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Efekat disulfirama na mehanizme reproduktivne subakutne toksi¢nosti etanola i/ili

kadmijuma kod muzjaka pacova

Sazetak

Dosada$nja istrazivanja mehanizama toksi¢nosti alkohola i kadmijuma (Cd) pri
pojedinacnoj i udruzenoj izlozenosti eksprimantalnih Zivotinja potvrduju da oba agensa dovode
do reproduktivne toksi¢nosti. Brojne epidemioloske studije su takode ukazale da su pusenje i
alkoholizam uzro¢nici poremecaja u spermatogenezi i neplodnosti kod muskaraca. S obzirom
na ¢injenicu da je duvanski dim znacajan izvor izloZenosti Cd, kao i1 da su alkoholi¢ari
uglavnom i pusaci, potrebno je utvrditi kako disulfiram (DSF), lek koji se koristi u averzivnoj
terapiji alkoholizma, uti¢e na reproduktivnu toksi¢nost izazvanu pomenutim toksikantima. Cilj
ove studije je bio da se ispita efekat DSF na narusenu homeostazu bioelemenata, redoks i
androgeni status u testisima pacova prethodno izlozenih alkoholu i/ili Cd kao i tokom
koekspozicije sa Cd. Slobodna sulfhidrilna grupa (-SH) u hemijskoj strukturi metabolita DSF,
dietilditiokarbamata (DDTC), ukazuje na redukcioni i heliraju¢i potencijal DSF koji
umnogome moze da promeni metabolizam kako ispitivanih toksi¢nih agenasa (alkohola i Cd),
tako i esencijalnih bioelemenata, kao i endogenih jedinjenja koja poseduju —SH grupe zbog
mogucih reakcija tiolnog ukrStanja.

Studija na zivotinjama (muzjaci pacova Wistar soja, n = 288) je dizajnirana sa ciljem da se
imitiraju navike alkoholi¢ara-pusaéa pre i nakon uvodenja DSF. Zivotinje su bile izloZzene
ispitivanim supstancama subakutno (alkoholu i DSF), odnosno subhroni¢no (Cd). Alkohol,
DSF i maslinovo ulje (MU) kao rastvara¢ za DSF, su davani putem oralne sonde (per 0s), a Cd
intraperitonelano (i.p.), svakodnevno u jednoj dozi. Zivotinje su slu¢ajnim odabirom podeljene
na kontrolne grupe i 7 eksperimentalnih grupa, od kojih je svaka grupa podeljena u 4 ili 6
podgrupa (n = 6) u odnosu na duzinu izlozenosti svakoj od ispitivanih supstanci pojedinac¢no ili
njihovoj kombinovanoj primeni. Podela eksperimentalnih Zivotinja na grupe u odnosu na
trajanje ekspozicije (1, 3, 10, 21 i 42 dana) je sledeca: tri kontrolne grupe (K142, MU1.21, | Ky
21/MU>2.42); tri grupe Koje su individualno bile izlozene ispitivanim agensima (Aj.p1, Cdy42 |
DSFi.21); 1 Cetiri grupe koje su bile paralelno izloZene ispitivanim agesnima (A1.21/Cd1.21, As-

21/DSF22.42, Cd1-42/DSF 2247 1 A1.21/C1.42/DSF2.42).



U homogenatima testisa mereni su parametri oksidativnog stresa (OS): superoksidni anjon
radikal (O,*"), malondialdehid (MDA), aktivnosti ukupne superoksidne dismutaze (tSOD),
katalaze (CAT), glutation reduktaze (GR) i glutation-S-transferaze (GST), redukovani glutation
(GSH) i oksidovani glutation (GSSG) i sadrzaj esencijalnih metala: gvozda (Fe), bakra (Cu),
cinka (Zn) 1 magnezijuma (Mg) 1 toksicnog metala Cd. Zatim su u testisima i plazmi merene
koncentracije testosterona za odredivanje funkcionalnog statusa testisa, dok su histopatoloskom
analizom ustanovljene morfoloske promene u testisima pacova izlozenih dejstvu ispitivanih
agenasa.

