
Omjer % luminscentnih signala samih nanocestica te smjesa ukazuje na aditivne ucinke jer sve
nanoCestice djeluju na isti receptor, a ucinak smjese jednak je zbroju ucinaka pojedinacnih
nanocestica. Takav ucinak potvrden je karakterizacijom smjese pomocu metode relativnih faktora
potencije. Krivulje za pojedinac¢ne nanocestice generirane su u online softveru PROAST (Slike 38-
41) te je odredena doza Zeljenog efekta (engl. benchmark dose, BMD) za svaku pojedina¢nu
nanocesticu te smjese. Relativni faktor potencije (engl. relative potency factor, RPF) racuna se tako
da se podijeli BMD smjese sa BMD same nanocestice (Tablica 5). Prednost ovakvog pristupa je
¢injenica kako se RPF racuna iz doza koje potic¢u unaprijed definirani odgovor zbog ¢ega su BMD
ekvipotentne doze za svaku kemikaliju 1 stoga se mogu primijeniti ¢ak 1 ako se odnos doze i
odgovora za pojedine kemikalije znatno razlikuje, $to je slucaj sa PNP. U ovom slu¢aju, sve RPF

vrijednosti bile su vec¢e od 1, §to potvrduje aditivni u¢inak PNP u smjesi.
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Slika 14. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama PSNP, PpNP i PeNP. Rezultati su
prikazani kao % luminiscentnog signala pozitivne kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv
ispitivane kemikalije >10 % luminiscentnog signala pozitivne kontrole (oznaceno punom linijom
na grafu), kemikalija se smatra endokrino disruptivnom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani

rezultati dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

Nakon ispitivanja samih lijjekova, samih nanocestica te smjesa nanocestica, ispitane su i
binarne smjese nanocestica i lijekova te binarne i tercijarne smjese samih lijekova. Binarne smjese
lijekova s nanocesticama u svim su kombinacijama pokazale jasni zajednicki efekt na aktivnost
ER. Cak i one komponente koje zasebno nisu ostvarivale nikakve u¢inke, u sluéaju ovakvih smjesa

u vedini slucajeva ostvaruju ucinke koji prelaze 10 % aktivnosti DES.

za sve ispitivane lijekove (Slika 15).
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% luminiscentnog signala u odnosu
na pozitivhu kontrolu (10 nM DES)
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Slika 15. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama PsSNP s a) paracetamolom, Db)
ibuprofenom, c) karbamazepinom i d) fluoksetinom. Rezultati su prikazani kao % luminiscentnog
signala pozitivne kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije >10 %
luminiscentnog signala pozitivne kontrole (oznaceno punom linijom na grafu), kemikalija se
smatra endokrino disruptivnom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su iz

triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.
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Pri vis§im dozama lijekova, bez obzira na to kolika je koncentracija primijenjena uz njih. Pri nizim
koncentracijama lijeka, ne ostvaruje se endokrino disruptivni u¢inak. Ovisnost u¢inka o dozi lijeka
znatno je viSa za karbamazepin i fluoksetin, nego za paracetamol i ibuprofen. Paracetamol
ostvaruje ucinke preko 10 % DES u svim koncentracijama osim 1 uM, dok je kod karbamazepina
1 fluoksetina ovisnost odgovora o koncentraciji znatno izrazenija pa su i zajednicki u¢inci u viSim
koncentracijama jaci, a prestaju biti znacajni ve¢ pri 5 uM koncentraciji. lbuprofen u kombinaciji

s PsNP ostvaruje ucinke preko 10 % DES samo pri koncentracijama od 10 i 5 uM.

Kod PpNP i PeNP jasno je vidljiva razlika u smislu da je utjecaj koncentracije nanocestice
na aktivaciju ER znatno vaznija od koncentracije lijeka (Slike 16 i 17). Kod smjesa PpNP, PeNP i
lijekova, za sve smjese vrijedi kako je utjecaj na aktivaciju ER izraZeniji kada je koncentracija
nanocestica manja. Dodatno se moZe primijetiti kako su % aktivacije ER u odnosu na pozitivnu
kontrolu nesto visi kod smjesa lijekova i PpNP, nego kod smjesa lijekova i PeNP. Iz ovakvih
rezultata mogucée je zakljuciti kako se lijekovi adsorbiraju na povr§inu nanocestica, a s obzirom na
ve¢i unos manjih nanoCestica u stanice, dolazi do izrazenih razlika u trendovima utjecaja
koncentracije nanocestica na aktivnost ER. U slu€aju PpNP i1 PeNP, unos lijeka u stanicu je manji
kod vecih koncentracija nanocestica, zbog Cega su potentnije smjese s nizim koncentracijama
nanocestica, dok je u slu¢aju PsNP situacija obrnuta te se moze pretpostaviti kako je unos lijeka u

stanicu pri ve¢im koncentracijama PsNP u smjesi ve¢i i stoga je u¢inak izraZeniji.

ININEINININN

na pozitivhu kontrolu (10 nM DES)

% luminiscentnog signala u odnosu
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Slika 16. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama PpNP s a) paracetamolom, b)

ibuprofenom, c) karbamazepinom i d) fluoksetinom. Rezultati su prikazani kao % luminiscentnog

signala pozitivne kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije >10 %
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luminiscentnog signala pozitivne kontrole (oznaceno punom linijjom na grafu), kemikalija se
smatra endokrino disruptivhom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su iz

triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.
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Slika 17. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama PeNP s a) paracetamolom, b)
ibuprofenom, c) karbamazepinom i d) fluoksetinom. Rezultati su prikazani kao % luminiscentnog
signala pozitivne kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije >10 %
luminiscentnog signala pozitivne kontrole (oznaceno punom linijom na grafu), kemikalija se
smatra endokrino disruptivnom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su iz

triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

Zajednicki ucinci smjesa PNP i lijekova, analizirani su modelima adicije koncentracije i
nezavisne akcije te su dobiveni koeficijenti i zakljucak o sinergistickom ili antagonistickom uzorku
prikazani u Tablicama 6 do 8 u poglavlju Prilozi. O¢ekivano s obzirom na rezultate, u ve¢ini smjesa
dolazi do sinergistickog u¢inka komponenata u smjesi.

Rezultati ispitivanja binarnih i tercijarnih smjesa lijekova pokazuju znatno sloZenije

interakcije lijekova koje iznimno ovise o kvalitativnom i kvantitativnom sastavu smjesa. Sastavi
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binarnih smjesa lijekova, kao i rezultati analize koncentracije adicije te nezavisne akcije prikazani
su poglavlju Prilozi (Tablice 9-14). Pokusaj odredivanja BMD za ove lijekove isproban u softveru
PROAST, no sustav nije uspio generirati krivulje te izraCunati adekvatne parametre, Sto potvrduje
kako se u ovom sluc¢aju ne radi o aditivnim, ve¢ sinergistickim ili agonisti¢kim uc¢incima (Slike 42-
47). Smjesa paracetamola i ibuprofena pokazala je sinergisticke ucinke pri vrlo najvis§im
ispitivanim koncentracijama paracetamola te pri najnizim koncentracijama paracetamola u smjesi
(Slika 18), sto producira svojevrsnu krivulju u obliku slova U kakva je opisana kod endokrinih

disruptora, ali nije ¢esto opisana kod smjesa.

Efekti su takoder u pravilu bili izrazeniji u sluajevima kada se omjer lijekova u smjesi
znatno razlikuje (bilo u korist paracetamola ili ibuprofena). Smjesa paracetamola i karbamazepina
u vecini slucajeva, osim pri niskim koncentracijama i jednog i drugog lijeka, pokazala je
antagonisticke ucinke (Slika 19). Rezultati iz kojih je vidljivo kako je antagonisticki efekt izrazeniji
kod visih doza lijekova, mogli bi upudivati na kompetitivni antagonizam ovih dvaju lijekova. Kod
vrlo niskih koncentracija, takav efekt izostaje te se javlja sinergisticki u¢inak.

Interakcije paracetamola i fluoksetina primarno su antagonisti¢ke, osim u smjesama koje
sadrze vrlo sli¢ne koncentracije oba lijeka pri sredini raspona koncentracija (Slika 20). Ovakve
efekte tesko je objasniti ¢ak i uz pregled literature, jer nisu ranije opisivane. Moguce je da se opet
radi o efektu endokrinih disruptora koji su karakterizirani nelinearnim krivuljama, ali takve bi
efekte trebalo potvrditi koriStenjem sloZenijih matematic¢kih funkcija i modela i generiranjem 3D

ploha odgovora.
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Paracetamol [1M] + Ibuprofen [uM]
Slika 18. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama paracetamola i ibuprofena u
koncentracijama od 1x107°- 0,1 uM. Rezultati su prikazani kao % luminiscentnog signala pozitivne
kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije >10 % luminiscentnog signala
pozitivne kontrole (oznaceno punom linijom na grafu), kemikalija se smatra endokrino
disruptivnom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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Paracetamol [uM] + Karbamazepin [uM]

Slika 19. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama paracetamola i karbamazepine u
koncentracijama od 1x107°- 0,1 uM. Rezultati su prikazani kao % luminiscentnog signala pozitivne
kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije >10 % luminiscentnog signala

pozitivne kontrole (oznaCeno punom linijom na grafu), kemikalija se smatra endokrino
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disruptivnom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.

% luminiscentnog signala pozitivne
kontrole (10 nM DES)
§

1f Tﬁ%@mué+$++

|
N A AN AN AN NN AN AN AIANAANANA™ANAN
NS .S °°°§§Q°§w§ @QQG@ @Q@ SSS @@@g
LR R F PN LR P SN
RN & R S S N St
Q

Paracetamol [uM] + Fluoksetin [uM]

Slika 20. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama paracetamola koncentracijama od 1x10°
- 0,1 uM i fluoksetina u koncentracijama od 1x10° - 0,01 uM. Rezultati su prikazani kao %
luminiscentnog signala pozitivne kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije
>10 % luminiscentnog signala pozitivne kontrole (oznaceno punom linijom na grafu), kemikalija
se smatra endokrino disruptivnom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su

iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

Ucinci smjesa ibuprofena i karbamazepina (Slika 21) u skoro su svim slucajevima
antagonisticki, a smjese ibuprofena i fluoksetina (Slika 22) pokazuju sinergisti¢ke ucinke pri vis$im
dozama ibuprofena, dok se prema nizim dozama javlja antagonisti¢ki ucinak. U prvom slu¢aju
nema nikakvih signifikantosti koje bi ukazivale na trend ponaSanja smjesa, dok se kod smjese
ibuprofena i fluoksetina vidi ovisnost aktivacije ER i o koncentraciji fluoksetina (s padom
koncentracije pada i odziv na receptoru za istu koncentraciju ibuprofena) i o koncentraciji
ibuprofena (pri nizim koncentracijama je odziv manji od 10 % 1 ucinak antagonisticki). Sli¢na je
situacija i kod smjese karbamazepina i fluoksetina (Slika 23), no u tom slucaju je prisutno znatno
viSe smjesa sinergistickog ucinka. Agonisticki u¢inak na ER 1 u ovom je slu¢aju ovisan o dozi
fluoksetina. Ovakve interakcije mogle bi upucivati na odnos parcijalnih agonista izmedu

karbamazepina i ibuprofena i fluoksetina.
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Ibuprofen [uM] + Karbamazepin [uM]

Slika 21. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama ibuprofena i karbamazepina u
koncentracijama od 1x107°- 0,1 uM. Rezultati su prikazani kao % luminiscentnog signala pozitivne
kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije >10 % luminiscentnog signala
pozitivne kontrole (oznaceno punom linijom na grafu), kemikalija se smatra endokrino
disruptivnom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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Ibuprofen [uM] + Fluoksetin [uM]

Slika 22. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama paracetamola koncentracijama od 1x10°
- 0,1 uM i fluoksetina u koncentracijama od 1x10° - 0,01 uM. Rezultati su prikazani kao %
luminiscentnog signala pozitivne kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije

>10 % luminiscentnog signala pozitivne kontrole (oznaceno punom linijom na grafu), kemikalija
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se smatra endokrino disruptivnom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su

iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.
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Karbamazepin [uM] + Fluoksetin [uM]

Slika 23. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama karbamazepina koncentracijama od
1x10°- 0,1 uM i fluoksetina u koncentracijama od 1x10- 0,01 uM. Rezultati su prikazani kao %
luminiscentnog signala pozitivne kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije
>10 % luminiscentnog signala pozitivne kontrole (ozna¢eno punom linijom na grafu), kemikalija
se smatra endokrino disruptivhom s obzirom na djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su

iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

Za ispitivanje u¢inaka tercijarnih smjesa lijekova na aktivnost receptora, stanice su tretirane
koncentracijama kako je navedeno u Tablicama 15 do 18 u poglavlju Prilozi. S obzirom na to kako
je prethodno koristeni model adicije koncentracije, kao i nezavisne akcije prilagoden isklju¢ivo za
binarne smjese, a modeli za analizu ucinaka tercijarnih smjesa zahtijevaju visoku razinu
poznavanja matematickih 1 statistickih funkcija, kao 1 pripreme 3D krivulja 1 ploha odgovora iz
kojih se mozZe procijeniti je li djelovanje sinergisti¢ko ili antagonisti¢ko, u ovoj disertaciji takva
analiza nije odradena, ve¢ su smjese ispitane u punom faktorijalnom dizajnu kako bi se pokrile sve

moguce kombinacije, a rezultati su prikazani graficki te opisno.

Kod smjesa koje sadrze paracetamol i ibuprofen u kombinaciji sa karbamazepinom i
fluoksetinom, uocljiv je trend prema kojem je agonistic¢ki u¢inak na aktivnost ER znatno slabiji pri

viSim koncentracijama karbamazepina ili fluoksetina (Slike 24 i 25). Ovakvi rezultati ukazuju na

59



odredene kompetitivne interakcije karbamazepina i fluoksetina sa druga dva navedena lijeka u

tercijarnim smjesama.
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Slika 24. Aktivnost ER wuzrokovana tretmanom smjesama paracetamola, ibuprofena i
karbamazepina. Rezultati su prikazani kao % luminiscentnog signala pozitivne kontrole (10 nM)
DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije >10 % luminiscentnog signala pozitivne kontrole
(oznaceno punom linijom na grafu), kemikalija se smatra endokrino disruptivnom s obzirom na

djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.
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Slika 25. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama paracetamola, ibuprofena i fluoksetina.
Rezultati su prikazani kao % luminiscentnog signala pozitivne kontrole (10 nM) DES. Ukoliko je
odaziv ispitivane kemikalije >10 % luminiscentnog signala pozitivne kontrole (ozna¢eno punom
linijom na grafu), kemikalija se smatra endokrino disruptivnom s obzirom na djelovanje na ER.

Prikazani rezultati dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

Kod tercijarnih smjesa paracetamola i ibuprofena sa ukljuenima i karbamazepinom i
fluoksetinom, trend se zna¢ajno mijenja u odnosu na prve dvije situacije (Slika 26 i 27). Sve smjese
koje sadrze najvece koncentracije fluoksetina u ovom slucaju uzrokuju odgovor smjese koji je
manji od 10 % odgovora pozitivne kontrole. S druge strane, s padom koncentracija fluoksetina,
pocinje se uocavati kako s padom koncentracije karbamazepina odgovor takoder raste. S obzirom
na sve rezultate dobivene aktivacijom ER tercijarnim smjesama odabranih lijekova, moguce je
zakljuciti kako su ucinci takvih smjesa znatno izraZeniji u odnosu na individualne komponente, ali
i binarne smjese. Dodatno, fluoksetin i karbamazepin pokazuju kompetitivne interakcije sa

paracetamolom i ibuprofenom.
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Slika 26. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama paracetamola, karbamazepina i
fluoksetina. Rezultati su prikazani kao % luminiscentnog signala pozitivne kontrole (10 nM) DES.
Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije >10 % luminiscentnog signala pozitivne kontrole
(oznaceno punom linijom na grafu), kemikalija se smatra endokrino disruptivnom s obzirom na

djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.
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Slika 27. Aktivnost ER uzrokovana tretmanom smjesama fluoksetina, ibuprofena, i
karbamazepina. Rezultati su prikazani kao % luminiscentnog signala pozitivne kontrole (10 nM)
DES. Ukoliko je odaziv ispitivane kemikalije >10 % luminiscentnog signala pozitivne kontrole
(oznaceno punom linijom na grafu), kemikalija se smatra endokrino disruptivhom s obzirom na

djelovanje na ER. Prikazani rezultati dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.
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4.5. U¢inak na proces steroidogeneze

4.5.1. Utjecaj na ekspresiju gena

Promjene u ekspresiji gena steroidogeneze utvrdene su metodom lancane reakcije
polimeraze u stvarnom vremenu nakon 48 satnog tretmana paracetamolom, ibuprofenom te PsNP
1 njihovim smjesama. Smjese su pokazale znaCajnije promjene u ekspresiji gena u procesu

steroidogeneze nego individualne komponente (Slike 28 i 29).

Kod tretmana pojedina¢nim sastavnicama, najve¢e promjene u ekspresiji gena uocene su
za 3f-HSD i 174-HSD, dok je kod smjesa u¢inak na promjenu ekspresije bio najizrazeniji za 3-
HSD i CYP11. Paracetamol i PsNP pojacavaju ekspresiju spomenutih enzima, a njihove smjese
dodatno naglasavaju takav ucinak. Zanimljivo je kako ibuprofen uglavnom uzrokuje porast
ekspresije enzima u nizoj koncentraciji, dok pri viSoj koncentraciji takav efekt izostaje. Kod
smjesa, dodatno je moguce uociti poviSenu ekspresiju CYP19 kod tretmana smjesama

paracetamola i PSNP.
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Slika 28. Promjene u ekspresiji gena a) CYP11, b) CYP17, c¢) 35-HSD, d) CYP19 i e) 17p5-HSD
uslijed tretmana paracetamolom, ibuprofenom te PsNP. Promjene u ekspresiji gena izra¢unate su

metodom 2-24¢4, a dobivene su iz tehnickih triplikata iz dvaju eksperimenata. Statistic¢ki znacajne

razlike u odnosu na negativne kontrole (p < 0,05) oznacene su zvjezdicom (*).
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Slika 29. Promjene u ekspresiji gena a) CYP11, b) CYP17, c¢) 35-HSD, d) CYP19 i e) 175-HSD
uslijed tretmana smjesama paracetamola, ibuprofena te PsNP. Promjene u ekspresiji gena
izraGunate su metodom 2-224. a dobivene su iz tehnic¢kih triplikata iz dvaju eksperimenata.

Statisticki znac¢ajne razlike u odnosu na negativne kontrole (p < 0,05) oznacene su zvjezdicom (*).
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4.5.2. Utjecaj na produkciju steroidnih hormona

Produkcija steroidnih hormona ispitana je vezanim sustavom tekucinske kromatografije 1
tandem masene spektrometrije. Tretmani su bili identi¢ni kao kod utvrdivanja promjene ekspresije

gena, a rezultati su dobiveni iz bioloskih duplikata iz 2 eksperimenta.

Ibuprofen u nizoj dozi od 10 uM statisticki znacajno povecava produkciju progesterona,
jednog od prvih hormona u steroidogenezi. lako razlika nije statisti¢ki znacajna u oba slucaja, kod
te doze ibuprofena javlja se i porast ekspresije 34-HSD i CYP17 gena. Enzim 3B3-HSD prevodi
pregnenolon u progesteron, a CYP17 prevodi progesteron u 17-OH progesteron. Produkcija 17-
OH progesterona takoder je pojacana, dok je produkcija svih daljnjih hormona u kaskadi kod
tretmana sa 10 uM ibuprofena snizena. Iz toga se da zakljuciti kako ibuprofen uzrokuje nakupljanje
navedenih produkata i ima inhibitorni uc¢inak na sintezu steroidnih hormona nakon tog koraka.
Takav rezultat u skladu je s prethodno utvrdenim Ccinjenicama u literaturnim navodima
(113,116,117). Identi¢an ucinak, ali nesto izraZeniji, uzrokuje i smjesa 10 uM ibuprofena i 10 mg/L
PsNP. Paracetamol uzrokuje statisticki znaCajan porast koncentracija testosterona i estradiola
(Slika 30). Sto se ekspresije gena ti¢e, paracetamol je potaknuo ekspresiju 178-HSD i CYP19, gena
za enzime koji prevode androstendion u testosteron i estron te kataliziraju njihovo prevodenje u
estradiol. Moze se stoga zakljuciti kako paracetamol poti¢e proces steroidogeneze kroz cijeli
njegov tijek.