Primena DSF nakon subakutne izlozenosti alkoholu (podrazumeva se prestanak unosa A)
povecava Fe i smanjuje Cu u testisima izlozenih pacova. Nivo Zn u testisima je ispod kontrolnih
vrednosti u svim A/DSF eksperimentalnim grupama, ali je u kasnijim terminima blago povisen
(bez znacaja) u poredenju sa Ay grupom. Koekspozicija DSF i Cd u trajanju od 21 dana, kod
pacova koji su prethodno subakutno bili izlozeni pojedinaénom tretmanu Cd rezultirala je
smanjenjem koncentracije Cd u testisima tretiranih pacova, Sto implicira da DSF ispoljava
zastitni efekat na testise, vezuju¢i 1 uklanjaju¢i Cd iz pomenutog tkiva. U pogledu naruSene
homeostaze bioelemenata, koja se javlja usled subakutne i subhroni¢ne izlozenosti Cd, DSF je
ispoljio pozitivan efekat na sadrzaje Fe i Cu u testisima tretiranih zivotinja. Takode, DSF je
uspeo da poveca koncentraciju Zn (ali ne statisti¢ki znacajno), koja je prethodno smanjena usled
subakutnog davanja Cd. Tretman DSF je ostvario pozitivan efekat na naruSenu homeostazu Fe,
Cu i Zn izazvanu paralelnim davanjem alkohola i Cd, vracaju¢i vrednosti pomenutih

bioelemenata na kontrolne.

Uvodenje DSF nakon zavrSene subakutne ekspozicije alkoholu je ispoljilo povoljan
efekat na neke parametre OS (0,*", MDA i GSH), dok su aktivnosti tSOD, CAT i GR u testisima
znacajno vece, a koncentracija O,*" i MDA, kao i GSSG/GSH odnos zna¢ajno manji u Cdy.
42/DSF22.42 grupi u odnosu na Cdg, grupu. Disulfiram je ostvario protektivni efekat na naruSen
oksidativni status u testisima usled paralelne ekspozicije alkoholu i Cd, pri ¢emu je vratio
vrednosti MDA, GSSG i GSSG/GSSH odnosa kao i aktivnosti CAT i GR na kontrolne, dok su

vrednosti ostalih merenih parametara pomerene ka kontrolnim.

Subakutni tretman DSF nije pokazao protektivni efekat na produkciju testosterona u
testisima, koja je prethodno narusena subakutnim izlaganjem alkoholu i/ili Cd. Uvodenje DSF po

zavrSetku subakutnog davanja alkohola pokazalo je trend daljeg smanjenja nivoa testosterona u
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plazmi, dok je u homogenatima testisa zabelezen blagi porast testosterona u odnosu na Ay
grupu. Udruzena izlozenost Cd i DSF dovela je do pove¢anja nivoa testosterona u plazmi u grupi
Cd1-42/DSF2,.42 u 0dnosu na Cdgp, ali su te vrednosti i dalje daleko ispod kontrolnih vrednosti.
Ocigledno da primena DSF u trajanju od 21 dana nije uspela da otkloni posledice OS, pre svega
pokretanje procesa LPO, na endokrinu funkciju testisa izazvanog prethodnim izlaganjem
alkoholu i/ili Cd.

HistopatoloSom analizom je utvrdeno da DSF nema potencijal da popravi negativne
efekte na morfoloske promene do kojih je dovela subakutna upotreba alkohola i/ili

subakutna/subhroni¢na upotreba Cd.

Ovo istrazivanje predstavlja doprinos razjasnjenju odredenih antioksidativnih efekata
DSF posle izlaganja alkoholu i/ili Cd. Ovaj fenomen se moze objasniti izrazenim helirajué¢im
svojstvima DSF i antioksidativnim kapacitetom DSF/DDTC redoks para koji imitira endogeni
GSH/GSSG redoks par.