Ucinci smjesa ibuprofena i paracetamola sa ili bez PsNP na proces steroidogeneze,
prikazani su na slici 31. Smjese ibuprofena i PsNP ucinke su ostvarile pri niZim koncentracijama
ibuprofena, ali bez ovisnosti o koncentraciji PsNP u smjesi. Ucinci su isti kao 1 kod individualne
komponente, ali ponesto jaci, iako ne statisticki znac¢ajno kao $to je bio slu¢aj kod utjecaja smjesa
PNP 1 lijjekova na aktivnost ER. IzraZenije u¢inke smjesa u odnosu na individualne komponente
moguce je uociti i kod analize ekspresije gena ukljucenih u steroidogenezu, posebice kod smjesa
paracetamola 1 PsNP. Smjese paracetamola i PsNP takoder ostvaruju ucinke vrlo sli¢ne u¢incima
samog paracetamola, no u ovom slucaju one nisu izrazene kao kod smjesa s ibuprofenom.
Zanimljiva je i Cinjenica kako je smjesa koja sadrzi jednake koncentracije ibuprofena i
paracetamola u NCI-H295R stanicama i kod ekspresije enzima i kod sinteze steroidnih hormona
pokazale ucinke slicne ibuprofeno, iz ¢ega se moze zakljuciti kako je njegov utjecaj na navedene

procese izrazeniji od utjecaja paracetamola kada su ti lijekovi pomijesani.
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Slika 30. Promjene u koncentraciji hormona a) progesterona, b) 17-OH-progesterona, c)
dehidroepiandrosterona, d) androstendiona, €) testosterona i f) estradiola uslijed tretmana uslijed
tretmana paracetamolom, ibuprofenom te PsNP. Rezultati su prikazani kao koncentracija hormona
(ng/L), a dobiveni su iz bioloSkih duplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisti¢ki znacajne

razlike u odnosu na negativne kontrole (p < 0,05) oznacene su zvjezdicom (*).
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Slika 31. Promjene u koncentraciji hormona a) progesterona, b) 17-OH-progesterona, c)
dehidroepiandrosterona, d) androstendiona, €) testosterona i f) estradiola uslijed tretmana uslijed
tretmana smjesama paracetamola, ibuprofena te PsNP. Rezultati su prikazani kao koncentracija
hormona (ng/L), a dobiveni su iz bioloskih duplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki

znacajne razlike u odnosu na negativne kontrole (p < 0,05) oznacene su zvjezdicom (*).
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5. ZAKLJUCCI
Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata, moguce je zakljuciti slijedece:

e PsNP, PpNP i PeNP sferi¢nog su oblika, njihove primarne veli¢ine odgovaraju navedenima od
strane proizvodaca te su sve karakterizirane negativnim vrijednostima { potencijala;

e koncentracije lijekova i PNP odabrane za ispitivanje endokrino disruptivnih ucinaka ne
uzrokuju znacajno smanjenje prezivljenja stanica ili pokretanje procesa programirane stani¢ne
smirti;

e PeNP su ostvarile statisticki znac¢ajno agonisticko djelovanje prema ER, dok druga dva tipa
nanocestica nisu;

e smjesa PNP (1 mg/L svake PNP) ostvarila je znacajno agonisti¢ko djelovanje prema ER te
aditivne ucinke u odnosu na individualne komponente smjese;

e niti jedan od 4 lijeka kao zasebna komponenta ne ostvaruje agonisti¢ku aktivnost prema
estrogenskom receptoru;

e binarne smjese razli¢itih kombinacija lijekova pokazale su sinergisticke i antagonisticke uc¢inke
koji su ovisni o kvalitativnom i kvantitativnom sastavu smjese;

e binarne smjese lijekova s PNP pokazuju uglavnom sinergisticko djelovanje pri ¢emu je bioloski
PpNP 1 PeNP s lijekovima ovisi 1 o koncentracijama nanocestica u smjesi;

e tercijarne smjese lijekova u znatno vise slucajeva izazvale su efekt pojacanja ucinka prilikom
ispitivanja nego efekt smanjenja ucinka;

e analizom utjecaja binarnih i tercijarnih smjesa lijekova na aktivnost ER, uocava se kako postoje
odredene antagonisticke interakcije izmedu fluoksetina 1 karbamazepina 1 sa paracetamolom 1
sa ibuprofenom, ali ih nije moguce detaljno opisati postoje¢im statistickim modelima;

e Kkod ispitivanja utjecaja na steroidogenezu ibuprofen je uzrokovao povisenje koncentracija
progesterona i 17-OH progesterona te enzima kojima su ti hormoni supstrati i produkti;

e paracetamol je uzrokovao pojacanu produkciju testosterona i 17B-estradiola te povisenje
ekspresije gotovo svih enzima ukljucenih u proces steroidogeneze;

e same PsNP nemaju primjetne u¢inke na proces steroidogeneze, ali kada su prisutne u smjesama,

pojacavaju ucinke lijekova.
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Slika 32. Emisijski spektri PpNP i PeNP snimljeni na fluorescencijskom spektrometru Cary
Eclipse. Pik PpNP je na valnoj duljini od 523 nm, dok je pik PeNP na 524 nm.
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Slika 33. Spektri pocetnog materijala polipropilena te sintetiziranih PpNP dobiveni metodom

fotoelektronske spektroskopije rendgenskih zraka. Ketonske skupine prisutne su samo na PpNP.
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estradiola (a), dietilstilbestrola (b) i antagonista fulvestranta (c).

91



150

H
H-

% luminiscentnog signala negativne
kontrole (netretirane stanice)
«
o
1

0 [/ ] == T . 74
1 1 1 T 1 1 1 1
N U\ Q Q NS 4> )

T T &SN
000 s@*

< <

kontrole interferencija bez stanica

Slika 35. Kontrole interferencija u luciferaznom eseju za ispitivanje aktivnosti estrogenskog
receptora. Ispitane su sve komponente koje su bile prisutne u jazici prilikom mjerenja uz lizirane
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Slika 37. Kromatogram steroidnih hormona nakon tretmana pozitivnhom kontrolom (forskolinom)
odredenih metodom LC-MS/MS.
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Slika 38. Krivulja odnosa doze i odgovora estrogenske aktivnosti PsNP generirana koriStenjem
besplatnog alata PROAST (https://proastweb.rivm.nl/). Krivulje omogucéuju odredivanje
koncentracije odgovora na postavljenoj granici (BMD) potrebnog za izracun relativnog faktora

potencije (RPF).
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Slika 39. Krivulja odnosa doze i odgovora estrogenske aktivnosti PsSNP generirana koristenjem

besplatnog alata PROAST (https://proastweb.rivm.nl/). Krivulje omogucéuju odredivanje

koncentracije odgovora na postavljenoj granici (BMD) potrebnog za izracun relativnog faktora

potencije (RPF).
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Slika 40. Krivulja odnosa doze i odgovora estrogenske aktivnosti PSNP generirana koristenjem

besplatnog alata PROAST (https://proastweb.rivm.nl/). Krivulje omogucéuju odredivanje

koncentracije odgovora na postavljenoj granici (BMD) potrebnog za izracun relativnog faktora

potencije (RPF).
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Slika 41. Krivulja odnosa doze i odgovora estrogenske aktivnosti smjesa PSNP, PpNP i PeNP
generirana KoriStenjem besplatnog alata PROAST (https://proastweb.rivm.nl/). Krivulje
omogucuju odredivanje koncentracije odgovora na postavljenoj granici (BMD) potrebnog za

izraCun relativnog faktora potencije (RPF).
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Slika 42. Krivulja odnosa doze i odgovora estrogenske aktivnosti smjesa paracetamola i ibuprofena

generirana koriStenjem besplatnog alata PROAST (https://proastweb.rivm.nl/). PROAST iz

podataka za smjese lijekova nije uspio generirati odgovarajucu krivulju §to potvrduje kako se ne

radi o aditivnim uéincima.
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Slika 43. Krivulja odnosa doze i odgovora estrogenske aktivnosti smjesa paracetamola i

karbamazepina generirana koriStenjem besplatnog alata PROAST (https://proastweb.rivm.nl/).
PROAST iz podataka za smjese lijekova nije uspio generirati odgovarajucu krivulju §to potvrduje

kako se ne radi o aditivnim u¢incima.
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Slika 44. Krivulja odnosa doze i odgovora estrogenske aktivnosti smjesa paracetamola i

fluoksetina generirana koriStenjem besplatnog alata PROAST (https://proastweb.rivm.nl/).

PROAST iz podataka za smjese lijekova nije uspio generirati odgovarajucu krivulju §to potvrduje

kako se ne radi o aditivnim uéincima.
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Slika 45. Krivulja odnosa doze i odgovora estrogenske aktivnosti smjesa ibuprofena i

karbamazepina generirana koriStenjem besplatnog alata PROAST (https://proastweb.rivm.nl/).

PROAST iz podataka za smjese lijekova nije uspio generirati odgovarajucu krivulju §to potvrduje

kako se ne radi o aditivnim uéincima.
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Slika 46. Krivulja odnosa doze i odgovora estrogenske aktivnosti smjesa ibuprofena i fluoksetina

generirana koriStenjem besplatnog alata PROAST (https://proastweb.rivm.nl/). PROAST iz

podataka za smjese lijekova nije uspio generirati odgovarajucu krivulju $to potvrduje kako se ne

radi o aditivnim uéincima.
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Slika 47. Krivulja odnosa doze i odgovora estrogenske aktivnosti smjesa ibuprofena i fluoksetina

generirana koriStenjem besplatnog alata PROAST (https://proastweb.rivm.nl/). PROAST iz

podataka za smjese lijekova nije uspio generirati odgovarajucu krivulju $to potvrduje kako se ne

radi o aditivnim uéincima.
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Tablica 5. RPF smjesa PNP izracunati kao omjer BMDsmjese | BMDpxne.

PNP BMDpxnp RPFsmjesa
PeNPs 4,6845 7,38
PpNPs 8,7677 13,82
PsNPs 13,4850 21,25

sinergistickog ili antagonisti¢kog u¢inka za smjese lijekova i PsNP.

Smjesa % DES Doa Sin/Ant Dia Sin/Ant
P-100 + PS-10 | 8,0932347 | 4,8349467 | Sinergizam 1,68918837 | Sinergizam
P-100 + PS-5 17,387905 | 14,129617 | Sinergizam 10,9838591 Sinergizam
P-100 + PS-1 19,718773 | 16,460485 Sinergizam 13,3147271 Sinergizam
P-100 + PS-0,1 | 20,217657 | 16,959369 | Sinergizam 13,813611 Sinergizam
P-50 + PS-10 9,7729821 | 6,5146941 | Sinergizam 3,36893573 | Sinergizam

P-50 + PS-5 14,668216 | 11,409928 Sinergizam 8,26417011 Sinergizam
P-50 + PS-1 24453542 | 21,195254 Sinergizam 18,0494957 Sinergizam
P-50 + PS-0,1 25,006943 | 21,748655 Sinergizam 18,6028969 Sinergizam
P-10 + PS-10 13,31763 | 10,059342 Sinergizam 6,91358328 Sinergizam
P-10 + PS-5 22,905459 | 19,647171 Sinergizam 16,5014126 Sinergizam
P-10 + PS-1 25,281587 | 22,023299 Sinergizam 18,8775402 Sinergizam
P-10 + PS-0,1 28,989786 | 25,731498 | Sinergizam 22,5857394 Sinergizam
P-5 + PS-10 13,753767 | 10,495479 | Sinergizam 7,34972099 | Sinergizam
P-5 + PS-5 25,257928 | 21,99964 Sinergizam | 18,8538818 | Sinergizam
P-5 + PS-1 29,396093 | 26,137805 | Sinergizam | 22,9920469 | Sinergizam
P-5+ PS-0,1 30,076016 | 26,817728 | Sinergizam 23,6719692 | Sinergizam
P-1 + PS-10 14,294825 | 11,036537 | Sinergizam 7,89077862 Sinergizam
P-1 +PS-5 21,438637 | 18,180349 | Sinergizam 15,0345909 | Sinergizam
P-1+ PS-1 28,985671 | 25,727383 Sinergizam 22,5816249 Sinergizam
P-1 + PS-0,1 29,820916 | 26,562628 Sinergizam 23,4168697 Sinergizam
1-100 + PS-10 7,9883148 | 4,7300268 Sinergizam 1,58426844 Sinergizam
I-100 + PS-5 16,634951 | 13,376663 Sinergizam 10,2309043 Sinergizam
I-100 + PS-1 19,743461 | 16,485173 Sinergizam 13,3394141 Sinergizam
I-100 + PS-0,1 | 18,868099 | 15,609811 | Sinergizam 12,4640528 | Sinergizam
I-50 + PS-10 9,3862185 | 6,1279305 | Sinergizam 2,9821721 Sinergizam
I-50 + PS-5 18,573912 | 15,315624 | Sinergizam 12,1698656 | Sinergizam
I-50 + PS-1 25,442052 | 22,183764 | Sinergizam 19,038006 Sinergizam
I-50 + PS-0,1 22,465207 | 19,206919 | Sinergizam 16,0611603 | Sinergizam
I-10 + PS-10 10,16386 | 6,9055722 | Sinergizam 3,75981387 Sinergizam
I-10 + PS-5 17,326188 14,0679 Sinergizam 10,9221414 | Sinergizam
I-10 + PS-1 21,959122 | 18,700834 | Sinergizam 15,555076 Sinergizam

Tablica 6. Izraunati koeficijenti adicije koncentracije i nezavisne akcije te definicija
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I-10 + PS-0,1 26,752523 | 23,494235 | Sinergizam 20,3484764 | Sinergizam
I-5 + PS-10 6,2540502 | 2,9957622 Sinergizam | -0,14999614 | Antagonizam
I-5 + PS-5 9,3203864 | 6,0620984 | Sinergizam 2,91634 Sinergizam
I-5+ PS-1 20,570476 | 17,312188 | Sinergizam 14,16643 Sinergizam
I-5 +PS-0,1 28,127797 | 24,869509 | Sinergizam 21,7237502 Sinergizam
I-1 + PS-10 6,0174661 | 2,7591781 | Sinergizam | -0,38658028 | Antagonizam
I-1 + PS-5 6,7405906 | 3,4823026 | Sinergizam 0,33654428 | Antagonizam
-1+ PS-1 30,388718 | 27,13043 Sinergizam 23,9846717 Sinergizam
-1+ PS-0,1 29,124536 | 25,866248 Sinergizam 22,7204895 Sinergizam

C-100 + PS-10 | 34,263911 | 31,005623 Sinergizam 27,8598647 Sinergizam
C-100 + PS-5 35,484291 | 32,226003 Sinergizam 29,0802451 Sinergizam
C-100 + PS-1 39,768158 | 36,50987 Sinergizam 33,3641114 Sinergizam
C-100 + PS-0,1 | 39,052175 | 35,793887 Sinergizam 32,6481282 Sinergizam

C-50 + PS-10 28,037664 | 24,779376 Sinergizam 21,633618 Sinergizam

C-50 + PS-5 22,98567 | 19,727382 | Sinergizam 16,581624 Sinergizam

C-50 + PS-1 28,052706 | 24,794418 | Sinergizam 21,6486596 | Sinergizam

C-50+PS-0,1 | 25,349217 | 22,090929 | Sinergizam 18,945171 Sinergizam

C-10 + PS-10 13,21661 9,958322 Sinergizam 6,81256365 | Sinergizam

C-10 + PS-5 16,07954 | 12,821252 | Sinergizam 9,67549397 | Sinergizam

C-10 + PS-1 8,3421076 | 5,0838196 | Sinergizam 1,93806128 | Sinergizam

C-10+ PS-0,1 8,0001604 | 4,7418724 Sinergizam 1,59611409 Sinergizam

C-5+ PS-10 12,235893 | 8,9776054 Sinergizam 5,83184707 Sinergizam
C-5+PS-5 2,9601998 | -0,2980882 | Antagonizam | -3,4438466 | Antagonizam
C-5+PS-1 1,3336943 | -1,9245937 | Antagonizam | -5,07035202 | Antagonizam

C-5+PS-0,1 0,6036722 | -2,6546158 | Antagonizam | -5,80037418 | Antagonizam

C-1+PS-10 9,4742437 | 6,2159557 Sinergizam 3,0701973 Sinergizam
C-1+PS-5 1,9453887 | -1,3128993 | Antagonizam | -4,45865763 | Antagonizam
C-1+PS-1 2,2141331 | -1,0441549 | Antagonizam | -4,18991321 | Antagonizam

C-1+PS-0,1 -0,258717 | -3,5170046 | Antagonizam | -6,662763 | Antagonizam

F-10 + PS-10 4478706 | 41,528772 | Sinergizam 38,3830138 | Sinergizam

F-10 + PS-5 48,545471 | 45,287183 | Sinergizam | 42,1414246 | Sinergizam

F-10 + PS-1 46,658243 | 43,399955 | Sinergizam 40,254197 Sinergizam

F-10 + PS-0,1 38,048394 | 34,790106 Sinergizam 31,6443477 Sinergizam

F-5+ PS-10 48,809201 | 45,550913 Sinergizam 42,4051551 Sinergizam
F-5 + PS-5 47,484532 | 44,226244 Sinergizam 41,0804858 Sinergizam
F-5 + PS-1 39,985761 | 36,727473 Sinergizam 33,5817142 Sinergizam

F-5+PS-0,1 42,48368 | 39,225392 | Sinergizam 36,0796334 | Sinergizam

F-1+ PS-10 23,708673 | 20,450385 | Sinergizam 17,3046267 Sinergizam
F-1+ PS-5 15,509963 | 12,251675 | Sinergizam 9,10591624 Sinergizam
F-1+PS-1 19,156062 | 15,897774 | Sinergizam 12,7520159 | Sinergizam

F-1+PS-0,1 23,254415 | 19,996127 | Sinergizam 16,8503684 | Sinergizam

F-0,5+PS-10 | 8,0332521 | 4,7749641 | Sinergizam 1,62920575 | Sinergizam

F-0,5 + PS-5 10,428888 7,1706 Sinergizam | 4,02484166 | Sinergizam
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F-0,5 + PS-1 8,3140299 | 5,0557419 | Sinergizam 1,90998351 | Sinergizam
F-0,5+PS-0,1 |6,9261855 | 3,6678975 Sinergizam 0,52213918 | Antagonizam
F-0,1 + PS-10 11,14086 | 7,8825722 | Sinergizam | 4,73681383 | Sinergizam

F-0,1 + PS-5 4,4152302 | 1,1569422 | Sinergizam | -1,98881617 | Antagonizam

F-0,1 + PS-1 5,8050801 | 2,5467921 | Sinergizam | -0,59896628 | Antagonizam
F-0,1 +PS-0,1 | 4,9276496 | 1,6693616 | Sinergizam | -1,47639677 | Antagonizam

Tablica 7. Izraunati koeficijenti adicije koncentracije i nezavisne akcije te definicija

sinergistickog ili antagonisti¢kog u¢inka za smjese lijekova i PpNP.

Smjesa % DES Doa Sin/Ant Dia Sin/Ant

P-100 + PP-10 | 8,0932347 | 4,8349467 | Sinergizam 1,68918837 | Sinergizam
P-100 + PP-5 17,387905 | 14,129617 | Sinergizam 10,9838591 Sinergizam
P-100 + PP-1 19,718773 | 16,460485 | Sinergizam 13,3147271 | Sinergizam
P-100 + PP-0,1 | 20,217657 | 16,959369 | Sinergizam 13,813611 Sinergizam
P-50 + PP-10 9,7729821 | 6,5146941 | Sinergizam 3,36893573 Sinergizam
P-50 + PP-5 14,668216 | 11,409928 | Sinergizam 8,26417011 Sinergizam
P-50 + PP-1 24,453542 | 21,195254 | Sinergizam 18,0494957 Sinergizam
P-50 + PP-0,1 25,006943 | 21,748655 | Sinergizam 18,6028969 Sinergizam
P-10 + PP-10 13,31763 | 10,059342 | Sinergizam 6,91358328 Sinergizam
P-10 + PP-5 22,905459 | 19,647171 | Sinergizam 16,5014126 Sinergizam
P-10 + PP-1 25,281587 | 22,023299 | Sinergizam 18,8775402 Sinergizam
P-10 + PP-0,1 | 28,989786 | 25,731498 | Sinergizam 22,5857394 | Sinergizam
P-5 + PP-10 13,753767 | 10,495479 | Sinergizam 7,34972099 Sinergizam
P-5 + PP-5 25,257928 | 21,99964 | Sinergizam 18,8538818 Sinergizam
P-5 + PP-1 29,396093 | 26,137805 | Sinergizam 22,9920469 | Sinergizam
P-5 + PP-0,1 30,076016 | 26,817728 | Sinergizam 23,6719692 Sinergizam
P-1 + PP-10 14,294825 | 11,036537 | Sinergizam 7,89077862 Sinergizam
P-1 + PP-5 21,438637 | 18,180349 | Sinergizam 15,0345909 Sinergizam
P-1 + PP-1 28,985671 | 25,727383 | Sinergizam 22,5816249 Sinergizam
P-1 + PP-0,1 29,820916 | 26,562628 | Sinergizam 23,4168697 Sinergizam
1-100 + PP-10 7,9883148 | 4,7300268 | Sinergizam 1,58426844 Sinergizam
1-100 + PP-5 16,634951 | 13,376663 | Sinergizam 10,2309043 | Sinergizam
1-100 + PP-1 19,743461 | 16,485173 | Sinergizam 13,3394141 | Sinergizam
I-100 + PP-0,1 | 18,868099 | 15,609811 | Sinergizam 12,4640528 | Sinergizam
I-50 + PP-10 9,3862185 | 6,1279305 | Sinergizam 2,9821721 Sinergizam
I-50 + PP-5 18,573912 | 15,315624 | Sinergizam 12,1698656 | Sinergizam
I-50 + PP-1 25,442052 | 22,183764 | Sinergizam 19,038006 Sinergizam
I-50 + PP-0,1 22,465207 | 19,206919 | Sinergizam 16,0611603 Sinergizam
1-10 + PP-10 10,16386 | 6,9055722 | Sinergizam 3,75981387 Sinergizam
I-10 + PP-5 17,326188 | 14,0679 Sinergizam 10,9221414 | Sinergizam
I-10 + PP-1 21,959122 | 18,700834 | Sinergizam 15,555076 Sinergizam
I-10 + PP-0,1 26,752523 | 23,494235 | Sinergizam 20,3484764 | Sinergizam
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I-5 + PP-10 6,2540502 | 2,9957622 | Sinergizam | -0,14999614 | Antagonizam
I-5 + PP-5 9,3203864 | 6,0620984 | Sinergizam 2,91634 Sinergizam
I-5 + PP-1 20,570476 | 17,312188 | Sinergizam 14,16643 Sinergizam
I-5+ PP-0,1 28,127797 | 24,869509 | Sinergizam | 21,7237502 | Sinergizam

I-1+ PP-10 6,0174661 | 2,7591781 | Sinergizam | -0,38658028 | Antagonizam

I-1+ PP-5 6,7405906 | 3,4823026 | Sinergizam | 0,33654428 | Antagonizam
I-1+ PP-1 30,388718 | 27,13043 | Sinergizam | 23,9846717 | Sinergizam
I-1+ PP-0,1 29,124536 | 25,866248 | Sinergizam | 22,7204895 | Sinergizam
C-100 + PP-10 | 19,549227 | 16,290939 | Sinergizam 13,1451806 Sinergizam
C-100 + PP-5 28,618033 | 25,359745 | Sinergizam 22,2139866 Sinergizam
C-100 + PP-1 31,75108 | 28,492792 | Sinergizam 25,3470334 Sinergizam
C-100 + PP-0,1 | 33,288878 | 30,03059 | Sinergizam 26,884832 Sinergizam
C-50 + PP-10 19,00038 | 15,742092 | Sinergizam 12,5963332 Sinergizam
C-50 + PP-5 28,174852 | 24,916564 | Sinergizam 21,7708051 Sinergizam
C-50 + PP-1 37,880731 | 34,622443 | Sinergizam | 31,4766845 | Sinergizam
C-50 + PP-0,1 | 35,745868 | 32,48758 | Sinergizam 29,3418219 | Sinergizam
C-10 + PP-10 15,907342 | 12,649054 | Sinergizam | 9,50329589 | Sinergizam
C-10 + PP-5 24,371903 | 21,113615 | Sinergizam | 17,9678568 | Sinergizam
C-10 + PP-1 33,321707 | 30,063419 | Sinergizam 26,9176603 | Sinergizam
C-10 + PP-0,1 24,72891 | 21,470622 | Sinergizam | 18,3248641 | Sinergizam
C-5+PP-10 9,1139448 | 5,8556568 | Sinergizam 2,70989847 | Sinergizam
C-5+PP-5 13,398032 | 10,139744 | Sinergizam 6,993986 Sinergizam
C-5+PP-1 30,392811 | 27,134523 | Sinergizam 23,9887643 | Sinergizam
C-5+PP-0,1 21,553802 | 18,295514 | Sinergizam 15,1497561 | Sinergizam
C-1+ PP-10 9,884383 | 6,626095 | Sinergizam 3,48033663 Sinergizam
C-1+PP-5 12,811227 | 9,5529393 | Sinergizam 6,40718091 Sinergizam
C-1+PP-1 31,930609 | 28,672321 | Sinergizam 25,5265629 | Sinergizam
C-1+PP-0,1 19,245566 | 15,987278 | Sinergizam 12,8415193 | Sinergizam
F-10 + PP-10 18,846497 | 15,588209 | Sinergizam 12,4424508 | Sinergizam
F-10 + PP-5 26,255424 | 22,997136 | Sinergizam 19,851378 Sinergizam
F-10 + PP-1 29,878843 | 26,620555 | Sinergizam 23,4747969 | Sinergizam
F-10 + PP-0,1 | 29,159699 | 25,901411 | Sinergizam 22,7556529 | Sinergizam
F-5+ PP-10 17,187644 | 13,929356 | Sinergizam 10,7835979 | Sinergizam
F-5 + PP-5 27,34286 | 24,084572 | Sinergizam 20,938814 Sinergizam
F-5 + PP-1 31,117084 | 27,858796 | Sinergizam 24,7130377 | Sinergizam
F-5 + PP-0,1 28,322579 | 25,064291 | Sinergizam 21,9185323 Sinergizam
F-1+ PP-10 10,624045 | 7,3657566 | Sinergizam | 4,21999829 | Sinergizam
F-1+ PP-5 19,319429 | 16,061141 | Sinergizam | 12,9153828 | Sinergizam
F-1+ PP-1 29,344358 | 26,08607 | Sinergizam 22,9403118 | Sinergizam
F-1+PP-0,1 25,548591 | 22,290303 | Sinergizam 19,1445446 | Sinergizam
F-0,5+ PP-10 | 7,9977841 | 4,7394961 | Sinergizam 1,59373774 | Sinergizam
F-0,5 + PP-5 13,629882 | 10,371594 | Sinergizam 7,22583556 | Sinergizam
F-0,5 + PP-1 27,824 | 24565712 | Sinergizam 21,4199532 | Sinergizam
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F-0,5+PP-0,1 | 21,513793 | 18,255505 | Sinergizam 15,1097466 | Sinergizam
F-0,1 + PP-10 7,3463484 | 4,0880604 | Sinergizam 0,94230201 | Antagonizam
F-0,1 + PP-5 9,147799 | 5,889511 | Sinergizam | 2,74375261 | Sinergizam
F-0,1 + PP-1 28,517496 | 25,259208 | Sinergizam 22,1134501 Sinergizam

F-0,1+PP-0,1 | 16,860388 | 13,6021 Sinergizam 10,4563412 Sinergizam

Tablica 8. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i nezavisne

sinergistickog ili antagonisti¢kog ucinka za smjese lijekova i PeNP.

akcije te definicija

Smjesa % DES Doa Sin/Ant Dia Sin/Ant
P-100 + PE-10 | 11,640968 | 8,3826801 | Sinergizam 5,23692179 Sinergizam
P-100 + PE-5 14,612671 | 11,354383 | Sinergizam 8,20862427 Sinergizam
P-100 + PE-1 18,46282 | 15,204532 | Sinergizam 12,0587739 Sinergizam
P-100 + PE-0,1 | 17,888847 | 14,630559 | Sinergizam 11,4848002 | Sinergizam
P-50 + PE-10 11,416728 | 8,1584395 | Sinergizam 5,01268117 Sinergizam
P-50 + PE-5 16,699754 | 13,441466 | Sinergizam 10,2957078 Sinergizam
P-50 + PE-1 21,355319 | 18,097031 | Sinergizam 14,9512722 Sinergizam
P-50 + PE-0,1 19,467789 | 16,209501 | Sinergizam 13,0637422 Sinergizam
P-10 + PE-10 17,302529 | 14,044241 | Sinergizam 10,898483 Sinergizam
P-10 + PE-5 24,060607 | 20,802319 | Sinergizam 17,6565603 Sinergizam
P-10 + PE-1 25,967681 | 22,709393 | Sinergizam 19,5636342 | Sinergizam
P-10 + PE-0,1 | 29,447525 | 26,189237 | Sinergizam 23,0434783 | Sinergizam
P-5 + PE-10 16,974397 | 13,716109 | Sinergizam 10,5703511 Sinergizam
P-5 + PE-5 20,643509 | 17,385221 | Sinergizam 14,2394625 Sinergizam
P-5 + PE-1 24,669554 | 21,411266 | Sinergizam 18,2655073 Sinergizam
P-5+ PE-0,1 28,089737 | 24,831449 | Sinergizam 21,685691 Sinergizam
P-1 + PE-10 18,444305 | 15,186017 | Sinergizam 12,0402587 Sinergizam
P-1 + PE-5 20,7474 | 17,489112 | Sinergizam 14,3433538 Sinergizam
P-1 + PE-1 24,142897 | 20,884609 | Sinergizam 17,7388505 Sinergizam
P-1 + PE-0,1 28,455928 | 25,19764 | Sinergizam 22,0518821 Sinergizam
1-100 + PE-10 16,35825 | 13,099962 | Sinergizam 9,95420374 Sinergizam
I-100 + PE-5 21,693737 | 18,435449 | Sinergizam 15,2896903 Sinergizam
1-100 + PE-1 24,531718 | 21,27343 Sinergizam 18,1276713 Sinergizam
I-100 + PE-0,1 | 25,108777 | 21,850489 | Sinergizam 18,7047309 Sinergizam
I-50 + PE-10 16,367508 | 13,10922 | Sinergizam | 9,96346138 | Sinergizam
I-50 + PE-5 22,13296 | 18,874672 | Sinergizam 15,7289139 | Sinergizam
I-50 + PE-1 25,708467 | 22,450179 | Sinergizam 19,3044203 | Sinergizam
I-50 + PE-0,1 26,897559 | 23,639271 | Sinergizam 20,4935127 | Sinergizam
I-10 + PE-10 15,004577 | 11,746289 | Sinergizam 8,60053103 Sinergizam
1-10 + PE-5 20,594135 | 17,335847 | Sinergizam 14,1900884 | Sinergizam
1-10 + PE-1 27,454046 | 24,195758 | Sinergizam 21,0499997 Sinergizam
I-10 + PE-0,1 27,15163 | 23,893342 | Sinergizam 20,7475835 Sinergizam
I-5 + PE-10 5,5710421 | 2,3127541 | Sinergizam | -0,83300426 | Antagonizam
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I-5 + PE-5 12,623307 | 9,3650186 | Sinergizam 6,21926027 | Sinergizam
I-5 + PE-1 24,49983 | 21,241542 | Sinergizam 18,0957839 Sinergizam
I-5 + PE-0,1 20,989127 | 17,730839 | Sinergizam 14,5850811 Sinergizam
I-1 + PE-10 7,0656367 | 3,8073487 | Sinergizam 0,66159031 | Antagonizam
I-1 + PE-5 17,790098 | 14,53181 | Sinergizam 11,3860521 Sinergizam
I-1+ PE-1 17,130749 | 13,872461 | Sinergizam 10,7267024 | Sinergizam
I-1 + PE-0,1 21,292572 | 18,034284 | Sinergizam 14,8885259 Sinergizam
C-100 + PE-10 | 19,138874 | 15,880586 | Sinergizam 12,7348274 | Sinergizam
C-100 + PE-5 22,461709 | 19,203421 | Sinergizam 16,0576626 Sinergizam
C-100 + PE-1 23,743037 | 20,484749 | Sinergizam 17,3389905 Sinergizam
C-100 + PE-0,1 | 26,591914 | 23,333626 | Sinergizam 20,1878676 Sinergizam
C-50 + PE-10 21,913887 | 18,655599 | Sinergizam 15,509841 Sinergizam
C-50 + PE-5 22,864881 | 19,606593 | Sinergizam 16,4608346 Sinergizam
C-50 + PE-1 25,097202 | 21,838914 | Sinergizam 18,6931561 Sinergizam
C-50 + PE-0,1 | 28,396442 | 25,138154 | Sinergizam 21,9923959 | Sinergizam
C-10 + PE-10 | 19,127589 | 15,869301 | Sinergizam | 12,7235427 | Sinergizam
C-10 + PE-5 22,048278 | 18,78999 | Sinergizam 15,6442317 | Sinergizam
C-10 + PE-1 30,945762 | 27,687474 | Sinergizam 245417152 Sinergizam
C-10+PE-0,1 | 26,881213 | 23,622925 | Sinergizam 20,4771666 Sinergizam
C-5+ PE-10 14,663972 | 11,405684 | Sinergizam 8,25992566 | Sinergizam
C-5+PE-5 12,557834 | 9,2995462 | Sinergizam 6,1537878 Sinergizam
C-5+PE-1 27,668065 | 24,409777 | Sinergizam 21,2640189 Sinergizam
C-5+ PE-0,1 18,66389 | 15,405602 | Sinergizam 12,2598436 Sinergizam
C-1+ PE-10 12,956903 | 9,6986147 | Sinergizam 6,5528563 Sinergizam
C-1+PE-5 10,755358 | 7,4970697 | Sinergizam 4,35131132 Sinergizam
C-1+PE-1 26,515999 | 23,257711 | Sinergizam 20,1119523 Sinergizam
C-1+PE-0,1 17,76932 | 14,511032 | Sinergizam 11,3652736 | Sinergizam
F-10 + PE-10 8,498415 | 5,240127 | Sinergizam 2,09436865 | Sinergizam
F-10 + PE-5 4,131231 | 0,872943 | Antagonizam | -2,2728154 | Antagonizam
F-10 + PE-1 23,521446 | 20,263158 | Sinergizam 17,1173997 | Sinergizam
F-10 + PE-0,1 | 13,391877 | 10,133589 | Sinergizam 6,9878307 Sinergizam
F-5 + PE-10 8,3783867 | 51200987 | Sinergizam 1,97434034 | Sinergizam
F-5 + PE-5 4,6277583 | 1,3694703 | Sinergizam | -1,77628801 | Antagonizam
F-5 + PE-1 27,575736 | 24,317448 | Sinergizam 21,1716895 Sinergizam
F-5 + PE-0,1 14,032028 | 10,77374 | Sinergizam 7,62798171 Sinergizam
F-1 + PE-10 9,4186321 | 6,1603441 | Sinergizam 3,01458573 Sinergizam
F-1+ PE-5 45549206 | 1,2966326 | Sinergizam -1,84912571 | Antagonizam
F-1+ PE-1 24,389343 | 21,131055 | Sinergizam 17,9852968 Sinergizam
F-1+ PE-0,1 12,260328 | 9,0020401 | Sinergizam 5,85628172 Sinergizam
F-0,5+ PE-10 | 8,6235727 | 5,3652847 | Sinergizam 2,21952638 | Sinergizam
F-0,5 + PE-5 3,4582517 | 0,1999637 | Antagonizam | -2,94579467 | Antagonizam
F-0,5 + PE-1 24,193399 | 20,935111 | Sinergizam 17,7893531 | Sinergizam
F-0,5+ PE-0,1 | 13,447275 | 10,188987 | Sinergizam 7,04322839 | Sinergizam
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F-0,1 + PE-10 | 7,8992993 | 4,6410113 | Sinergizam 1,49525297 | Sinergizam
F-0,1 + PE-5 5,1807093 | 1,9224213 | Sinergizam | -1,22333706 | Antagonizam
F-0,1 + PE-1 25,633739 | 22,375451 | Sinergizam 19,2296929 | Sinergizam

F-0,1 + PE-0,1 | 13,519087 | 10,260799 | Sinergizam 7,1150402 Sinergizam

Tablica 9. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije

sinergistickog ili antagonisti¢kog u¢inka za smjese paracetamola i ibuprofena.

1 nezavisne akcije te definicija

PARA IBU % DES Dpa Sin/Ant Dia Sin/Ant
0,1 0,1 12,595 5,322 Sinergizam 5,322 Sinergizam
0,1 0,01 22,104 14,236 Sinergizam 14,236 Sinergizam
0,1 0,001 15,956 7,957 Sinergizam 7,957 Sinergizam
0,1 0,0001 15,689 8,644 Sinergizam 8,644 Sinergizam
0,1 0,00001 28,077 20,771 Sinergizam 20,771 Sinergizam
0,1 0,000001 26,768 19,461 Sinergizam 19,461 Sinergizam

0,01 0,1 0,782 -6,491 Antagonizam -6,491 Antagonizam
0,01 0,01 18,193 10,325 Sinergizam 10,325 Sinergizam
0,01 0,001 48,383 40,383 Sinergizam 40,383 Sinergizam
0,01 0,0001 19,939 12,894 Sinergizam 12,894 Sinergizam
0,01 0,00001 13,165 5,859 Sinergizam 5,859 Sinergizam
0,01 0,000001 7,553 0,246 Antagonizam 0,246 Antagonizam
0,001 0,1 1,272 -6,532 Antagonizam -6,532 Antagonizam
0,001 0,01 18,103 9,704 Sinergizam 9,704 Sinergizam
0,001 0,001 0,204 -8,326 Antagonizam -8,326 Antagonizam
0,001 0,0001 3,972 -3,604 Antagonizam -3,604 Antagonizam
0,001 0,00001 5,462 -2,375 Antagonizam -2,375 Antagonizam
0,001 0,000001 1,271 -6,567 Antagonizam -6,567 Antagonizam

0,0001 0,1 0,209 -7,094 Antagonizam -7,094 Antagonizam

0,0001 0,01 7,489 -0,409 Antagonizam -0,409 Antagonizam

0,0001 0,001 5,992 -2,038 Antagonizam -2,038 Antagonizam

0,0001 0,0001 0,770 -6,305 Antagonizam -6,305 Antagonizam
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0,0001 0,00001 1,008 -6,327 Antagonizam -6,327 Antagonizam

0,0001 0,000001 14,360 7,023 Sinergizam 7,023 Sinergizam
0,00001 0,1 22,272 14,876 Sinergizam 14,876 Sinergizam
0,00001 0,01 15,817 7,826 Sinergizam 7,826 Sinergizam
0,00001 0,001 3,151 -4,972 Antagonizam -4,972 Antagonizam
0,00001 0,0001 16,366 9,198 Sinergizam 9,198 Sinergizam
0,00001 0,00001 12,207 4778 Sinergizam 4778 Sinergizam
0,00001 | 0,000001 17,765 10,335 Sinergizam 10,335 Sinergizam
0,000001 0,1 21,234 13,862 Sinergizam 13,862 Sinergizam
0,000001 0,01 10,443 2,476 Sinergizam 2,476 Sinergizam
0,000001 0,001 4,333 -3,765 Antagonizam -3,765 Antagonizam
0,000001 0,0001 16,663 9,519 Sinergizam 9,519 Sinergizam
0,000001 0,00001 13,217 5,812 Sinergizam 5,812 Sinergizam
0,000001 | 0,000001 26,970 19,564 Sinergizam 19,564 Sinergizam

Tablica 10. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i nezavisne akcije te definicija

sinergistickog ili antagonisti¢kog u¢inka za smjese paracetamola i karbamazepina.