Kljuéne reci: alkohol, kadmijum, disulfiram, testisi, oksidativni stres, esencijalni
bioelementi

Nauéna oblast: Farmacija

UZa naucna oblast: Toksikologija

UDK broj: 615.9:615.279(043.3)



The effect of disulfiram on ethanol and/or cadmium reproductive subacute toxicity

mechanisms in male rats
Abstract

Previous animal studies on the mechanisms of toxicity after exposure or co-exposure to
alcohol and cadmium (Cd) confirmed that both agents induce reproductive toxicity. Numerous
epidemiological studies have also suggested that smoking and alcoholism cause disturbances in
spermatogenesis and infertility in men. Due to the fact that tobacco smoke is an important source
of Cd exposure, as well as alcoholics are usually smokers too, it is necessary to determine if
disulfiram (DSF), a drug used in aversive therapy of alcoholism, affects the reproductive toxicity
induced by the abovementioned toxicants. The aim of this study was to examine the effect of
DSF on disturbed bioelements’ homeostasis, redox and androgen status in the testes of rats
previously exposed to alcohol and / or Cd and during co-exposure with Cd. Free sulfhydryl
group (-SH) in the chemical structure of the DSF’s metabolite, diethyldithiocarbamate (DDTC),
indicates the reducing and chelating potential of DSF, which in many ways can change the
metabolism of tested toxic agents (A and Cd), as well as essential bioelements, and endogenous
compounds containing -SH groups due to possible reactions of thiol linking.

The animal study (male Wistar rats, n = 288) was designed in order to imitate the
conditions of alcoholics-smokers before and after the introduction of DSF. The animals were
exposed to the tested substances subacute (alcohol and DSF) and subchronic (Cd). Alcohol, DSF,
and olive oil (OL), as a solvent for DSF, were administered via oral gavage (per os), and Cd
intraperitoneally, in a single daily dose. Animals were randomly divided into control groups and
7 experimental groups, each group was divided into 4 or 6 subgroups (n = 6) according to the
duration of exposure to the tested substances alone or in combination. The division of the groups
of the experimental animals with respect to the exposure time (1, 3, 10, 21 and 42 days) was as
follows: three control groups (Cis2, OLip1 and Cip1 / OLgogp); three groups which were
independently exposed to the tested agents (Ai-21, Cdi-42 and DSF1-21); and four groups that were
subjected parallelly to the tested agents (Ai-21/ Cdip1, A121 / DSF22.42, Cd1.42/ DSF22.42 and Ap.21
/ Cdy-42 | DSF2.42).

In the homogenates of testes were measured parameters of oxidative stress (OS):
superoxide anion radical (O,*"), malondialdehyde (MDA), the activities of: total superoxide
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dismutase (tSOD), catalase (CAT), glutathione reductase (GR) and glutathione-S-transferase
(GST), reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) and the content of essential
metals: iron (Fe), copper (Cu), zinc (Zn) and magnesium (Mg) and toxic metal Cd. Then,
testosterone concentrations were measured in the testes and plasma to determine the functional
status of the testes, while the histopathological analysis evaluated morphological changes in the

testes of rats exposed to the tested agents.

Application of DSF after subacute exposure to alcohol (cessation of alcohol is meant)
increased Fe and decreased Cu content in the testes of exposed rats. The testicular Zn levels were
under the control values in all the A/DSF experimental groups, but it was slightly elevated (non-
significantly) when compared to the A,; group. Co-exposure of DSF and Cd for 21 days, of rats
that have previously been exposed to subacute Cd treatment resulted in a reduction of Cd
concentration in the testes of treated rats, which implies that DSF exerts a protective effect on the
testes, by binding and removing the Cd from the abovementioned tissue. Concerning the
disturbance in homeostasis of bioelements, which occurred after subacute and subchronic
exposure to Cd, DSF has shown a positive effect on the contents of Fe and Cu in the testes of the
treated animals. Also, DSF has managed to increase the concentration of Zn (but not statistically
significant), which was previously reduced due to subacute administration of Cd. Disulfiram
treatment has achieved a positive effect on the disturbed homeostasis of Fe, Cu and Zn caused by

co-administration of alcohol and Cd, restoring the values of these bioelements to the control.