PARA CcBz % DES Doa Sin/Ant Dia Sin/Ant
0,1 0,1 3,808 -1,974 Antagonizam -1,974 Antagonizam
0,1 0,01 4,559 -0,951 Antagonizam -0,951 Antagonizam
0,1 0,001 2,748 -2,434 Antagonizam -2,434 Antagonizam
0,1 0,0001 2,686 -2,500 Antagonizam -2,500 Antagonizam
0,1 0,00001 4,448 -0,647 Antagonizam -0,647 Antagonizam
0,1 0,000001 6,266 1,327 Sinergizam 1,327 Sinergizam

0,01 0,1 6,071 0,088 Antagonizam 0,088 Antagonizam
0,01 0,01 2,679 -3,033 Antagonizam -3,033 Antagonizam
0,01 0,001 2,680 -2,702 Antagonizam -2,702 Antagonizam
0,01 0,0001 6,525 1,139 Sinergizam 1,139 Sinergizam

0,01 0,00001 6,356 1,059 Sinergizam 1,059 Sinergizam

0,01 0,000001 4,281 -0,859 Antagonizam -0,859 Antagonizam
0,001 0,1 5,445 -0,056 Antagonizam -0,056 Antagonizam
0,001 0,01 4,572 -0,657 Antagonizam -0,657 Antagonizam
0,001 0,001 2,130 -2,769 Antagonizam -2,769 Antagonizam
0,001 0,0001 8,397 3,494 Sinergizam 3,494 Sinergizam
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0,001 0,00001 7,070 2,258 Sinergizam 2,258 Sinergizam
0,001 0,000001 7,005 2,348 Sinergizam 2,348 Sinergizam
0,0001 0,1 6,341 0,758 Antagonizam 0,758 Antagonizam
0,0001 0,01 6,422 1,110 Sinergizam 1,110 Sinergizam
0,0001 0,001 9,849 4,866 Sinergizam 4,866 Sinergizam
0,0001 0,0001 5,099 0,113 Antagonizam 0,113 Antagonizam
0,0001 0,00001 13,383 8,486 Sinergizam 8,486 Sinergizam
0,0001 0,000001 10,920 6,180 Sinergizam 6,180 Sinergizam
0,00001 0,1 14,825 9,240 Sinergizam 9,240 Sinergizam
0,00001 0,01 5,008 -0,305 Antagonizam -0,305 Antagonizam
0,00001 0,001 1,429 -3,554 Antagonizam -3,554 Antagonizam
0,00001 0,0001 10,513 5,526 Sinergizam 5,526 Sinergizam
0,00001 0,00001 14,016 9,118 Sinergizam 9,118 Sinergizam
0,00001 | 0,000001 4,275 -0,466 Antagonizam -0,466 Antagonizam
0,000001 0,1 13,354 7,595 Sinergizam 7,595 Sinergizam
0,000001 0,01 7,062 1,575 Sinergizam 1,575 Sinergizam
0,000001 0,001 2,413 -2,745 Antagonizam -2,745 Antagonizam
0,000001 0,0001 13,123 7,962 Sinergizam 7,962 Sinergizam
0,000001 0,00001 11,381 6,310 Sinergizam 6,310 Sinergizam
0,000001 | 0,000001 4,437 -0,479 Antagonistic -0,479 Antagonistic

Tablica 11. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i nezavisne akcije te definicija

sinergistickog ili antagonisti¢kog ucinka za smjese paracetamola i fluoksetina.

PARA FLX % DES Dpa Sin/Ant Dia Sin/Ant

0,1 0,1 21,754 10,604 Sinergizam 10,604 Sinergizam

0,1 0,01 10,738 -0,430 Antagonizam -0,430 Antagonizam
0,1 0,001 9,515 -0,684 Antagonizam -0,684 Antagonizam
0,1 0,0001 5,235 -5,922 Antagonizam -5,922 Antagonizam
0,1 0,00001 3,901 -7,250 Antagonizam -7,250 Antagonizam
0,1 0,000001 2,810 1,377 Antagonizam -1,377 Antagonizam
0,01 0,1 21,852 11,743 Sinergizam 11,743 Sinergizam

0,01 0,01 4,645 -5,483 Antagonizam -5,483 Antagonizam
0,01 0,001 2,933 -6,227 Antagonizam -6,227 Antagonizam
0,01 0,0001 2,081 -8,035 Antagonizam -8,035 Antagonizam
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0,01 0,00001 3,332 -6,779 Antagonizam -6,779 Antagonizam
0,01 0,000001 -0,506 -9,654 Antagonizam -9,654 Antagonizam
0,001 0,1 22,515 11,385 Sinergizam 11,385 Sinergizam
0,001 0,01 9,148 -2,001 Antagonizam -2,001 Antagonizam
0,001 0,001 10,659 0,479 Antagonizam 0,479 Antagonizam
0,001 0,0001 8,446 -2,692 Antagonizam -2,692 Antagonizam
0,001 0,00001 6,483 -4,648 Antagonizam -4,648 Antagonizam
0,001 0,000001 7,951 -2,218 Antagonizam -2,218 Antagonizam
0,0001 0,1 12,817 0,677 Antagonizam 0,677 Antagonizam
0,0001 0,01 21,839 9,680 Sinergizam 9,680 Sinergizam
0,0001 0,001 14,894 3,704 Sinergizam 3,704 Sinergizam
0,0001 0,0001 5,162 -6,985 Antagonizam -6,985 Antagonizam
0,0001 0,00001 15,000 2,858 Sinergizam 2,858 Sinergizam
0,0001 0,000001 13,984 2,805 Sinergizam 2,805 Sinergizam
0,00001 0,1 18,540 6,451 Sinergizam 6,451 Sinergizam
0,00001 0,01 22,291 10,182 Sinergizam 10,182 Sinergizam
0,00001 0,001 17,095 5,956 Sinergizam 5,956 Sinergizam
0,00001 0,0001 8,432 -3,664 Antagonizam -3,664 Antagonizam
0,00001 0,00001 8,799 -3,292 Antagonizam -3,292 Antagonizam
0,00001 0,000001 4,115 -7,013 Antagonizam -7,013 Antagonizam
0,000001 0,1 20,681 8,601 Sinergizam 8,601 Sinergizam
0,000001 0,01 25,291 13,192 Sinergizam 13,192 Sinergizam
0,000001 0,001 14,780 3,649 Sinergizam 3,649 Sinergizam
0,000001 0,0001 10,976 -1,111 Antagonizam -1,111 Antagonizam
0,000001 | 0,00001 8,288 -3,794 Antagonizam -3,794 Antagonizam
0,000001 | 0,000001 5,655 -5,464 Antagonizam -5,464 Antagonizam
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Tablica 12. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i nezavisne akcije te definicija

sinergistickog ili antagonisti¢kog u¢inka za smjese ibuprofena i karbamazepina.

IBU CBz % DES Dpa Sin/Ant Dia Sin/Ant
0,1 0,1 8,313 -3,703 Antagonizam -3,703 Antagonizam
0,1 0,01 10,100 -1,927 Antagonizam -1,927 Antagonizam
0,1 0,001 4,251 -7,671 Antagonizam -7,671 Antagonizam
0,1 0,0001 2,071 -10,478 Antagonizam -10,478 Antagonizam
0,1 0,00001 1,011 -12,007 Antagonizam -12,007 Antagonizam
0,1 0,000001 3,290 -8,916 Antagonizam -8,916 Antagonizam
0,01 0,1 1,843 -9,107 Antagonizam -9,107 Antagonizam
0,01 0,01 0,007 -10,943 Antagonizam -10,943 Antagonizam
0,01 0,001 3,976 -6,975 Antagonizam -6,975 Antagonizam
0,01 0,0001 2,553 -8,398 Antagonizam -8,398 Antagonizam
0,01 0,00001 0,075 -10,875 Antagonizam -10,875 Antagonizam
0,01 0,000001 2,065 -8,885 Antagonizam -8,885 Antagonizam
0,001 01 2,963 -8,689 Antagonizam -8,689 Antagonizam
0,001 0,01 5,454 -6,198 Antagonizam -6,198 Antagonizam
0,001 0,001 1,925 -9,727 Antagonizam -9,727 Antagonizam
0,001 0,0001 -2,137 -13,789 Antagonizam -13,789 Antagonizam
0,001 0,00001 2,396 -9,256 Antagonizam -9,256 Antagonizam
0,001 0,000001 2,111 -9,542 Antagonizam -9,542 Antagonizam
0,0001 0,1 6,442 -4,230 Antagonizam -4,230 Antagonizam
0,0001 0,01 2,269 -8,403 Antagonizam -8,403 Antagonizam
0,0001 0,001 1,162 -9,511 Antagonizam -9,511 Antagonizam
0,0001 0,0001 2,116 -8,556 Antagonizam -8,556 Antagonizam
0,0001 0,00001 0,408 -10,264 Antagonizam -10,264 Antagonizam
0,0001 0,000001 4,891 -5,782 Antagonizam -5,782 Antagonizam
0,00001 0,1 3,698 -7,738 Antagonizam -7,738 Antagonizam
0,00001 0,01 2,828 -8,608 Antagonizam -8,608 Antagonizam
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0,00001 0,001 0,162 -11,274 Antagonizam -11,274 Antagonizam
0,00001 0,0001 4,511 -6,925 Antagonizam -6,925 Antagonizam
0,00001 0,00001 0,532 -10,904 Antagonizam -10,904 Antagonizam
0,00001 | 0,000001 1,233 -10,203 Antagonizam -10,203 Antagonizam
0,000001 0,1 0,839 -10,611 Antagonizam -10,611 Antagonizam
0,000001 0,01 0,564 -10,886 Antagonizam -10,886 Antagonizam
0,000001 0,001 1,138 -10,312 Antagonizam -10,312 Antagonizam
0,000001 0,0001 0,770 -10,680 Antagonizam -10,680 Antagonizam
0,000001 0,00001 0,470 -10,980 Antagonizam -10,980 Antagonizam
0,000001 | 0,000001 4,148 -7,302 Antagonizam -7,302 Antagonizam

Tablica 13. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i nezavisne akcije te definicija

sinergistickog ili antagonistickog u¢inka za smjese ibuprofena i fluoksetina.

IBU FLX % DES Doa Sin/Ant Dia Sin/Ant
0,1 0,1 11,976 0,567 Antagonizam 0,567 Antagonizam
0,1 0,01 5,921 -5,507 Antagonizam -5,507 Antagonizam
0,1 0,001 11,176 0,717 Antagonizam 0,717 Antagonizam
0,1 0,0001 8,965 -2,450 Antagonizam -2,450 Antagonizam
0,1 0,00001 2,795 -8,615 Antagonizam -8,615 Antagonizam
0,1 0,000001 3,414 -7,033 Antagonizam -7,033 Antagonizam
0,01 0,1 10,062 -0,306 Antagonizam -0,306 Antagonizam
0,01 0,01 11,085 0,697 Antagonizam 0,697 Antagonizam
0,01 0,001 3,760 -5,659 Antagonizam -5,659 Antagonizam
0,01 0,0001 3,300 -7,075 Antagonizam -7,075 Antagonizam
0,01 0,00001 5,022 -5,348 Antagonizam -5,348 Antagonizam
0,01 0,000001 3,164 -6,243 Antagonizam -6,243 Antagonizam
0,001 0,1 14,122 2,732 Sinergizam 2,732 Sinergizam
0,001 0,01 12,892 1,483 Sinergizam 1,483 Sinergizam
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0,001 0,001 4,713 -5,727 Antagonizam -5,727 Antagonizam
0,001 0,0001 4,255 -7,142 Antagonizam -7,142 Antagonizam
0,001 0,00001 4,314 -7,077 Antagonizam -7,077 Antagonizam
0,001 0,000001 5,238 -5,190 Antagonizam -5,190 Antagonizam
0,0001 0,1 10,932 -1,467 Antagonizam -1,467 Antagonizam
0,0001 0,01 2,399 -10,019 Antagonizam -10,019 Antagonizam
0,0001 0,001 0,308 -11,142 Antagonizam -11,142 Antagonizam
0,0001 0,0001 10,998 -1,408 Antagonizam -1,408 Antagonizam
0,0001 0,00001 0,769 -11,632 Antagonizam -11,632 Antagonizam
0,0001 0,000001 -0,556 -11,993 Antagonizam -11,993 Antagonizam
0,00001 0,1 1,515 -10,834 Antagonizam -10,834 Antagonizam
0,00001 0,01 -0,100 -12,468 Antagonizam -12,468 Antagonizam
0,00001 0,001 2,390 -9,010 Antagonizam -9,010 Antagonizam
0,00001 0,0001 0,802 -11,554 Antagonizam -11,554 Antagonizam
0,00001 0,00001 -0,728 -13,078 Antagonizam | -13,078 Antagonizam
0,00001 0,000001 0,647 -10,740 Antagonizam -10,740 Antagonizam
0,000001 0,1 1,467 -10,873 Antagonizam -10,873 Antagonizam
0,000001 0,01 0,835 -11,524 Antagonizam -11,524 Antagonizam
0,000001 0,001 0,444 -10,946 Antagonizam -10,946 Antagonizam
0,000001 0,0001 -2,591 -14,938 Antagonizam -14,938 Antagonizam
0,000001 | 0,00001 0,526 -11,815 Antagonizam -11,815 Antagonizam
0,000001 | 0,000001 -0,883 -12,262 Antagonizam -12,262 Antagonizam

Tablica 14. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i nezavisne akcije te definicija

sinergistickog ili antagonistickog u¢inka za smjese karbamazepine i fluoksetina.

CBZ FLX % DES Dpa Sin/Ant Dia Sin/Ant
0,1 0,1 21,754 10,604 Sinergizam 10,604 Sinergizam
0,1 0,01 10,738 -0,430 Antagonizam -0,430 Antagonizam
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0,1 0,001 9,515 -0,684 Antagonizam -0,684 Antagonizam
0,1 0,0001 5,235 -5,922 Antagonizam -5,922 Antagonizam
0,1 0,00001 3,901 -7,250 Antagonizam -7,250 Antagonizam
0,1 0,000001 2,810 1,377 Antagonizam -7,377 Antagonizam
0,01 0,1 21,852 11,743 Sinergizam 11,743 Sinergizam
0,01 0,01 4,645 -5,483 Antagonizam -5,483 Antagonizam
0,01 0,001 2,933 -6,227 Antagonizam -6,227 Antagonizam
0,01 0,0001 2,081 -8,035 Antagonizam -8,035 Antagonizam
0,01 0,00001 3,332 -6,779 Antagonizam -6,779 Antagonizam
0,01 0,000001 -0,506 -9,654 Antagonizam -9,654 Antagonizam
0,001 0,1 22,515 11,385 Sinergizam 11,385 Sinergizam
0,001 0,01 9,148 -2,001 Antagonizam -2,001 Antagonizam
0,001 0,001 10,659 0,479 Antagonizam 0,479 Antagonizam
0,001 0,0001 8,446 -2,692 Antagonizam -2,692 Antagonizam
0,001 0,00001 6,483 -4,648 Antagonizam -4,648 Antagonizam
0,001 0,000001 7,951 -2,218 Antagonizam -2,218 Antagonizam
0,0001 0,1 12,817 0,677 Antagonizam 0,677 Antagonizam
0,0001 0,01 21,839 9,680 Sinergizam 9,680 Sinergizam
0,0001 0,001 14,894 3,704 Sinergizam 3,704 Sinergizam
0,0001 0,0001 5,162 -6,985 Antagonizam -6,985 Antagonizam
0,0001 0,00001 15,000 2,858 Sinergizam 2,858 Sinergizam
0,0001 0,000001 13,984 2,805 Sinergizam 2,805 Sinergizam
0,00001 0,1 18,540 6,451 Sinergizam 6,451 Sinergizam
0,00001 0,01 22,291 10,182 Sinergizam 10,182 Sinergizam
0,00001 0,001 17,095 5,956 Sinergizam 5,956 Sinergizam
0,00001 0,0001 8,432 -3,664 Antagonizam -3,664 Antagonizam
0,00001 0,00001 8,799 -3,292 Antagonizam -3,292 Antagonizam
0,00001 | 0,000001 4,115 -7,013 Antagonizam -7,013 Antagonizam
0,000001 0,1 20,681 8,601 Sinergizam 8,601 Sinergizam
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0,000001 0,01 25,291 13,192 Sinergizam 13,192 Sinergizam
0,000001 0,001 14,780 3,649 Sinergizam 3,649 Sinergizam
0,000001 0,0001 10,976 -1,111 Antagonizam -1,111 Antagonizam
0,000001 | 0,00001 8,288 -3,794 Antagonizam -3,794 Antagonizam
0,000001 | 0,000001 5,655 -5,464 Antagonizam -5,464 Antagonizam

Tablica 15. Sastav trokomponentnih smjesa paracetamola, ibuprofena i karbamazepina.

Smjesa PARA |IBU@M) | CBZ (UM) | Smjesa PARA IBU CBZ (uM)
(LM) (LM) (M)

P1-11-C1 0,1 0,1 0,1 P3-11-C1 | 0,00001 0,1 0,1
P1-11-C2 0,1 0,1 0,01 P3-11-C2 | 0,00001 0,1 0,01
P1-11-C3 0,1 0,1 0,00001 P3-11-C3 | 0,00001 0,1 0,00001
P1-11-C4 0,1 0,1 0,000001 | P3-11-C4 | 0,00001 0,1 0,000001
P1-12-C1 0,1 0,01 0,1 P3-12-C1 | 0,00001 0,01 0,1
P1-12-C2 0,1 0,01 0,01 P3-12-C2 | 0,00001 0,01 0,01
P1-12-C3 0,1 0,01 0,00001 P3-12-C3 | 0,00001 0,01 0,00001
P1-12-C4 0,1 0,01 0,000001 | P3-12-C4 | 0,00001 0,01 0,000001
P1-13-C1 0,1 0,00001 0,1 P3-13-C1 | 0,00001 | 0,00001 0,1
P1-13-C2 0,1 0,00001 0,01 P3-13-C2 | 0,00001 | 0,00001 0,01
P1-13-C3 0,1 0,00001 0,00001 P3-13-C3 | 0,00001 | 0,00001 0,00001
P1-13-C4 0,1 0,00001 | 0,000001 | P3-13-C4 | 0,00001 | 0,00001 | 0,000001
P1-14-C1 0,1 0,000001 0,1 P3-14-C1 | 0,00001 | 0,000001 0,1
P1-14-C2 0,1 0,000001 0,01 P3-14-C2 | 0,00001 | 0,000001 0,01
P1-14-C3 0,1 0,000001 | 0,00001 P3-14-C3 | 0,00001 | 0,000001 | 0,00001
P1-14-C4 0,1 0,000001 | 0,000001 | P3-14-C4 | 0,00001 | 0,000001 | 0,000001
P2-11-C1 0,01 0,1 0,1 P4-11-C1 | 0,000001 0,1 0,1
P2-11-C2 0,01 0,1 0,01 P4-11-C2 | 0,000001 0,1 0,01
P2-11-C3 0,01 0,1 0,00001 P4-11-C3 | 0,000001 0,1 0,00001
P2-11-C4 0,01 0,1 0,000001 | P4-11-C4 | 0,000001 0,1 0,000001
P2-12-C1 0,01 0,01 0,1 P4-12-C1 | 0,000001 0,01 0,1
P2-12-C2 0,01 0,01 0,01 P4-12-C2 | 0,000001 0,01 0,01
P2-12-C3 0,01 0,01 0,00001 P4-12-C3 | 0,000001 0,01 0,00001
P2-12-C4 0,01 0,01 0,000001 | P4-12-C4 | 0,000001 0,01 0,000001
P2-13-C1 0,01 0,00001 0,1 P4-13-C1 | 0,000001 | 0,00001 0,1
P2-13-C2 0,01 0,00001 0,01 P4-13-C2 | 0,000001 | 0,00001 0,01
P2-13-C3 0,01 0,00001 0,00001 P4-13-C3 | 0,000001 | 0,00001 0,00001
P2-13-C4 0,01 0,00001 | 0,000001 | P4-13-C4 | 0,000001 | 0,00001 | 0,000001
P2-14-C1 0,01 0,000001 0,1 P4-14-C1 | 0,000001 | 0,000001 0,1
P2-14-C2 0,01 0,000001 0,01 P4-14-C2 | 0,000001 | 0,000001 0,01
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P2-14-C3 0,01 0,000001 0,00001 P4-14-C3 | 0,000001 | 0,000001 0,00001
P2-14-C4 0,01 0,000001 | 0,000001 | P4-14-C4 | 0,000001 | 0,000001 | 0,000001
Tablica 16. Sastav trokomponentnih smjesa paracetamola, ibuprofena i fluoksetina.

Smjesa Fzﬁl\ljl')A IBU (UM) | FLX (UM) Smjesa Fzﬁ\l\l'\;l,)A (LBI\;J) FLX (uM)
P1-11-F1 0,1 0,1 0,01 P3-11-F1 0,00001 0,1 0,01
P1-11-F2 0,1 0,1 0,001 P3-11-F2 0,00001 0,1 0,001
P1-11-F3 0,1 0,1 0,000001 P3-11-F3 0,00001 0,1 0,000001
P1-11-F4 0,1 0,1 0,0000001 P3-11-F4 0,00001 0,1 0,0000001
P1-12-F1 0,1 0,01 0,01 P3-12-F1 0,00001 0,01 0,01
P1-12-F2 0,1 0,01 0,001 P3-12-F2 0,00001 0,01 0,001
P1-12-F3 0,1 0,01 0,000001 P3-12-F3 0,00001 0,01 0,000001
P1-12-F4 0,1 0,01 0,0000001 P3-12-F4 0,00001 0,01 0,0000001
P1-13-F1 0,1 0,00001 0,01 P3-13-F1 0,00001 0,00001 0,01
P1-13-F2 0,1 0,00001 0,001 P3-13-F2 0,00001 0,00001 0,001
P1-13-F3 0,1 0,00001 0,000001 P3-13-F3 0,00001 0,00001 0,000001
P1-13-F4 0,1 0,00001 0,0000001 P3-13-F4 0,00001 0,00001 0,0000001
P1-14-F1 0,1 0,000001 0,01 P3-14-F1 0,00001 | 0,000001 0,01
P1-14-F2 0,1 0,000001 0,001 P3-14-F2 0,00001 | 0,000001 0,001
P1-14-F3 0,1 0,000001 0,000001 P3-14-F3 0,00001 | 0,000001 0,000001
P1-14-F4 0,1 0,000001 | 0,0000001 P3-14-F4 0,00001 | 0,000001 | 0,0000001
P2-11-F1 0,01 0,1 0,01 P4-11-F1 | 0,000001 0,1 0,01
P2-11-F2 0,01 0,1 0,001 P4-11-F2 | 0,000001 0,1 0,001
P2-11-F3 0,01 0,1 0,000001 P4-11-F3 | 0,000001 0,1 0,000001
P2-11-F4 0,01 0,1 0,0000001 P4-11-F4 | 0,000001 0,1 0,0000001
P2-12-F1 0,01 0,01 0,01 P4-12-F1 | 0,000001 0,01 0,01
P2-12-F2 0,01 0,01 0,001 P4-12-F2 | 0,000001 0,01 0,001
P2-12-F3 0,01 0,01 0,000001 P4-12-F3 | 0,000001 0,01 0,000001
P2-12-F4 0,01 0,01 0,0000001 P4-12-F4 | 0,000001 0,01 0,0000001
P2-13-F1 0,01 0,00001 0,01 P4-13-F1 | 0,000001 | 0,00001 0,01
P2-13-F2 0,01 0,00001 0,001 P4-13-F2 | 0,000001 | 0,00001 0,001
P2-13-F3 0,01 0,00001 0,000001 P4-13-F3 | 0,000001 | 0,00001 0,000001
P2-13-F4 0,01 0,00001 0,0000001 P4-13-F4 | 0,000001 | 0,00001 0,0000001
P2-14-F1 0,01 0,000001 0,01 P4-14-F1 | 0,000001 | 0,000001 0,01
P2-14-F2 0,01 0,000001 0,001 P4-14-F2 | 0,000001 | 0,000001 0,001
P2-14-F3 0,01 0,000001 0,000001 P4-14-F3 | 0,000001 | 0,000001 0,000001
P2-14-F4 0,01 0,000001 | 0,0000001 P4-14-F4 | 0,000001 | 0,000001 | 0,0000001
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Tablica 17. Sastav trokomponentnih smjesa paracetamola, fluoksetina i karbamazepina.

Smjesa FZﬁ\I\Ijl')A FLX (uM) | CBZ (UM) Smjesa FEﬁI\FjI')A FLX (uM) ((EJIED\’/IZ)
P1-F1-C1 0,1 0,01 0,1 P3-F1-C1 0,00001 0,01 0,1
P1-F1-C2 0,1 0,01 0,01 P3-F1-C2 0,00001 0,01 0,01
P1-F1-C3 0,1 0,01 0,00001 P3-F1-C3 0,00001 0,01 0,00001
P1-F1-C4 0,1 0,01 0,000001 P3-F1-C4 0,00001 0,01 0,000001
P1-F2-C1 0,1 0,001 0,1 P3-F2-C1 0,00001 0,001 0,1
P1-F2-C2 0,1 0,001 0,01 P3-F2-C2 0,00001 0,001 0,01
P1-F2-C3 0,1 0,001 0,00001 P3-F2-C3 0,00001 0,001 0,00001
P1-F2-C4 0,1 0,001 0,000001 P3-F2-C4 0,00001 0,001 0,000001
P1-F3-C1 0,1 0,000001 0,1 P3-F3-C1 0,00001 0,000001 0,1
P1-F3-C2 0,1 0,000001 0,01 P3-F3-C2 0,00001 0,000001 0,01
P1-F3-C3 0,1 0,000001 0,00001 P3-F3-C3 0,00001 0,000001 0,00001
P1-F3-C4 0,1 0,000001 0,000001 P3-F3-C4 0,00001 0,000001 0,000001
P1-F4-C1 0,1 0,0000001 0,1 P3-F4-C1 0,00001 | 0,0000001 0,1
P1-F4-C2 0,1 0,0000001 0,01 P3-F4-C2 0,00001 | 0,0000001 0,01
P1-F4-C3 0,1 0,0000001 0,00001 P3-F4-C3 0,00001 | 0,0000001 0,00001
P1-F4-C4 0,1 0,0000001 | 0,000001 P3-F4-C4 0,00001 | 0,0000001 | 0,000001
P2-F1-C1 0,01 0,01 0,1 P4-F1-C1 | 0,000001 0,01 0,1
P2-F1-C2 0,01 0,01 0,01 P4-F1-C2 | 0,000001 0,01 0,01
P2-F1-C3 0,01 0,01 0,00001 P4-F1-C3 | 0,000001 0,01 0,00001
P2-F1-C4 0,01 0,01 0,000001 P4-F1-C4 | 0,000001 0,01 0,000001
P2-F2-C1 0,01 0,001 0,1 P4-F2-C1 | 0,000001 0,001 0,1
P2-F2-C2 0,01 0,001 0,01 P4-F2-C2 | 0,000001 0,001 0,01
P2-F2-C3 0,01 0,001 0,00001 P4-F2-C3 | 0,000001 0,001 0,00001
P2-F2-C4 0,01 0,001 0,000001 P4-F2-C4 | 0,000001 0,001 0,000001
P2-F3-C1 0,01 0,000001 0,1 P4-F3-C1 | 0,000001 | 0,000001 0,1
P2-F3-C2 0,01 0,000001 0,01 P4-F3-C2 | 0,000001 | 0,000001 0,01
P2-F3-C3 0,01 0,000001 0,00001 P4-F3-C3 | 0,000001 | 0,000001 0,00001
P2-F3-C4 0,01 0,000001 0,000001 P4-F3-C4 | 0,000001 | 0,000001 0,000001
P2-F4-C1 0,01 0,0000001 0,1 P4-F4-C1 | 0,000001 | 0,0000001 0,1
P2-F4-C2 0,01 0,0000001 0,01 P4-F4-C2 | 0,000001 | 0,0000001 0,01
P2-F4-C3 0,01 0,0000001 0,00001 P4-F4-C3 | 0,000001 | 0,0000001 0,00001
P2-F4-C4 0,01 0,0000001 | 0,000001 P4-F4-C4 | 0,000001 | 0,0000001 | 0,000001

Tablica 18. Sastav trokomponentnih smjesa ibuprofena, fluoksetina i karbamazepina.

Smjesa (Full_le) IBU (UM) ((;:JIID\)/IZ) Smjesa FLX (uM) | IBU (uM) (ili/lz)
F1-11-C1 0,01 0,1 0,1 F3-11-C1 0,000001 0,1 0,1
F1-11-C2 0,01 0,1 0,01 F3-11-C2 0,000001 0,1 0,01
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F1-11-C3 0,01 0,1 0,00001 F3-11-C3 0,000001 0,1 0,00001
F1-11-C4 0,01 0,1 0,000001 | F3-11-C4 0,000001 0,1 0,000001
F1-12-C1 0,01 0,01 0,1 F3-12-C1 0,000001 0,01 0,1
F1-12-C2 0,01 0,01 0,01 F3-12-C2 0,000001 0,01 0,01
F1-12-C3 0,01 0,01 0,00001 F3-12-C3 0,000001 0,01 0,00001
F1-12-C4 0,01 0,01 0,000001 | F3-12-C4 0,000001 0,01 0,000001
F1-13-C1 0,01 0,00001 0,1 F3-13-C1 0,000001 0,00001 0,1
F1-13-C2 0,01 0,00001 0,01 F3-13-C2 0,000001 0,00001 0,01
F1-13-C3 0,01 0,00001 0,00001 F3-13-C3 0,000001 0,00001 0,00001
F1-13-C4 0,01 0,00001 | 0,000001 | F3-I13-C4 0,000001 0,00001 0,000001
F1-14-C1 0,01 0,000001 0,1 F3-14-C1 0,000001 0,000001 0,1
F1-14-C2 0,01 0,000001 0,01 F3-14-C2 0,000001 0,000001 0,01
F1-14-C3 0,01 0,000001 | 0,00001 F3-14-C3 0,000001 0,000001 0,00001
F1-14-C4 0,01 0,000001 | 0,000001 | F3-14-C4 0,000001 0,000001 | 0,000001
F2-11-C1 0,001 0,1 0,1 F4-11-C1 | 0,0000001 0,1 0,1
F2-11-C2 0,001 0,1 0,01 F4-11-C2 | 0,0000001 0,1 0,01
F2-11-C3 0,001 0,1 0,00001 F4-11-C3 | 0,0000001 0,1 0,00001
F2-11-C4 0,001 0,1 0,000001 | F4-11-C4 | 0,0000001 0,1 0,000001
F2-12-C1 0,001 0,01 0,1 F4-12-C1 | 0,0000001 0,01 0,1
F2-12-C2 0,001 0,01 0,01 F4-12-C2 | 0,0000001 0,01 0,01
F2-12-C3 0,001 0,01 0,00001 F4-12-C3 | 0,0000001 0,01 0,00001
F2-12-C4 0,001 0,01 0,000001 | F4-12-C4 | 0,0000001 0,01 0,000001
F2-13-C1 0,001 0,00001 0,1 F4-13-C1 | 0,0000001 0,00001 0,1
F2-13-C2 0,001 0,00001 0,01 F4-13-C2 | 0,0000001 0,00001 0,01
F2-13-C3 0,001 0,00001 0,00001 F4-13-C3 | 0,0000001 0,00001 0,00001
F2-13-C4 0,001 0,00001 | 0,000001 | F4-I13-C4 | 0,0000001 0,00001 0,000001
F2-14-C1 0,001 0,000001 0,1 F4-14-C1 | 0,0000001 | 0,000001 0,1
F2-14-C2 0,001 0,000001 0,01 F4-14-C2 | 0,0000001 | 0,000001 0,01
F2-14-C3 0,001 0,000001 | 0,00001 F4-14-C3 | 0,0000001 | 0,000001 0,00001
F2-14-C4 0,001 0,000001 | 0,000001 | F4-14-C4 | 0,0000001 | 0,000001 | 0,000001
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8. POPIS KRATICA

ANOVA - analiza varijance (od engl. analysis of variance)

AOP — put Stetnog ishoda (od engl. Adverse Outcome Pathway)

ATCC — Americka banka stanica (od engl. American Type Culture Collection)

BAM — Savezni zavod za istrazivanje i ispitivanje materijala (od njem. Bundesanstalt flr
Materialforschung und -prifung)

BMD - doza pri kojoj se postize Zeljeni odgovor (od engl. benchmark dose)

CA — celulozni acetat

cDNA — komplementarna DNA (od engl. complementary DNA)

DDD - definirana dnevna doza

DES — dietilstilbestrol

DLS — dinamicko rasprsenje svjetlosti (od engl. dynamic light scattering)

DMSO — dimetilsulfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (od engl. deoxyribonucleic acid)

E2 - 17B-estradiol

ECHA — European Chemicals Agency

EDC — endokrino disruptivne kemikalije (od engl. endocrine disrupting chemicals)
EDSP — Endocrine disruptor screening programme

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

ELS - elektroforetsko rasprsenje svjetlosti (od engl. electrophoretic light scattering)
EMA — European Medicines Agency

ER — estrogenski receptor

ERE - element odgovora na estrogen (od engl. estrogen responsive element)

FBS — Fetalni govedi serum (od engl. fetal bovine serum)

FDA — Food and Drug Administration

FITC — fluorescein izotiocijanat

IC50 — koncentracija lijeka koja ubija 50 % stanica

LC/MS-MS — vezani sustav teku¢inska kromatografija — tandemska spektrometrija masa
MRNA — glasnicka RNA (od engl. messenger RNA)

MTS - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij
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NCI-H295R — humana stani¢na linija za ispitivanje uc¢inaka na proces steroidogeneze
NSAIDs/NSAIL — nesteroidni protuupalni lijekovi (od engl. non-steroidal antiinflammatory
drugs)

OECD - Organisation for Economic Co-operation and Development

OTC — bezreceptni rezim izdavanja lijekova (od engl. over-the-counter)

PBS — fizioloska otopina puferirana fosfatnim puferom (od engl. phosphate buffered saline)

PDI — indeks polidisperznosti (od engl. polydispersity index)

PE — polietilen

PeNP — nanocestice polietilena

PET — polietilen tereftalat

Pl — propidij jodid

PMP — mikrocestice plastike (od engl. plastic microparticles)

PMS — fenazin metosulfat

PNP — nanocestice plastike (od engl. plastic nanoparticles)

PP — polipropilen

PpNP — nanocestice polipropilena

PS — polistiren

PsSNP — nanocestice polistirena

PTFE — politetrafluoretilen

REACH - Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals

RNA — ribonukleinska kiselina (od engl. ribonucleic acid)

RPF — relativni faktor potencije (od engl. relative potency factor)

RT-gPCR — kvantitativna lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (od engl. real-time
guantitative polymerase chain reaction)

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SSRI — selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina (od engl. selective serotonin reuptake
inhibitors)

T3 — Trijodtironin

T4 — Tiroksin

T47D-KBluc — humana stani¢na linija za ispitivanje u¢inaka na aktivnost estrogenskog receptora

TEM — transmisijska elektronska mikroskopija
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U.S. EPA — United States Environmental Protection Agency
UNEP — UN Environment Programme
WHO — World Health Organization
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9. ZIVOTOPIS

Lucija Bozicevi¢ rodena je 23. kolovoza 1995. u Ogulinu, gdje je zavrsSila osnovnu i srednju
Skolu. Farmaceutsko-biokemijski fakultet SveuciliSta u Zagrebu upisala je 2014., a zavrsila 2020.
godine. Tijekom studija bavila se znanstvenim radom na Zavodu za organsku kemiju pod
mentorstvom prof. dr. sc. Valerija Vréeka te doc. dr. sc. Davora Sakiéa pri ¢emu je tijekom studija
bila koautor na dva znanstvena rada. Aktivno je bila uklju¢ena i u rad studentske udruge CPSA pri
¢emu se ponajvisSe bavila uredivanjem i pisanjem za ¢asopis 1 portal Recipe. Za znanstveni rad
nagradena je Rektorovom nagradom u ak. god. 2017./2018., a za rad na portalu Recipe 2019.
godine nagradena je Rektorovom nagradom za drustveno koristan rad u akademskoj i $iroj
zajednici.

Od listopada 2020. godine zaposlena je na Institutu za medicinska istrazivanja i medicinu
rada u grupi nasl. izv. prof. dr. sc. Ivane Vinkovi¢ Vrcek, znanstvene savjetnice u trajnom izboru
kao asistent-doktorand na projektu ,,Science-based Risk Governance of Nano-Technology*
(RiskGONE, H2020-NMBP-13-2018 RIA) te u sklopu programa ,,Projekt razvoja karijera mladih
istrazivata — izobrazba novih doktora znanosti” (natjecajni rok DOK-01-2020) Hrvatske zaklade
za znanost. Suradivala je i na hrvatsko-kineskom bilateralnom projektu ,,EmergeTox - Mehanizam
hormonalnih ucinaka tipiénih zagadivaca okoliSa®. Tijekom rada na Institutu koautor je na 6
objavljenih znanstvenih radova. Dobitnica je ,,Short Term Scientific Mission“ stipendije COST
akcije 17140 u sklopu koje je mjesec dana boravila u tvrtki Artidis AG u Baselu, Svicarska. Osim
toga, ostvarila je pravo na British Scholarship Trust stipendiju te je od kraja ozujka do kraja svibnja
2023. godine boravila na SveuciliStu Swansea u Walesu, Ujedinjeno Kraljevstvo. Od trenutka
zaposlenja do predaje disertacije sudjelovala je na vise konferencija te edukacija. Clanica je

Hrvatske ljekarnicke komore (HLJK).
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TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA
Sveuciliste u Zagrebu

Farmaceutsko-biokemijski fakultet Doktorski rad

ENDOKRINO DISRUPTIVNO DJELOVANJE SMJESA NANOCESTICA PLASTIKE I
ODABRANIH LIJEKOVA IN VITRO

LUCILJA BOZICEVIC

Pretjerano koriStenje i loSe gospodarenje plastikom, doveli su do oneciS¢enja okolisa
nanocesticama plastike (engl. plastic nanoparticles, PNP). Iako broj istrazivanja o Stetnim uéincima
PNP raste, nedostaju pouzdane informacije o uéincima PNP na ljudsko zdravlje, posebice
interakcijama s endokrinim sustavom. Osim PNP, okoli§ je onecis¢en i brojnim lijekovima.
Paracetamol, ibuprofen, karbamazepin i fluoksetin svrstavaju su medu lijekove koji su u okolisu
kvantificirani u znatnim koli¢inama. PNP mogu adsorbirati lijekove te ¢initi slozene smjese ¢ije
djelovanje jos nije istrazeno. Unato¢ tome, prisutnost okolisnih onecis¢ivala u slozenim smjesama
zanemaruje se te se primarno ispituje ucinak pojedinacnih tvari. Cilj istrazivanja bio je utvrditi
endokrino disruptivne ucinke sloZenih smjesa PNP i lijekova. Istrazivanje se temelji na ispitivanju
ucinaka na aktivnost estrogenskog receptora (ER) i proces steroidogeneze. SloZene smjese
pripremljene su mijeSanjem lijekova i/ili nanocestica polistirena, polipropilena i polietilena. PNP
su karakterizirane obzirom na oblik, veli¢inu, raspodjelu veli¢ina i  potencijal. U€inci pojedinih
tvari 1 njihovih smjesa na preZivljenje stanica ispitani su pomocu MTS testa 1 proto€nom
citometrijom. Unos PNP u stanice odreden je metodom protocne citometrije. U€inci na ER
aktivaciju ispitani su luciferaznim testom prema OECD smijernici 455, a utjecaj na proces
steroidogeneze gPCR-om i LC-MS/MS metodom prema OECD smjernici 456. Dobiveni rezultati
pokazali su da se ucinci pojedina¢nih tvari zna€ajno razlikuju u odnosu na ucinke sloZenih smjesa.
Smjese PNP i lijekova pokazale su znatno jace toksicne i endokrino disruptivne ucinke. Binarne i
tercijarne smjese lijekova pokazuju sloZeni odnos doze i bioloskog odgovora koji ovisi o sastavu
smjese.
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The plastic value chain, a central part of modern living, causes environmental pollution and
bioaccumulation of plastic nanoparticles (PNPs). Their ubiquitous presence in different environmental and
biological compartments has become a serious threat to human health and ecosystems. Frequently used
plastic materials such as polypropylene (PP), polystyrene (PS) and polyethylene (PE) have been detected in
the form of PNPs in the food chain, soil, water and air, as well as in human feces and blood. In this study,
we aimed to provide novel insights into the endocrine disrupting properties of PNPs using in vitro estrogen
receptor (ER) transactivation assay. The effects of PP-NPs, PE-NPs and PS-NPs and their mixture on the
T47D-KBluc cell line stably transfected with luciferase as a reporter enzyme were evaluated by means of
cytotoxicity, cellular uptake and ER activation. The tested dose range for PNPs was 0.001-10 mg L. Both
cellular uptake and cytotoxicity for all PNPs were found to be dose-dependent. Only the highest dose of
PP-NPs and PE-NPs induced apoptosis and cell death, while PS-NPs were not cytotoxic in the tested dose
range. For tested concentrations, PP-NPs and PE-NPs showed significant agonistic activity on the ER, while
PS-NPs cannot be considered ER active. When applied as a mixture, PNPs demonstrated additive toxicity
Received 29th November 2023, effects compared to the effect of each individual PNP. Additivity was also observed for the ER agonistic
Accepted 16th March 2024 effect of the PNP mixture according to the benchmark dose-addition modelling approach. This study
provides missing science-based evidence on endocrine disrupting effects of PE-NPs, PP-NPs, PS-NPs and
their mixtures and highlights the importance of considering unintentional, aggregate and combined
rsc.li/es-nano exposure to different PNPs in risk management.