The introduction of DSF after subacute exposure to alcohol showed a beneficial effect on
some parameters of OS (0,°*, MDA and GSH), while the activities of tSOD, CAT and GR were
significantly higher, and the concentrations of O,° and MDA, and GSSG/GSH ratio were
significantly lower in Cd;.42/DSF2,.4, group compared to Cds, group. Disulfiram achieved a
protective effect on the oxidative status in the testes that was disrupted due to previous parallel
exposure to alcohol and Cd. Administration of DSF returned values of MDA, GSSG and
GSSG/GSSH ratios and the activities of CAT and GR to the control, while values of other

measured parameters shifted towards the control values.

Subacute treatment with DSF has not demonstrated a protective effect on the production
of testosterone in the testes, which has been previously impaired by subacute exposure to alcohol
and/or Cd. The introduction of DSF following subacute alcohol administration showed further
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reduction in plasma testosterone level, while testosterone level in the testicular homogenates was
slightly increased compared to Ay; group. Associated exposure to Cd and DSF has led to an
increase in plasma testosterone levels in Cd;.4o/DSF;;.42 group compared to Cdg, group, but these
values are still below the control values. Obviously the use of DSF for a period of 21 days has
failed to repair the consequences of the OS, primarily LPO, on the endocrine function of the

testes caused by previous exposure to alcohol and / or Cd.

Histopathological analysis has shown that DSF has no potential to correct the negative
effects on the morphological changes in testes previously caused by subacute exposure to alcohol

and / or subacute / subchronic exposure to Cd.

The contribution of this research is the clarification of certain antioxidant effects of DSF
after exposure to alcohol and / or Cd. This phenomenon can be explained by an extensive
chelating properties of DSF and antioxidant capacity of DSF/DDTC redox couple that mimics
endogenous GSH/GSSG redox couple.

Key words: alcohol, cadmium, disulfiram, testes, oxidative stress, essential bioelements

Academic Expertise: Pharmacy
Major in: Toxicology

UDK No: 615.9:615.279(043.3)
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Skracenice

A — alkohol

ADH — alkohol dehidrogenaza

ALDH — aldehidna dehidrogenaza

AOS — antioksidativni odbrambeni sistem
ATP — adenozin trifosfat

CAT - katalaza

Cd — kadmijum

Cu — bakar

CuzZnSOD - bakar, cink superoksid dizmutaza
SZO — Svetska zdravstvena organizacija

DDC - dietilditiokarbamidna Kiselina

DDTC — dietilditiokarbamat

DDTC-Cu — bis (diethilditiokarbamatni) bakar kompleks
DER — disulfiram-alkoholna reakcija

DETC — N-dietilditiokarbamat

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DSF — disulfiram

ECSOD - ekstracelularna superoksid dizmutaza
Fe — fvozde

FSH — folikulostimuliraju¢i hormon

G6PDH — Glukozo-6-fosfat dehidrogenaza
GPx — glutation peroksidaza

GR — glutation reduktaza

GS — glutation sintetaza

GSH — glutation

GSSG — oksidovani glutation

GST — glutation S-transferaza

H,0, — vodonik peroksid

HO-e — hidroksilni radikal

IARC — Medunarodna agencija za istrazivanje raka
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ICAA — Medunarodni savet za alkohol 1 bolesti zavisnosti
KTB — krvno-testisna barijera