DOI: 10.1039/d3en00883e

Environmental significance

Global production of single-use plastic items, inappropriate plastic waste management and resistance of plastic materials to degradation have become
issues of great concern for both human and ecosystem health due to their ubiquitous presence in the environment, foodstuff and even in the plastic value
chain. Once released into the environment, plastic materials undergo slow chemical, physical and biological degradation and fragmentation to macro-,
micro and nanoparticles. These particles may further contaminate different environmental compartments, plants, aquatic and terrestrial organisms, as well
as humans. Whole risk management of unintentional exposure to plastics, either human or environmental, is further complicated by a high number of
different polymers in industrial applications and use. Combined and aggregated exposure to plastics from different sources may have more pronounced
adverse effects on human health and may trigger stronger adverse outcomes than exposure to individual polymer types alone, even at concentrations
considered as safe. This study is particularly focused on the estrogenic activity of different plastic nanoparticles (PNP), namely polypropylene (PP),
polystyrene (PS) and polyethylene (PE) nanoparticles and their mixtures. Interaction with and activation of estrogen receptors may result in endocrine
disruption that may cause developmental, reproductive, neurological and immune adverse effects. Testing was performed according to the OECD test
guideline No. 455. Results presented here provide the first evidence of endocrine disrupting properties of different plastic nanoparticles (PE-NPs, PP-NPs
and PS-NPs) and their mixtures. Both PE-NPs and PP-NPs can be considered positive for the agonistic effect towards the ER, which was not the case for PS-
NPs. Furthermore, the mixture of all three PNPs shows higher agonistic affinity towards the ER in comparison to individual components of the mixture,
which highlights the importance of investigating environmentally present contaminants not as individual agents, but rather as parts of complex mixtures.

“ Institute for Medical Research and Occupational Health, Ksaverska cesta 2, 10001 I ntrOd uct|on

Zagreb, Croatia. E-mail: ivinkovic@imi. hr

? Bundesanstalt fiir Materialforschung und —priifung, Unter den Eichen 87, 12205 Plastics, mainly consisting of polymers, are ubiquitous and
Berlin, Germany unavoidable in industrial applications as a cheap,

¢ Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, Ante Kovaciéa 1, . . .
o of Pharmacy i W of Zagr multifunctional, resistant, easy-to-process and affordable
Zagreb, Croatia

t Electronic supplementary information (ESI) available. See DOI: https://doi.org/ material. Due to these unique properties, the plastic value
10.1039/d3en00883e chain is central to modern living and constitutes a vital

2112 | Environ. Sci.. Nano, 2024, 11, 2112-2126 This journal is © The Royal Society of Chemistry 2024


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1039/d3en00883e&domain=pdf&date_stamp=2024-05-16
http://orcid.org/0000-0001-5222-7678
http://orcid.org/0000-0003-0552-843X
http://orcid.org/0000-0003-1624-8126
http://orcid.org/0000-0003-1382-5581
https://doi.org/10.1039/d3en00883e
https://doi.org/10.1039/d3en00883e
https://doi.org/10.1039/d3en00883e
https://pubs.rsc.org/en/journals/journal/EN
https://pubs.rsc.org/en/journals/journal/EN?issueid=EN011005

Published on 19 March 2024. Downloaded by Institut za medicinskaistrazivanjai medicinu rada on 6/12/2024 11:40:07 AM.

Environmental Science: Nano

source for innovation-driven growth.® A 200-fold increase
has been estimated for the production of plastics in the last
50 years.” Plastics hold similar promise for the future with
production expected to double again over the next 20 years in
871% However, global production
of single-use plastic items, inappropriate plastic waste
management and resistance of plastic materials to
degradation cause environmental contamination with plastic
micro- and nanoparticles."” Plastics in the environment
undergo slow photo-, chemical, physical and biological
degradation, which leads to fragmentation into pieces
smaller than 5 mm, which are further degraded to plastic
nanoparticles (PNPs) with sizes varying from 1 to 1000 nm.
Polymeric particles have been detected in oceans, seas, rivers
and lakes, while a surface contamination of up to 67000
particles per km® has been estimated for open oceans.”
Their ubiquitous presence in the environment, foodstuffs
and even in the plastic value chain has become an issue of
great concern for both human and ecosystem health. A recent
literature survey from 26 different studies and in
combination with US dietary data estimated total annual
exposure to 81000, 121000, 74000, and 98000 plastic
particles for male children, male adults, female children, and
female adults, respectively."® A recent study'* revealed that
humans are exposed to the abundance of plastic micro- and
nanoparticles from bottled water with particle count reaching
up to 300000 particles per bottle, while this was previously
estimated to be the number of ca. 300 particles. As a support
of these exposure-based findings, several research groups
detected particles of different polymeric types in human
faeces’™” and in human blood at concentrations up to 10
mg L™."® These data revealed the presence of plastic particles
in all stool samples, with polypropylene (PP), polyethylene
terephthalate (PET), polystyrene (PS) and polyethylene (PE) as
the most frequently found polymer types. Three polymers
used in this study (PE, PP and PS) are among the most
frequently detected polymers not only in human samples and
foodstuffs, but also in the environment."*" The dose range
was selected based on the data obtained from several review
papers that discuss the toxicological effects and human
health impact of plastic micro- and nanoparticles present in
the environment.”>>* Unfortunately, the risk that plastic
particles might pose to human health is largely unknown due
to the lack of science-based data. Almost neglected ten years
ago, this is today one of the most active research topics in
the field of toxicology and risk assessment in the European
Union and worldwide.*>*® Environmental contamination
with plastic particles can occur along the whole life cycle of
plastic-based products, from their manufacturing to their
disposal, in their original, aged or transformed form. Whole
risk management of unintentional exposure to plastics, either
human or environmental, is further complicated by a high
number of different polymers in industrial applications and
use. The health risks posed by the unwanted presence of
specific plastics and their degradation products in different
environmental compartments cannot be clearly distinguished

a business-as-usual scenario.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2024
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from the total risk related to the exposure due to a
combination of different plastic types, e.g multilayer
packages, or other types of additives, which typically exceeds
the risk related to the exposure to each of the individual
components in the mixture. Such combined and aggregated
exposure to plastics from different sources may have more
pronounced adverse effects on human health and may
trigger stronger adverse outcomes (AOs) than exposure to
individual polymer types alone, even at concentrations
considered as safe (i.e. where no effects are expected). In the
European Union (EU), the evaluation of human exposure to
mixtures was set as a research priority already in the White
Paper for a future chemicals policy from 2001. In 2019, the
EU set out the European Green Deal program with the zero
pollution ambition for a toxic-free environment aiming to
make the EU a sustainable climate neutral and circular
economy by 2050. However, there is a huge lack of science-
based and regulatory-relevant data for proper risk
management of plastic particle mixtures. Moreover, human
health impacts of exposure to plastic micro- and
nanoparticles have been discussed significantly less in
available  scientific  literature = compared to their
environmental impact despite indications for casual links
between such exposure and increased incidence of immune
disorders, neurodegenerative disease and cancers.?””*® Most
studies on the toxicity effects of micro- and nanoplastics are
focused on cytotoxicity, oxidative stress response,
immunotoxicity and genotoxicity,”**?**° while there is also
some evidence on endocrine disrupting (ED) activities of
plastic products and plastic microparticles.*’ > Endocrine
disruptors may mimic the effects of natural hormones by
interaction with various hormone receptors or they can alter
the metabolism of natural hormones. They interfere with the
body's endocrine system and may cause developmental,
reproductive, neurological and immune adverse effects.*®
Thus, any ED activity of substances and materials represents
a global challenge and a source of concern for many EU
citizens.>’° The screening and testing of potential ED
chemicals was initiated by the Organisation for Economic
Co-operation and Development (OECD) as a high-priority
activity back in 1998. One of the regulatory relevant targets
for ED adverse effects is estrogenic activity and interference
with normal estrogen signalling mediated by estrogen
receptors (ERs). To this end, the OECD provides
performance-based test guideline (PBTG) No. 455 (ref. 40) for
screening and prioritization purposes of ED chemicals. This
PBTG describes protocols to identify chemicals that may
activate (i.e. act as agonists) and also suppress (i.e. act as
antagonists) ER-dependent transcription.

Our ambition was to contribute to overcome knowledge
and data gaps on ED-related effects of various PNPs given
individually or in mixtures. A literature search performed in
the Web of Science database in May 2023 using keywords
micro* OR nano* AND plast* AND endocr* AND disrupt*
resulted in 834 papers (Fig. 1). Refinement of this search by
additional keyword mix* showed only 71 papers on ED
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Fig. 1 Results of the literature search on ED effects of plastic micro- and nanoparticles including the numbers of scientific papers found for each

keyword's combination.

effects of plastic particles, out of which 24 papers reported
their interaction with the ER. Most studies were focused on
PS-based particles, while studies on PE and PP showed
results for chemicals released from PE- or PP-based products.

Here, we present the first study on the interaction of
individual PS-, PE- and PP-based PNPs and their mixture with
the ER. Our work has been conducted in accordance with
regulatory guidelines for the ED screening programs
recommended by the OECD and the United States
Environmental Protection Agency (US EPA).*' Testing was
performed using human-derived cell line T47D-KBluc. As we
aimed to reach regulatory relevant results that are unbiased
by lack of data on PNP characteristics, we used PNPs with
defined properties, as scientific cases. The PS-NPs were
obtained commercially, while PE-NPs and PP-NPs were
developed and prepared by the team of Bundesanstalt fiir
Materialforschung und -priifung (BAM, Berlin, Germany)
within the project PlasticsFatE (No. 965367), https://www.
plasticsfate.eu), granted under the EU Horizon 2020 program.
Finally, the obtained results are discussed in the context of
the adverse outcome pathways (AOPs) concept that has been
launched by the OECD to support risk assessment using
mechanistic and causative knowledge on adverse health
effects of chemicals and materials.****

Materials and methods
Characterization of nanoparticles

Polystyrene nanoparticles (PS-NPs, 25 nm in size and stock
concentration of 10500 mg L) were purchased from
Phosphorex  (Hopkinton, = MA, USA).  Polyethylene
nanoparticles (PE-NPs, 350 nm in size and stock
concentration of 82 mg L") and polypropylene nanoparticles
(PP-NPs, 180 nm in size and stock concentration of
41 mg L") were prepared at the Bundesanstalt fiir
Materialforschung und -prifung (BAM, Berlin, Germany)
according to the published procedure.*> No modification was
done for PE-NPs' production.

2114 | Environ. Sci.: Nano, 2024, 11, 2112-2126

Visualization of PNPs by transmission electron microscopy
(TEM) was used to determine their shape and primary size
(d, nm). For that purpose, PNP suspensions were prepared at
a concentration of 1 mg L' in the medium used for in vitro
testing, i.e. RPMI-1640 medium without phenol red (Sigma
Aldrich, Steinheim, Germany) supplemented with 5%
charcoal-stripped fetal bovine serum (CS-FBS) (Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany). Then, a drop of each suspension was
deposited on a Formvar®-coated copper grid (SPI Supplies,
West Chester, PA, USA) and left overnight to dry at room
temperature. The TEM instrument (JEOL JEM 1010, JEOL,
Tokyo, Japan) was operated in a bright field mode at an
accelerating voltage of 80 kV and images were taken with a
Canon PowerShot S50 Camera (Canon, Tokyo, Japan). The
primary size was obtained by the analysis of 60 particles per
nanoparticle type using the Image]J software (LOCI, University
of Wisconsin, Madison, WI, USA). Results are reported as
mean values with standard deviations obtained from
measurements of 60 particles.

The size distribution and surface charge of PNPs were
examined in the medium used for in vitro experiments for 24
h by determination of the hydrodynamic diameter (dy) and ¢
potential using dynamic light scattering (DLS) and
electrophoretic light scattering (ELS) methods, respectively.
Measurements were done on the Zetasizer Ultra instrument
(Malvern Panalytical, Malvern, UK). The dy values were
obtained as the average of six measurements and expressed
as intensity-weighed size distribution. Surface charge was
obtained by determining the { potential from the Henry
equation with the Smoluchowski approximation by using
mean values from three replicated ELS measurements. Data
was processed in ZS Xplorer 3.21 (Malvern Panalytical,
Malvern, UK). Results are shown as mean values with
standard deviations obtained from six measurements for dy
values and three measurements for surface charge values.

Surface characterization according to ageing status and
oxidized functionality was conducted by X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS). The measurements were performed with

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2024
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a  lab-based @ ULVAC-PHI = “Quantes”  spectrometer
(Chanhassen, USA) that is equipped with two X-ray sources: a
monochromatic Al Ka-source at 1486.6eV for XPS and a
monochromatic Cr Ka-source at 5414.8 eV for HAXPES. The
starting material granules were directly prepared with
double-adhesive tape on a stainless-steel sample holder. The
PP-NPs were prepared by putting a droplet on an Au surface
and evaporation of the solvent. The particle residue on the
Au surface was measured directly. The measuring spot was
100 um and the photoelectrons were collected at an emission
angle of 45°. The pressure within the measuring chamber
was lower than 107 Pa during the whole measurement. The
spectra were corrected to a binding energy of 285 eV for the
C 1s peak. The XPS spectra were collected as survey spectra
with a step size of 1eV at a pass energy of 280eV and a time
per step of 200 ms. The measurements were repeated with 2
sweeps for XPS at an X-ray power of 25W at 15 kV. Here the
binding energy ranged from 0eV to 1100 eV. High-resolution
spectra were detected with a pass energy of 54 eV and a step
size of 0.1 eV for XPS.

Cell line T47D-KBluc

T47D-KBluc (American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas, VA, USA) is a human epithelial cell line derived
from ductal breast carcinoma. This reporter-labelled cell line
was developed for screening of estrogenic or anti-estrogenic
activity of chemicals*® by transfection with a triplet construct:
estrogen-responsive  elements  (ERE)-promoter-luciferase
reporter gene.

Cells were cultured in tissue culture (TC) treated T75
flasks (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) in RPMI-1640 cell
culture medium supplemented with 10% (v/v) CS-FBS and
1% (v/v) antibiotic-antimycotic solution (Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany). Cells were grown at 37 °C and 5% CO,
until they reached a density of approximately 1 x 10° cells per
mL (90-95% confluency) at which point they were ready to be
used in experiments.

Flow cytometry analysis of cell viability and apoptosis

Cells were seeded in TC-treated 12-well plates (Sarstedt,
Niimbrecht, Germany) at density of 1 x 10> cells per well in
1 mL of complete cell culture medium and were left to
attach for 24 hours in the incubator at 37 °C and 5% CO,.
On the following day, the cell culture medium was replaced
and cells were treated with different concentrations of NPs
alone and their mixture in the range of 1 x 10 *-10 mg
L™'. Negative controls were non-treated cells, while cells
treated with 10% v/v of DMSO (Sigma Aldrich, Steinheim,
Germany) were used as positive controls. In addition,
cytotoxic effects of Tween and sodium azide were also
tested as PS-NPs were obtained as a suspension in
deionized water containing 0.1% (v/v) Tween and 2 mM
sodium azide. The original suspension of 10 g L™ of PS-
NPs was diluted 1000 times prior to the experiments and
final contents of Tween and sodium azide in the CCM were

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2024
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0.0001% and 2 pM, respectively, which were tested as a
vehicle control (VC) and showed no differences compared
to non-treated cells (Ctrl).

Treated cells were incubated for 48 hours at 37 °C and
5% CO,. Then, the cell culture medium was removed, and
was acquired in 2 mL tubes (Eppendorf, Hamburg,
Germany) and the remaining cells were washed three times
with sterile phosphate-buffered saline (PBS). After washing,
cells were detached by adding the trypsin-EDTA solution
(Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) and incubation at 37
°C and 5% CO, for 5-7 minutes until the complete
detachment of cells was observed under the microscope.
Detached cells were added to 2 mL tubes containing the
cell culture medium previously collected. Cells were
prepared for measurement by staining with annexin V-FITC
and propidium iodide (PI) using annexin V kit (Bio-Rad,
Hercules, California, USA) according to the manufacturer's
instructions.

Measurements and analysis were done using the Cytoflex
SRT instrument and software (Beckman Coulter Life
Sciences, Indianapolis, Indiana, USA). Cells stained with
annexin V-FITC dye were considered apoptotic, PI positive
cells were categorized as dead and cells stained with both
annexin V-FITC and PI were considered late apoptotic. Cells
that were not stained were considered live intact cells.
Results are expressed as mean % values of apoptotic, dead or
live cells compared to negative controls and were obtained
from 3 independent experiments by performing 3 replicates
in each experiment.

Flow cytometry analysis of NP cellular uptake

The prerequisite step to follow the cellular uptake of plastic
NPs by flow cytometry was due to the determination of their
fluorescence characteristics. All three types of NPs used in
this study are characterized by fluorescence emission maxima
in the green part of the visible electromagnetic spectrum.
While this was a known property for PS-NPs, we determined
the emission spectrum for PE-NPs and PP-NPs with a Cary
Eclipse fluorescence spectrometer (Agilent, Melbourne,
Australia) using a 10 mm path length quartz cuvette (Fig.
S1+t).

Cellular uptake was then analyzed using a Cytoflex SRT
device and software by comparing median fluorescence
intensity (MFI) on a 525/40 (FITC) detector of treated and
negative control cells. These measurements were done only
for NP concentrations that did not affect cellular viability, i.e.
non-toxic concentrations. Results are presented as % of MFI
on the FITC detector in treated cells compared to non-treated
control cells. To ensure that the detected fluorescence signals
originate from NPs that entered the cells, the experimental
set-up (PMT voltage for forward and side scatter light) was
adjusted so that it was possible to clearly distinguish debris
from cell population using forward versus side scatter gating.
Only the cell population, excluding the debris, was chosen
for further analysis.
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Determination of estrogen receptor activity by luciferase assay

One week prior to the experiment, cells were kept in the cell
culture medium in which 10% FBS was exchanged with 10%
charcoal-stripped FBS to diminish interferences from serum
hormones. After 7 days, cells were seeded in white opaque
flat-bottom Nunc™ MicroWell™  96-well microplates
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) at
a density of 2 x 10" cells per well in 100 pL per well of
complete cell culture medium where 10% (v/v) charcoal-
stripped FBS was exchanged for 5% (v/v) charcoal-stripped
FBS.

Cells were incubated for 24 hours at 37 °C and 5%
CO, to attach properly and then treated for 48 hours with
different concentrations of plastic NPs alone or their
mixture in a range of 1 x 10710 mg L™'. Non-treated
cells were used as a negative control, while cells treated
with diethylstilbestrol (DES) were considered as a positive
control. After the treatment, cells were prepared for
measurement using a Promega luciferase assay system

(Cat. No.. E1500 and E1501, Promega, Madison,
Wisconsin, USA) according to the manufacturer's
instructions. Briefly, the cell culture medium was

discarded and cells were washed thoroughly with PBS.
Then, the cell lysate was prepared by adding 20 pL of cell
culture lysis reagent (included in the kit, diluted 5 times
with distilled water as instructed) to each well followed by
centrifugation for 20 minutes at 25 °C and 300 rpm using
an Eppendorf 5810R centrifuge (Eppendorf, Hamburg,
Germany) to achieve complete cell lysis and equilibrate
lysates to the temperature optimal for the assay. Then,
measurements were done using a SpectraMax iD3
microplate reader (Molecular Devices, San Jose, California,
USA), which was prepared by priming the injector system
to inject 100 pL of the freshly prepared luciferase assay
reagent into each well at the time and performing a
2-second measurement delay followed by a 10-second
luminescence measurement read.

The Promega luciferase assay system is based on activated
ER binding to the estrogen-responsive element (ERE) which
is part of cells' DNA sequence. This binding enables gene
transcription which results in the production of luciferase
enzyme. The produced luciferase enzyme converts assay
reagent beetle luciferin to the luminescent product
oxyluciferin which produces light at all wavelengths and the
measurements are done with all open channels. Before any
experiments, the responsiveness of the test system was
examined with two positive control substances, 173-estradiol
and diethylstilbestrol (DES), and one negative control
substance, fulvestrant (Fig. S2t). In addition, the system was
tested for any interferences (Fig. S3 in the ESI}).
Diethylstilbestrol was chosen due to better stability and
easier handling, after it was confirmed that it produces ER
activity comparable to 17f-estradiol. According to the OECD
PBTG No. 455,* quality control of the assay requires that the
mean luciferase activity of the positive control should be at
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least 4-fold that of the mean of the negative/vehicle control
on each plate. This criterion was met and confirmed by
satisfactory differences between positive and negative
controls in each run of the assay. During setting up the
protocol, interferences of each PNP and their mixtures with
the assay components and readouts were also carefully
checked and all testing proved the absence of any
interferences. For this set of experiments, results were
expressed in two different ways as recommended by the
aforementioned OECD test guideline No. 455 - as fold
inductions of the luminescent signal compared to non-
treated cells and % of fold induction of the luminescent
signal compared to positive control cells (treated with 10 nM
DES).

Identification of potential adverse outcome pathways (AOPs)
in AOP-Wiki

The freely accessible web-based tool AOP-Wiki (https://
aopwiki.org/) has been used to identify AOPs related to
agonistic activity towards the ER, the main adverse effect
examined in our study. The search was set up to find the
AOPs in which agonism towards the ER is defined as a
molecular initiating event (MIE) or key event (KE). After their
retrieval, an analysis of AOPs linked to this specific MIE/KE
was conducted to ensure that they were relevant and
applicable to the results of this study.

Statistical analysis

Statistical analysis of all the data acquired from the
experiments was done using GraphPad Prism6 (GraphPad
Software, San Diego, California, USA). Statistical significance
was determined by one-way ANOVA followed by Dunnett's
multiple comparison test where all the treatment values were
compared to negative control values. The threshold for
statistical significance for all experimental data was set at P
< 0.05. Statistically significant results were denoted with an
asterisk (*).

Results and discussion

Considering the ubiquitous presence of different PNPs in
different environmental, food and biological matrices it is of
utmost importance to determine any possible AO related to
human exposure not just to individual PNPs but also to their
1047749 Many studies already demonstrated the
endocrine-disrupting potency of plastics, especially the
negative effects of plastic materials on the steroid hormone
homeostasis.’*™? From this perspective, the interaction of a
specific substance with the ER has been considered as KE,
even as MIE, in the steroid hormone homeostasis.’®
Therefore, our main aim is to reveal for the first time the
individual and joint effects of three different PNPs (PE-NPs,
PP-NPs and PS-NPs) on the modulation of the ER under
in vitro settings.

mixtures.
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Fig. 2 Transmission electron micrographs (TEM) of polyethylene (a), polypropylene (b) and polystyrene (c) nanoparticles.

Physico-chemical characteristics and stability of plastic
nanoparticles and their mixture

The shape of PS-NPs, PP-NPs and PE-NPs, as evaluated by
TEM (Fig. 2), was spherical, while their primary diameters
(drem) were 25.3, 187.5 and 344.9 nm, respectively (Table 1).
It should be highlighted here that PE-NPs and PP-NPs were
prepared top-down and their shape should be irregular. After
preparation they were characterized as irregularly shaped by
scanning electron microscopy (SEM) as given in a previous
study.”® The differences in shape seen in SEM compared to
TEM images can arise from the limitations of SEM and TEM.
TEM is often used for NPs and works quite well. However,
PNPs are polymer-based and suffer from TEM irradiation,
which may change their origin shape. Both images are in a
way correct just showing the limitations.

Additional important information can be obtained from
the surface of the particles, which was analysed by X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS). It can be assumed that,
due to the different production processes, PE and PP are
aged on the surface and have oxygen-containing groups,
whereas this should not be the case with PS. As an example,
the C 1s peak of the starting material (PP pellets) and PP-NPs
is shown. It is obvious that there is a further peak at 288.4 eV
indicating C=0 groups (Fig. S471). Such ketone groups can be
also detected in thermo extraction desorption-gas
chromatography/mass spectrometry (TED-GC/MS)
measurements not presented in this manuscript. The
fluorescence of PE-NPs and PP-NPs themselves can be caused
by these ketone groups. No labelling dye was used for PE-NPs
and PP-NPs.”*

Furthermore, hydrodynamic diameter (dy) and ¢ potential
values (Table 1) were measured in both ultrapure-water, the
medium in which they are dispersed, and in the cell culture
medium (RPMI-1640 supplemented with 5% CS-FBS). The
main aim was to evaluate the colloidal stability of different
PNPs in the media used for cell experiments. As both
parameters are extrinsic properties, thus medium dependent,
and all PNP types were dispersed in water after production,
the values obtained in the water can be considered as the
initial or starting values. Measurements in cell culture
medium were done immediately after the addition of PNPs
into the medium and after 48 hours of incubation at 37 °C to
gain data about PNP behavior during cell experiments. As
expected, an increase in dyg values and less negative (
potential values were observed for all PNP types in the cell
culture medium compared to water due to the formation of
the hydration shell and protein corona on the nanosurface as
most proteins from the cell culture medium may be of size
between 1-20 nm and characterized by lower { potential
values compared to the tested PNPs. The increase of
hydrodynamic diameter of PNPs in the cell culture medium
is also an indication of aggregation due to the increased ionic
strength of the medium. However, results indicate that the
fate for all tested PNPs in the cell culture medium was
similar as their dy values doubled after transferring them
from water to the cell culture medium (CCM). Moreover, the
similar { potential values observed in this medium after 48 h
(Table 1) indicate a similar “aging” process for different PNP
types in particular media. Indeed, the presence of CS-FBS in
the CCM led to protein corona formation on the PNP surface.
Additionally, the colloidal stability and behavior of PNPs

Table 1 Physico-chemical characteristics of polystyrene (PS-NPs), polypropylene (PP-NPs) and polyethylene (PE-NPs) nanoparticles. Primary diameter
(dtem, NM) was obtained by TEM, hydrodynamic diameters (dy, nm) were determined by DLS and { potential was measured using the ELS method.
Hydrodynamic diameters and ¢ values were measured in ultrapure-water (UPW) and cell culture medium (CCM) used in experiments. All measurements
were done at 25 °C and the concentration of all three types of nanoparticles was 10 mg L™

Measurement conditions (medium, incubation time)

Particle
type drgy (Nm) Parameter UPW, t=0h CCM,t=0h CCM, t=48h
PS-NPs 25.3+2.9 dy (nm) 27.0 +1.8 53.9 +5.7 87.5 +15.3
{ potential (mV) -26.2 + 3.3 -8.5+1.3 -18.5+ 1.8
PP-NPs 187.5 + 28.7 dy (nm) 208.5 + 6.3 345.8 + 16.3 497.9 £ 37.9
{ potential (mV) -31.1+0.5 -15.3 + 2.9 -21.8 + 1.3
PE-NPs 344.9 + 18.9 dy (nm) 372.6 + 16.9 565.9 + 72.4 649.2 + 90.7
{ potential (mV) -32.6 + 1.6 -15.8 + 1.3 -22.3 +0.6
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given in mixture were also investigated in the CCM at time ¢
= 0 h and ¢t = 48 h. However, such results should be taken
with care. Although there were PNPs with sizes of 25 nm, 187
nm and 345 nm in the mixture, only one peak was visible for
the mixture containing 10 mg L' of each PNP type (261.2 +
9.4 nm). Indeed, DLS techniques cannot distinguish particles
of different sizes and provide only the average size
distribution. Moreover, larger particles can “mask” smaller
particles. To carefully characterize the size distribution of
mixtures containing nanoparticles of very different sizes like
in our study other techniques such as particle tracking
analysis and electrospray-scanning mobility particle sizer
should be used.”® However, such characterization was beyond
the scope of this preliminary study as the main aim was to
evaluate ER activity of PNPs given individually or in mixtures.

View Article Online
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Cytotoxic effect of plastic nanoparticles and their mixtures

Cytotoxic effects of PNPs and their mixtures were evaluated
prior to any other experiments to determine the safe doses
that will not kill or damage the cells. This was the pivotal
step to find the dose range in which interaction with and
the effect on the ER can be studied in viable T47D-KBluc
cells. Therefore, experiments started employing a wide
range of 0.001-10 mg L™* for each PNP type administered
individually or in mixtures containing all three PNP types
at equal concentrations. Results showed that none of the
tested PNPs in the given dose range induced significant
damage in T47D-KBluc cells, either by means of the % of
apoptotic or dead cells (Fig. 3A). The highest number of
dead cells was observed after treatment with PP-NPs
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Fig. 3 Flow cytometry results on cell viability and apoptosis induction in the T47D-KBluc cell line treated with A) PE-NPs, PP-NPs and PS-NPs in
the dose range 0.001-10 mg L™ and B) mixtures of PE-NPs, PP-NPs and PS-NPs containing the same concentration of each. Non-treated cells
were used as the negative control (Ctrl), while cells treated with 10% (v/v) DMSO were used as the positive control. Results are given as % of a
number of cells and calculated as mean values from three independent experiments. Standard deviations are given as error bars and values that
are significantly different from the negative control are marked with * (at p < 0.05).
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(around 5% for doses below 0.1 mg L™ and 9% and 10%
for 1 and 10 mg L', respectively). All tested doses of PE-
NPs killed less than 5% of cells, while no cytotoxicity was
observed for PS-NPs. Even the treatment with the highest
dose of 10 mg L™ led to only 10% or less of dead cells
and ca. 10% of apoptotic cells after treatments with PE-NPs
and PP-NPs.

The treatment with the highest concentration of PNPs
(10 mg L™) resulted in more than 80% of live cells (84%
for PP-NPs, 89% for PE-NPs and 98% for PS-NPs). When
applied as a mixture consisting of the three PNP types with
the same concentration, significant toxicity was observed
only for the mixture at 10 mg L' (Fig. 3B) which induced
apoptosis in 14% of cells and killed 11% of cells, which
may account for the additive effect of each PNP type in the
mixture. Therefore, only a dose range between 0.001 and 1
mg L' was used in subsequent experiments to skip any
biased results that may arise from dead, unviable or
damaged cells.

Cellular uptake of plastic nanoparticles

The uptake of PE-NPs, PP-NPs, PS-NPs and their mixtures
was analyzed by flow cytometry employing their emission
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maxima in the green part of the spectrum. Thus, the changes
in the median fluorescence intensity detected on the 525/40
(FITC) detector indicated internalization of PNPs. Dose-
response in cellular uptake was only observed for PS-NPs that
also demonstrated significantly higher cellular uptake
compared to the other two tested PNPs (Fig. 4).

These results are probably caused by the particle size
differences as all three PNPs had similar surface charges. The
smallest type, PS-NPs, less than 100 nm in diameter even
after agglomeration in the cell culture medium, was more
easily internalized by human cells compared to PP-NPs and
PE-NPs (Table 1). The cellular uptake of NPs is heavily
dependent on their size. This has been discussed in several
studies which demonstrated that NPs of smaller size are
internalized faster and more extensively under both in vitro
and in vivo conditions.”®®°

Uptake of the PNP mixture followed a dose-response curve
and significantly higher MFI values were observed only for
mixtures containing more than 1 mg L™ PNPs (Fig. 4d).
However, the obtained results for mixtures indicate that the
uptake of PS-NPs was significantly inhibited when combined
with PE-NPs and PP-NPs, probably due to the presence of
large agglomerates that obstructed contact and interaction of
PS-NPs with the cell surface.
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Fig. 4 Uptake of a) PE-NPs, b) PP-NPs c) PS-NPs and d) their mixture by T47D-KBluc analyzed by flow cytometry and determined by the increase
in median fluorescence intensity (MFI) detected on 525/40 (FITC) detector. Non-treated cells were used as negative control (Ctrl). Results are given
as % of MFI compared to control cells and presented as mean values of three replicated experiments, while standard deviations are given as error
bars. Values that are significantly different from negative control are marked with * (at p < 0.05).
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ER activity of plastic nanoparticles and their mixture

For the ER agonist assay, decision criteria dictate that the
substance can be considered positive if the maximal ER
response produced by the treatment with the test substance
is equal to or exceeds 10% of the ER response observed in
T47D-KBluc cells treated with the positive control. OECD TG
No. 455 recommends analysis of results as both fold
induction compared to the negative control (non-treated
cells) and % of ER induction compared to the positive control
(cells treated with DES). Both types of analyses were therefore
applied to results obtained by performing luciferase assay as
shown in Fig. 5 and 6. Evaluation of ER activity in T47D-
KBluc cells after treatment revealed the highest agonistic
effect of PE-NPs on ER activity that exhibited significant fold
induction of luminescence signals compared to the negative
control at all tested concentrations except at the lowest one.
Significant ER induction was observed for PP-NPs only at the
highest concentration (Fig. 5b). Interestingly, PS-NPs did not
affect the ER activity significantly despite their highest
cellular uptake compared to the other two PNP types. When
T47D-KBluc cells were treated with a PNP mixture, a
significant increase in fold induction values compared to the
negative control was observed for all applied doses starting
from 0.001 mg L™ in a dose response manner (Fig. 5d). At
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the highest tested mixture dose of 1 mg L™ of each PNP a 5
times higher luminescent signal was observed than the signal
of the negative control.

In the case of results for % of ER induction compared to
cells treated with DES (Fig. 6), only the highest doses (10 mg
L™") of PE-NPs and PP-NPs (10 mg L") can be considered as
positive ER agonists when applied alone, while no positive
ER response was observed for PS-NPs. However, the PNP
mixture showed a positive ER response at 1 mg L™ which
was observed only insignificantly for PE-NPs (Fig. 6d).

Considering that the modulation of ER activity is not
correlated with the uptake of individual NPs, these results
could point towards the effect on the ER being affected by
plastic materials (polymer) properties. According to the
European Food Safety Authority (EFSA), there are several
different approaches to calculate the potency of a mixture
compared to the individual chemical.®* As results obtained
for the response of T47D-KBluc cells to PE-NPs, PP-NPs, PS-
NPs and their mixtures indicate additivity, dose addition
modelling®® was used. Additivity can be assumed when
chemicals act in the same or similar mode of action and
their joint effect is cumulative compared to individual
chemicals. Thus, the relative potency factor (RPF) model was
applied to compare the relative potency of the PNP mixture
with each of its individual components (PE-NPs, PP-NPs and
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Fig. 5 ER activity induced by a) PE-NPs, b) PP-NPs, c) PS-NPs and d) their mixture. Results are shown as fold inductions of the luminescent signal
compared to the negative control. Non-treated cells were used as the negative control (Ctrl). Results are presented as mean values of replicates
from repeated experiments, while standard deviations are given as error bars. Values that are significantly different from the negative control are
marked with * (p < 0.05), while differences between different treatments are marked with red ** (p < 0.05).
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Fig. 6 ER activity induced by a) PE-NPs, b) PP-NPs, c) PS-NPs and d) their mixture. Results are shown as % of fold induction of the luminescent
signal in comparison with the positive control (10 nM diethylstilbestrol, DES). Results are presented as mean values of replicates from repeated
experiments, while standard deviations are given as error bars. Values above the black line can be considered as positive for ER response according

to the decision criteria defined in the OECD PBTG No. 455.

PS-NPs). This approach was chosen because RPF is calculated
from benchmark doses (BMD), defined as doses of a
substance that result in a pre-specified level of benchmark
response (BMR). In our study, data corresponding to the %
of ER activation compared to the positive control was used as
BMD, and BMR was set to 10% in accordance with the OECD
PBTG criteria for labelling chemicals as positive for agonistic
activity towards the ER.*® The advantage of this method is
that BMD are equipotent doses for each chemical and are
therefore applicable throughout the whole dose-response
range even when it differs between substances.®>®*
Dose-response curves are generated to obtain BMD,,,;x and
BMDy,np for each type of used PNP using the freely available
software PROAST.®® Generated curves are shown in the ESI
(Fig. S4-S7t). The BMD of both the PNP mixture and each
individual PNPs were calculated as the mean value between

Table 2 Relative potency factor of the mixture (RPF,,,) calculated from
the benchmark doses (BMDpy.np) Of individual PNPs and their mixture
according to the EFSA guidelines®?

Type of PNPs BMDypy np RPF i«
PE-NPs 4.6845 7.38
PP-NPs 8.7677 13.82
PS-NPs 13.4850 21.25

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2024

the highest and the lowest BMD doses. BMD,x Wwas
estimated to be 0.6345 and the BMD of each PNP type are
shown in Table 2. Then, these data were used to calculate the
RPF,,ix according to the equation:

BMDpx-np

RPFix =
mix BMD,

where Px-NP stands for PE-NPs, PP-NPs or PS-NPs. The

RPF,,;x indicates the potency of the mixture to disrupt ER
activity compared to individual PNPs. The RPF; results
(given in Table 2) clearly demonstrate that the agonistic
activity of the PNP mixture towards the ER is higher than
each individual component. RPF values are in accordance
with the results of potency for each individual nanoparticle,
with RPF being the lowest for PE-NPs which showed the
highest potency towards the ER.

AOPs related to agonistic activity towards the ER

Results of the search for potential AOs related to interaction
with the ER, performed by using AOP-Wiki, are listed in
Table 3. In this search, ER activation was defined either as a
key event (KE) or molecular initiating event (MIE).
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Table 3 Summary of adverse outcome pathways (AOPs) associated with the agonistic activity of chemicals towards the estrogen receptor (ER).
Keywords “estrogen receptor” were used to retrieve all related AOPs and their adverse outcomes (AOs) from AOP-Wiki

Role of ER
AOP agonism in
number AOP title the AOP AO Status
200 Estrogen receptor activation leading to breast ~ MIE ER + breast cancer Open for
cancer adoption
167 Early-life estrogen receptor activity leading to MIE/KE Increased adenosquamous carcinomas of the Under
endometrial carcinoma in the mouse endometrium development
445 Estrogen receptor alpha agonism leads to MIE Impaired reproduction Under
impaired reproduction development
29 Estrogen receptor agonism leads to MIE Decrease in population, altered reproductive behavior Under
reproductive dysfunction and larval development, impaired development of development
reproductive organs (in oviparous vertebrates)
52 ER agonism leading to skewed sex ratios due to MIE Skewed sex ratio Under
altered sexual differentiation in males development
53 ER agonism leading to reduced survival due to MIE Reduced survival Under
renal failure development
314 Binding to estrogen receptor (ER)-o. in immune MIE Exacerbation of SLE Under
cells leading to exacerbation of systemic lupus development
erythematosus (SLE)
112 Increased dopaminergic activity leading to KE Endometrial adenocarcinoma Under
endometrial adenocarcinomas (in Wistar rat) development
465 Alcohol dehydrogenase leading to reproductive KE Reproductive dysfunction Under
dysfunction development

The AOP-Wiki search showed that activation of ER leads
to the development of various cancers such as breast or
ovarian cancer and affects the reproductive capability of
different organisms with high-level levels of evidence in
various organisms (from invertebrates to mammals). Apart
from the effects on the reproductive system, ER activation is
also linked to autoimmune diseases such as systemic lupus
erythematosus due to the presence of ER on immune cells.
Another important cognition is that ER activity is intertwined
with other hormonal and enzymatic activities (e.g. dopamine
and alcohol dehydrogenase activity). Development of cancers
after ER activation as an MIE is mediated through various
KEs such as increased proliferation and migration of cells,

29,52, 53, 445

oxidative stress, non-genomic signalling and inflammatory
response through activation of fibroblasts, macrophages and
angiogenesis.

This insight in AOPs shows that the interplay of
reproductive (and other endocrine) hormones with other
organ systems is complex and intricate. Evidence of in vivo
reproductive toxicity of individual PNPs was already provided
in previous studies”®®*”’° and the number of studies on
health hazards following aggregate human exposure to
complex mixtures is increasing. For example, we showed the

effects of mixtures on human breast cells, human
lymphocytes and human monocytes using in vitro
models.”*””® However, there is no scientific data on the
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Fig. 7 Schematic summary of the network of different adverse outcome pathways (AOPs) (see Table 3) associated with the agonistic activity of
PE-NPs, PP-NPs and PS-NPs (given individually or in mixture) towards the estrogen receptor (ER), where the ER agonistic effect was found to be

either a molecular initiating event (MIE) or key event (KE).
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reproductive toxicity of complex mixtures containing different
PNP types. Our pioneering effort to provide scientific
evidence of combined PNP effects on ER activity as one of
the crucial MIEs/KEs involved in AOs that may lead to severe
pathogenesis (Table 3) is fundamental for proper risk
assessment that should be implemented in the circular
economy for the plastic value chain. Based on the data
collected in Table 3, the AOP network has been constructed
(Fig. 7), which shows different possible modes of action of
PNPs, either given individually or in mixture.

Finally, the main limitation of this study should be
discussed as well. The study provides first and preliminary
evidence on the ER agonistic action of different PNPs under
in vitro settings and given individually or in mixture.
However, it is not possible to reveal at this stage which
physico-chemical characteristics were the most critical for
observed biological effects and cellular uptake, as PE-NPs,
PP-NPs and PS-NPs were of different sizes ranging from 25
nm to 345 nm. Moreover, they had also different surface
chemistry, i.e. ketones on the surface of PE-NPs and PP-NPs,
while the surface chemistry was not declared by the supplier
of fluorescently labelled PS-NPs. All these properties may
significantly impact PNP behavior in biological media and
their interaction with cells including cellular uptake,
cytotoxicity and interaction with receptors. Following studies
should consider specifically the specific effects for different
PNPs' physico-chemical characteristics.