LH — luteiniziraju¢i hormon

LPO - lipidna peroksidacija

MDA — malondialdehid

Me-DDC — dietilditiometilkarbamat
MEQS — mikrozomski-etanol-oksiduju¢i sistem
Mg — magnezijum

MIF — Milerov inhibitorni faktor
MnSOD — mangan superoksid dizmutaza
MT — metalotioneini

NADH — nikotinamid adenin dinukleotid
Ni — nikal

NO’ - azot oksid

O, — molekulski kiseonik

O, — superoksid anjon radikal

ONOQ'" — peroksinitrit

OS — oksidativni stres

RNK — ribonukleinska kiselina

RNS — reaktivne azotne vrste

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste

SOD - superoksid dizmutaza

SR — slobodni radikali

Zn — cink

v-GCS — y-glutamilcistein-sintetaza

14



Sadrzaj

1.

1.1.

1.1.1.

1.1.2.

1.1.3.

1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.3.

1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.

1.4.
1.5.

1.5.1.

1.5.2.

1.6.
1.7.

3.1.
3.2.

3.2.1.

3.2.2.

3.3.

L LY | 5 ST RR 19
ATKONON ..o bbb bbbt 19
Istorijat UPOtrebe etaNOIA. ..........coveiie e 19
Osobine i metabolizam etanola ...........coooeiiiiiiiiiic 19
ToksiCni efektl €tanola .........ccuuviiiiiiiiii i 20
DT g ST 22
Istorijat upotrebe diSUITIFAMA ........coviiiiie e 22
Osobine i metabolizam diSUITIrama..........c.cooeiieiiie s 23
KAAMIJUM Lt b bbbttt ettt bt ebeere s 25
Kadmijum u ZIVOtNOJ STEAINT.......cveiviriiiiiiiiiiiiieieee et 25
[Z10Zenost KadmIJUMU ....ccooiiiiiiii e 26
Toksicni efekti Kadmijuma..........ccoooiiiiiiiiiiic e 27
Esencijalni metali - DIOIEMENTT ........c.coviiieie e 28
(@] [0 TN 0TI =TT U S 29
Oksidativna modifikacija DiomoleKula ... 30
Antioksidativii SISTEM ZASTITE ....eeeiuvereeiiiiiee e i e e esiiee e e s st e e e s e e e s s e e e e e s eeeesrreeeeanns 31
Reproduktivna anatomija i funkcija testisa SISAra..........cccuevvveevieiieeieeiie e sie s see e 36
OKSIAALIVNT STIES T TESTIST vvevvreveeirieiieiecie e eiesee s e e et e et e ste e e e sreesae e e sneenteaneesneenes 42
HIPOTEZA I CILJ ISTRAZIVANIA ..ot oot 45
MATERIJAL I METODE........co ittt aneas 47
Eksperimentalne ZIVOINJE.........cooviiiiiiiiiieiee e 47
Dizajn EKSPEITMENTA. .......eeiiiiiiieiie et e e e sbeeabe e s reeeneens 47
Eksperimentalng grupe PACOVA.........c.cciveiieiiieeiiieiie st stee e siee et sre e e e ene e 48
Priprema reagenasa i rezim doziranja je bio sledeCi:........cccovviiiiiiiiiiiiiciiiine 49
HistopatoloSka analiza testiSa PACOVA ......ccuuiiiiiieiiiie ittt 50



3.3.1.  Priprema tkiva testisa za histopatoloSku analizu...........cccccoevevviiiniiiiinie e 50

3.4. Odredivanje sadrzaja metala u teStiSIMa.........ccuerviriiiiiiieiiie s 50
3.4. 1. ReEAGENST 1 SLANAAITI ....oviviiiiiiiieie e 50
3.4.2.  PrIPreMa UZOTAKA. ... cveivitiieiiiiiiieieee ettt bbbttt r bbb 51
3.4.3. Merenje KONCENtraCije MELAIA .........ccoveiiiiiiiieicieee e 51