Conclusion

Results presented in this paper provide the first evidence of
endocrine disrupting properties of plastic nanoparticles (PE-
NPs, PP-NPs and PS-NPs) to the in vitro model for the
detection of ER agonists and antagonists. Both PE-NPs and
PP-NPs can be considered positive for the agonistic effect
towards the ER in the T47D-KBluc cell line. Furthermore, the
mixture of all three PNPs shows higher agonistic affinity
towards ER in comparison to individual components of the
mixture. Cytotoxicity of individual PNPs was also significantly
lower compared to their mixtures. Some ambiguity may result
from inherent features of different PNPs (e.g. hydrodynamic
diameter), but this issue is out of the scope of the current
study and will be resolved shortly. All this proves that
environmentally present contaminants should not be
investigated exclusively as individual agents, but rather as
parts of complex mixtures. Therefore, future research on
environmentally relevant contaminants, especially plastic
nanoparticles, should take into account significant
differences between the toxicological profiles of individual
components versus their mixtures with other nanoparticles or
different chemicals.
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Environmental pollution with plastic nanoparticles (PNPs) has rendered hazard assessment of unintentional human exposure to
neurotherapeutic drugs through contaminated water and food ever more complicated. Due to their small size, PNPs can easily enter
different cell types and cross different biological barriers, while their high surface-to-volume ratio enables higher adsorption of chemicals.
This is how PNPs take the role of a Trojan horse as they enhance bioaccumulation of many different pollutants. One of the health
concerns related to water pollution with neurotherapeutic drugs is endocrine disruption, already evidenced for the anticonvulsant drug
carbamazepine (Cbz) and antidepressant fluoxetine (Flx). Our study aimed to evaluate endocrine disrupting effects of Cbz and Flx in
mixtures with polystyrene nanoparticles (PSNPs) using the i vitro luciferase assay to measure oestrogen receptor activity in T47D-KBluc
cells treated with Cbz-PSNPs or Flx-PSNPs mixtures and compare it with the activities observed in cells treated with individual mixture
components (Cbz, Flx, or PSNPs). Dose ranges used in the study were 0.1-10 mg/L, 1-100 umol/L, and 0.1-10 umol/L for PSNPs,
Cbz, and Flx, respectively. Our findings show that none of the individual components activate oestrogen receptors, while the mixtures
induce oestrogen receptor activity starting with 0.1 mg/L for PSNPs, 10 umol/L for Cbz, and 0.5 umol/L for Flx. This is the first study
to evidence that PSNPs increase oestrogen receptor activity induced by neurotherapeutic drugs at their environmentally relevant

concentrations and calls for urgent inclusion of complex mixtures in health hazard assessments to inform regulatory response.

KEY WORDS: polystyrene; carbamazepine; fluoxetine; oestrogen receptors; T47D-KBluc cell line

Endocrine disrupting chemicals (EDCs) raise great health
concerns for the global population. The strategic approach to deal
with these substances in the European Union has been outlined in
the Communication Towards a Comprehensive EU Framework on
Endocrine Disruptors (1). EDCs interfere with the endocrine system
and adversely affect the development, reproduction, metabolism,
and the nervous and immune system (2) as they mimic body
hormones that trigger and bind to cell receptors, blocking their
interaction with natural hormones. Some EDCs interact with
multiple receptors, and multiple EDCs interact with the same
receptor (3). Interactions of EDCs with human organism can lead
to several disorders such as obesity, diabetes, infertility, and
endocrinopathies, as well as to hormone-dependent cancers (4).

Screening and testing for EDCs was initiated as high-priority in
1998 by the Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD), which developed the test No. 455 (5) to
evaluate oestrogenic activity and EDC interference with normal
oestrogen signalling mediated by oestrogen receptors.

EDCs ate highly diverse and include phytoestrogens in food,
synthetic endocrine-acting chemicals in regulated birth control,
hormone replacement and steroid medicines, non-hormonal
Whor: Ivana Vinkovi¢ Vréek, Institute for Medical Research and

Occupational Health, Ksaverska cesta 2, 10000 Zagteb, Croatia
E-mail: zinkovie@ini.hr; ORCID: 0000-0003-1382-5581

medicines (such as antipsychotics, antiepileptics, antihypertensives,
antivirals, antidiabetics, and anticancer drugs), as well as
environmental contaminants (such as pesticides, dioxins,
perchlorates, phthalates, and polybrominated diphenyl ethers) (6).
Our environment is being polluted with pharmaceuticals of all
categories and their metabolites throughout their life cycle, most
notably the aquatic environment, in which they are detected in low
concentrations (measured in pg/L to pg/L) (7, 8). The general
population is mostly exposed to them through drinking water,
residues in leaf crops, root crops, fishery products, dairy products,
and meat.

Health risks posed by pharmaceuticals in different environmental
compartments cannot be clearly distinguished from the total risk
of combined exposure with other chemicals and materials with
potentially stronger impact on human health than exposure to
individual components alone, even at concentrations regarded as
safe. In this respect, the European Food and Safety Authority
(EFSA) and the OECD have already provided guidance on how to
assess risk from such mixtures (9-11).

Assessment is additionally challenged by plastic along its value
chain. Plastic pollution is now considered one of the greatest
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environmental issues due to its abundance and persistence in the
aquatic environment (12). Plastics undergo various types of
mechanical and biological degradation to micro- and nanoparticles
(13), and nanoplastics can adsorb and accumulate toxic chemicals
from the environment, acting as a “Trojan horse” for hazardous
substances (14).

Our intent with this study was to contribute to human health
hazard assessment by investigating for the first time the oestrogenic
activity of complex mixtures of nanoplastics and neuroactive drugs.
To this end we used selected, well characterised, commercially
available polystyrene nanoparticles (PSNPs) combined with either
carbamazepine (Cbz) or fluoxetine (Flx).

Cbz is an anticonvulsant for the treatment of epilepsy, bipolar
disorder, and, more recently, neuropathic pain such as trigeminal
neuralgia (15). Itis often found in water bodies in a wide range from
ng/L to pug/L and average concentration of 11.6 ug/L globally (16)
ot 12 pg/L in Europe (17). It is mostly neurotoxic as it lowers
neuronal excitability, changes transmembrane transport, and
regulates several neurotransmitters, but some studies evidence
endocrine disruption, which causes imbalance in sex hormones and
reproductive function impairment (15, 18, 19).

Flx is the third most prescribed selective serotonin reuptake
inhibitor (SSRI) indicated for depression (20). Its average
concentrations can teach 1.4 ug/L in the environment (11) and
range between 0.5 and 0.8 ng/L in drinking water (21). In sutface
waters, it can reach 50 ng/L, as reported in the United Kingdom
and some parts of Europe (22). Flx can have behavioural,
neurotoxic, and endocrine disruptive effects (20, 23, 24). Several in
vitro studies also reported disruption of steroid hormone production
(25, 26) and interaction with oestrogen receptors (27, 28).

MATERIALS AND METHODS

All testing was done in accordance with the EDC screening
programmes devised by the OECD (5) and the United States
Environmental Protection Agency (US EPA) (29) using the human-
derived cell line T47D-KBluc.

Characterisation of nanoparticles

PSNPs were purchased as a commercial stock of 25 nm particles
in the concentration of 10,500 mg/L from Phosphorex (Hopkinton,
MA, USA). They were visualised and their primary size (4, nm)
determined with a transmission electron microscope (TEM) (JEOL
JEM 1010, JEOL, Tokyo, Japan) in samples prepared by suspending
them in the cell culture RPMI-1640 medium without phenol red
(Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) supplemented with 5 %
charcoal-stripped foetal bovine serum (CS-FBS) (Sigma Aldrich) to
obtain the concentration of 1 mg/L. The suspension was dropped
on a Formvar®-coated copper gtid (SPI Supplies, West Chester, PA,
USA), dried overnight at room temperature, and measured in a
bright field mode at an acceleration voltage of 80 kV. Images were
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taken with a Canon PowerShot S50 Camera (Canon, Tokyo, Japan).
Results are presented as mean values (4, in nm) of 60 particles with
standard deviations (SD) calculated with the Image] software (LOCI,
University of Wisconsin, Madison, WI, USA). Hydrodynamic
diameter (4,) and size distribution were determined for PSNPs
suspended in cell culture for 24 h and those not suspended in cell
culture with dynamic light scattering and zeta potential using a
Zetasizer Ultra instrument (Malvern Panalytical, Malvern, UK). Data
were processed with the ZS Xplorer 3.21 software (Malvern
Panalytical). The 4, results represent the means of six measurements
expressed as intensity-weighed size distribution (in nm), while the
zeta potential represents the means of three ELS measurements
expressed in mV.

Cell culturing

The T47D-KBluc cell line was purchased from the American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). These are
reporter-labelled cells transfected with triplet oestrogen-responsive
elements used to screen for oestrogenic ot anti-oestrogenic activity
of chemicals (30). T47D-KBluc cells were cultured in tissue culture
flasks (Sarstedt, Nimbrecht, Germany) with the RPMI-1640
medium supplemented with 10 % (v/v) CS-FBS and 1 % (v/v)
antibiotic-antimycotic solution (Sigma Aldrich) at 37 °C and 5 %
CO, to reach the density of 1x10° cells/mL (90-95 % confluence)
before treatment.

Cytotoxicity evaluation

Before we determined oestrogen receptor activity, we established
dose-response cytotoxicity for PSNPs, Cbz, and Flx alone and for
their mixtures. For that purpose, T47D-KBluc cells were seeded in
12-well plates (Sarstedt, Nimbrecht, Germany) containing 1 mL of
cell culture medium at a density of 1x10° cells/well at 37 °C and
5% CO,. After 24 h, we replaced the medium and treated the cells
with different concentrations of test substances or their mixtures.

Dose ranges were selected based on literature data on iz vitro
toxicity of PSNPs, Cbz, and Flx (31-33) as follows: 0.1-10 mg/L
for PSNPs, 3.75-500 pmol/L for Cbz, and 0.75-100 pmol/L for
Flx. Their cytotoxicity was first tested with the MTS assay as
described elsewhere (34) with the aim to find the doses at which
>90 % cells remained viable. Negative controls were untreated cells
and positive controls were cells treated with 10 % (v/v) DMSO
(Sigma Aldrich).

After 48 h of treatment at 37 °C and 5 % CO,, the medium was
removed from the plates into 2 mL Eppendorf tubes (Eppendorf,
Hamburg, Germany). Cells remaining in the wells were washed with
phosphate buffered saline (PBS) three times and then detached by
incubating them with Trypsin-EDTA solution (Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany) at 37 °C and 5 % CO, for 5-7 min. The
detached cells were then added to the Eppendorf tubes with
previously collected medium.
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Due to possible interferences with the MTS assay, cytotoxicity
testing was then repeated using flow cytometry for PSNP doses of
0.1, 1, and 10 mg/L, for Cbz doses of 50 and 100 umol/L, and for
Flx doses of 5 and 10 pmol/L. Tube content (with viable and dead
cells) was stained with Annexin V-FITC (AnnV) and propidium
iodide (PI) using the flow cytometry Annexin V Kit (Bio Rad,
Hercules, California, USA) to countlive (AnnV-, PI-), eatly apoptotic
(AnnV+, PL), apoptotic (AnnV+, PI+), and dead cells (AnnV-,
PI+) on a Cytoflex SRT sorter using its software (Beckman Coulter
Life Sciences, Indianapolis, IN, USA).

Results are reported as the percentage of live, early apoptotic,
late apoptotic, or dead cells compared to negative controls obtained
from three independent experiments done in triplicate.

For further experiments we used only Cbz, Flx, and PNSP doses
that left more than 90 % of cells viable to avoid bias that may arise
from dead, unviable, or damaged cells.

Measurement of oestrogen receptor activity

Oestrogen receptor activity in T47D-KBluc cells was determined
for the test substances or their mixtures using the luciferase assay
(Promega, Madison, WI, USA, Cat. Nos.: E1500 and E1501). The
assay is based on the binding to oestrogen-responsive elements by
oestrogen receptors that make part of the T47D-KBluc cell DNA
sequence. Binding to these elements induces gene transcription that
produces luciferase, which converts beetle luciferin (assay reagent)
to a luminescent product oxyluciferin. The intensity of its
luminescence is proportional to oestrogen receptor activation.

Our measurements followed the OECD test No. 455 (5). The
responsiveness of the test system was checked using diethylstilbestrol
(DES) as positive control and fulvestrant as negative control. The
quality control of the assay confirmed =four-fold mean luciferase
activity compated to negative/vehicle control on each plate and no
interference by the test substances (PSNPs and neurodrugs) with
the assay components and readouts.

The assay was run on T47D-KBluc cells that were first cultured
for a week in a medium in which 10 % FBS was replaced by 10 %
charcoal-stripped FBS to attenuate interferences from serum
hormones. After one week, the cells were seeded in white opaque
flat-bottom Nunc™ MicroWell™ 96-well microplates (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at a density of 2x10* cells
per well, each containing 100 uL. of culture medium containing 5 %
(v/v) charcoal-stripped FBS and kept there at 37 °C and 5 % CO,
for 24 h to attach to the wells. Followed a 48-hour treatment with
different concentrations of PSNPs, Cbz, and Flx alone or their
mixtures. Untreated cells were used as negative control and cells
treated with 10 nmol/L DES as positive control. After the treatment,
oestrogen receptor activity was measured on a SpectraMax iD3
microplate reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) using
the Promega luciferase assay kit as described above.
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Results are expressed either as the percentage of fold
luminescent signal inductions compared to negative or positive
controls.

Statistical analysis

Statistical analysis was run on GraphPad Prism6 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Statistical significance was
determined by one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple
compatison test with negative control values and set to P<0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Physico-chemical characteristics and stability of PSNPs

Figure 1 shows the shape, size, size distribution, and zeta
potential of the PSNPs used in this study. They were of spherical

shape and primary diameter (4, ) of 25.6+3.2 nm, confirming the

producer’s declaration (Phosphorex). Their hydrodynamic diameter

(d,) was gteater than d, |

formation on the nanosurface, while further increase in 4, after 48 h

due to hydration and protein corona shell

indicates slight aggregation due to increased ionic strength of the
cell culture medium (RPMI-1640). The zeta potential was negative

and also increased after 48 h.
"
6 ¢

”*’1

%

B

dTEM =25.6%3.2nm

Measurement conditions (medium, incubation time)

UPW,t=0h CCM, t=0h CCM, t=48h

d,=26.7+29nm | d,=51.8+6.1nm d,=91.4+8.9

{=-31.3+51mv | 7=91+22mv | 7=124%36mv

Figure 1 Transmission electron micrograph (TEM) and physico-chemical
properties of 10 mg/L polystyrene nanoparticles (PSNPs) in ultrapure
water (UPW) and the RPMI-1640 cell culture medium (CCM) at baseline
(t=0h) and after 48 h (t=48 h) at 25 °C. d,, — PSNP dispersion in ultrapure-
watet, d, — PSNP hydrodynamic diameter in UPW and CCM; { — PSNP

zeta potential in in UPW and CCM
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Cytotoxicity of PSNPs, Cbz, Flx, and their mixtures

The MTS assay showed that doses below 60 pmol/L for Cbz
and below 12.5 umol/L for Flx did not affect the viability of T47D-
KBluc cells (Figure 2), while the IC, values were 174.8 and
30.17 umol/L, respectively.

Further flow cytometry showed that none of tested substances
at given doses (0.1, 1, 5, and 10 mg/L for PSNPs; 1, 5, 10, 50, and
100 umol/L for Cbz; and 0.1, 0.5, 1, 5, and 10 pmol/L. for Fx)
induced significant damage to the T47D-KBluc cells (Figure 3), so
we proceeded with these doses in further luciferase assay
experiments.

Oestrogen receptor activity in cells exposed to PSNPs, Cbz,
Flx, and their mixtures

Endocrine disrupting effects of Cbz and Flx in mixtures with
PSNPs were determined by comparing cell oestrogen receptor

(A)

150+

100

504

% of live cells compared
to vehicle control

500 250 125 60 30 15 75 3,75 Ctrl DMSO
Carbamazepine [umol/L]

—
—

150+

“ mEETLE

% of live cells compared
to vehicle control

L] []

T T T T T 1 T T 7T

100 s0 25 125 6 3 15 0,75 CtrlDMSO
Fluoxetine [umol/L]

Figure 2 Viability of T47D-KBluc cells treated with A) carbamazepine (Cbz) and

B) fluoxetine (Flx) established with the MTS assay. Untreated cells were used as

negative control (Ctrl) and cells treated with 10 % (v/v) DMSO as positive control

(DMSO). Results are given as the percentage of Ctrl and calculated as mean values

from three independent experiments. Standard deviations are given as error bars,
and values that are significantly different from Ctrl are marked with * (P<0.05)

=]

activity in respective mixtures (Cbz-PSNPs and Flx-PSNPs) with
that of individual components (Cbz, Flx, or PSNPs). As described
in the OECD test No. 455, a substance can be considered endocrine
disruptor if oestrogen receptor response is equal to or exceeds 10 %
of the response obtained with 10 nmol/L of DES. In view of these
guidelines, the tested substances alone did not induce oestrogen
receptor activity (Figure 4).

However, Cbz-PSNP and Flx-PSNP mixtures show quite
alarming results in terms of health hazard and evidence that
nanoplastics do behave like a Trojan horse in T47D-KBluc cells
regardless of their concentration (Figure 5). Cbz and Flx mixed
with PSNPs evoked strong endocrine disrupting response (=10 %
of oestrogen response to 10 nmol/L DES) starting with the doses
of 50 and 1 umol/L, respectively.

Interestingly, oestrogen receptor response did not depend on
PSNP concentrations. This may be owed to greater PSNP
aggregation in the cell culture medium when particle concentrations
are higher, which may decrease specific surface area available for
interaction with cells and drug absorption. Furthermore, the
observed response did not show dose dependence for the two higher
drug doses (50 and 100 pmol/L of Cbz, 5 and 10 umol/L of Flx),
most likely because of nanosurface saturation.

CONCLUSION

This in vitro study presents the first evidence of endocrine
disrupting activity of complex mixtures containing polystyrene
nanoparticles and neuroactive drugs. Our findings have confirmed
our initial hypothesis that substances combined with nanoparticles
will induce endocrine disruptive response at doses which do not
provoke such response when applied alone. This calls for the revision
of current health hazard assessment practices for environmental
pollutants to include mixtures of plastic nanoparticles and
pharmaceuticals in toxicity evaluation, considering that oestrogen
receptor activation can lead to the development of various cancers
mediated by various key events, such as increased proliferation and
migration of cells, oxidative stress, non-genomic signalling and
inflammatory response as evidenced by the AOP-Wiki, an open
web platform launched by the OECD to support hazard assessment
(35-37).
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Nanoplastika pojac¢ava agonisticki u¢inak neuroterapeutika u uvjetima in vitro

Oneciscenje okolisa nanocesticama plastike (PNP) dodatno je otezalo procjenu opasnosti od nenamjernog izlaganja ljudi neuroterapijskim
lijekovima putem kontaminirane vode i hrane. Zbog svoje male velicine, PNP-i mogu lako uéi u razlicite tipove stanica i prijeci razlicite
bioloske barijere, a njihov omjer povrsine i volumena omogucuje adsorpciju vece koli¢ine tvari na njihovu povrsinu. Upravo na taj nacin
PNP-i preuzimaju ulogu trojanskoga konja te pospjesuje bioakumulaciju mnogih zagadivaca u ljudskom i drugim organizmima. Medu
$tetnim ucincima povezanima sa zagadenjem vode neuroterapijskim lijekovima jesu i poremecaji rada endokrinoga sustava. Takvi su ucinci
ve¢ dokazani za antikonvulzivni lijek karbamazepin (Cbz) i za antidepresiv fluoksetin (Flx). Nasem je istrazivanju cilj bio procijeniti
endokrino disruptivne ucinke Cbz i Flx u slozenim smjesama s nanocesticama polistirena (PSNP) koristenjem luciferaznog eseja za
ispitivanje aktivacije estrogenskih receptora u T47D-KBluc stanicama tretiranima smjesama Cbz-PSNP ili FIx-PSNP i usporediti ih s
ucincima koji su uoceni u stanicama tretiranima pojedinacnim komponentama smjese (Cbz, Flx ili PSNP). U istrazivanju su koristeni ovi
rasponi doza: 0,1 — 10 mg/L, 1 — 100 umol/L i 0,1 — 10 pmol/L za PSNP, Cbz i Flx. Rezultati su pokazali kako niti jedna od pojedina¢nih
komponent ne aktivira ER, a smjese induciraju aktivnost estrogenskih receptora, pocevsi od 0,1 mg/L za PSNP, 10 umol/L za Cbz i
0,5 pmol/L za Flx. Ovo je prva studija koja dokazuje da PSNP-i povecavaju aktivnost estrogenskih receptora izazvanu neuroterapijskim
lijekovima u njihovim ekoloski relevantnim koncentracijama i poziva na hitno ukljucivanje procjene opasnosti od izlozenosti slozenim
smjesama u procjene rizika za ljudsko zdravlje.

KL]UCNE RIJECI: estrogenski receptori; fluoksetin; karbamazepin; polistiren; stani¢na linija T47D-KBluc
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