3.5. Odredivanje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u homogenatima

EKIVA TESTISAL ... s 51
TR TS T o 1< 1 1117 | =SSR 51
3.5.2.  Priprema homogenata za merenje parametara oksidativnog stresa............c.cceeevevverueenne. 52
3.5.3.  Odredivanje koncentracije proteina u homogenatima tkiva testisa............c.cceevvriirnenn. 53
3.5.4. Odredivanje parametara oksidativnog stresa 1 antioksidativne zaStite.............ccocuvreennn. 54
3.6.  Odredivanje sadrzaja teStOSIETONA. .......c.verueeriirririeeireere ettt 58
3.6.1.  Priprema homogenata za odredivanje teStOSteroNa ..........c.eevueereriieeriesiie e siee e 58
3.6.2.  Odredivanje koncentracije teStOStErONA ...........cueiverrereeriirresieesieere et 58
3.7, StatistiCka analiZa..........ccoiiiiiiiiiieie e 59
4. REZULTAT ettt 60
4.1. Zbirni prikazi efekata svih primenjenih tretmana na pojedinacne izmerene parametre u
TESTISTMA PACOVA ...ttt bbb bbbt e sttt b bbbt b et e e et bbbt 60
4.1.1. Efekti primenjenih tretmana na status biolelemenata u testisima pacova...................... 60
4.1.2.  Efekti primenjenih tretmana na status oksidativnog stresa u testisima pacova.............. 63
4.1.3. Efekti primenjenih tretmana na status testosterona u plazmi i testisima pacova............ 68

4.2. Prikazi uticaja individualne izloZenosti alkoholu, kadmijumu i disulfiramu na ispitivane

PArametre U teStISIMA PACOVA .......ciuuiuiriieiieieieste sttt sttt sttt sttt sbe bbb et b et e bbb b ne e 69
4.2.1.  1210Zen0St AIKONOIU ...c.vviiiiiiiiiiiie e 69
4.2.2.  1z10Zenost KAAMIJUMU .......cooiiiiiiiiiiicice e 71
4.2.3.  1z10Zen0St diSUITITAMU ....cveiiiiiiiie it nees 74

4.3. Uticaj kombinovane izloZenosti alkoholu i/ili kadmijumu i disulfiramu na testise pacova
77

4.3.1. Parelelna izloZenost alkoholu i kadmijumu (1-21 dana).........cccccevvviienieeresieseeseenn 77

16



4.3.2. Nadovezana izlozenost alkoholu (1-21 dana) pa disulfiramu (22-42 dana)................... 79
4.3.3.  Udruzena izloZenost kadmijumu (1-42 dana) i disulfiramu (22-42 dana) ..................... 82

4.3.4.  Udruzena izloZenost disulfiramu (22-42 dana), kadmijumu (1-42 dana) i alkoholu (1-21
dana) 85

O, DISKUSIHIA e 89
5.1. Uticaj individualne subakutne izloZenosti etanolu na status bioelemenata, oksidativni

stres, testosterona i morfoloSke promene u testiSima PACOVA ........ccvereeriiiiieeiiiie e 90

5.2.  Uticaj subhroni¢ne izloZenosti kadmijumu na status bioelemenata, oksidativni stres,
testosterona i morfoloSke promene u testiSima PACOVA. ........uevirieririiirieiieie e 95

5.3. Uticaj individualne subakutne izloZenosti disulfiramu na status bioelemenata, oksidativni
stres, testosterona i morfoloske promene u testiSIMa PACOVA .........cevvvrivrerieieiienieie e 105

5.4. Uticaj kombinovane subakutne izloZenosti alkoholu i kadmijumu na status bioelemenata,
oksidativni stres, testosterona i morfoloske promene u testisima pacova .........ccocererererennenn 108

5.4.1.  Uticaj nadovezane subakutne izlozenosti alkoholu (1-21 dana) pa disulfiramu (22-42
dana) na na status bioelemenata, oksidativni stres, testosterona i morfoloske promene u testisima

pacova 110

5.4.2.  Uticaj paralelne subakutne izloZenosti kadmijumu i disulfiramu na status bioelemenata,

oksidativni stres, testosterona 1 morfoloske promene u testisima pacova .........ccocceeeververineennnn. 112

5.4.3.  Uticaj udruzene izlozenosti disulfiramu (22-42 dana), kadmijumu (1-42 dana) i

alkoholu (1-21 dana) na status bioelemenata, oksidativni stres, testosterona i morfoloske

PromMeNe U teSHISIMA PACOVA ........ecviiieeieciie ittt te sttt sre ettt e s e sre e sre e e e s beesteaneesaaeeeenee e 117

B.  ZAKLIUCAK ...ooiioiiriiiciseieiiee ettt 120

7. LITERATURA ettt 122

8. PRILOZL....e ettt 144
8.1, Prilog - StatuS MeTala..........ooiiiiiiieieee e 144
8.2.  Prilog - parametri oKSIatiVNOQG SIrESA ........ccvviiiieeiiieiee e 147
8.3.  Prilog - PriraSt Mase tESTISA ........ueueirieiirieiie sttt 152
SRR o ] [oTo I o =] - Vo | 1= USSR 153
8.4.1. Korelacije izmedu metala i parametara oksidativnog statusa u testisima pacova........ 153
8.4.2. Korelacije izmedu parametara oksidativnog statusa u testisima wistar pacova........... 157

17



BIOQrafija QULOIA ......ocveeiicc ettt et e e e e nre e 163

kT E= 1= W TNV a o] oo 1= ) P PPRPR 165
M3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe 1 enekTPoHCKe Bep3uje JOKTOPCKOr pajaa ....... 166
M3JaBa O KOPULLINEHDY ......cviiiiiiieiieieeet ettt bbb 167

18



1. UVOD

1.1.ALKOHOL

Alkoholizam je globalni drustveni i zdravstveni problem, jedna od najrasprostranjenijih
bolesti zavisnosti, odnosno toksikomanija. Iako se javlja jo§ od davnina kao velika pretnja
Covecanstvu, alkoholizam predstavlja jedan od najtezih problema savremene medicine. U cilju
smanjenja smrtnih ishoda izazvanih alkoholom, Medunarodni savet za alkohol i bolesti
zavisnosti (ICAA) iz Zeneve i Svetska zdravstvena organizacija (SZO) preduzimaju niz
aktivnosti s ciljem da se njegova potrosnja smanji. U danasnje vreme veéina zemalja ima aktivnu
politiku prema alkoholu, trude¢i se da minimiziraju u¢inak alkohola limitiraju¢i konzumaciju sa

pravilima, taksama, tretmanom i prevencijom.

1.1.1. Istorijat upotrebe etanola

Smatra se da su alkohol prvi put sintetisale bakterije preradujuci celije biljnog porekla pre 1,5
biliona godina. Ostaci alkohola u porama grncarije stare oko 7000 godina nam svedoce o
pocecima upotrebe alkohola u humanoj populaciji. Najraniji poznati pisani zakon o alkoholu je
Hamurabijev zakonik iz Vavilona, napisan 2000. godine p.n.e., kojim je bila regulisana prodaja
alkoholnih pic¢a, a odnosila se na zastitu potrosaca i odgovornost prodavaca. Kod Srba se prvi
pisani trag o alkoholnim pi¢ima pojavljuje u jednom pismu kralja Vladislava iz 13. veka u kome

se pravno regulie proizvodnja piva (Corovi¢, 2001).

Danas alkohol ima veoma Siroku primenu u industriji i laboratorijama kao rastvara¢, odnosno
u medicini 1 farmaciji kao dezificijens. U alkoholnim pi¢ima se nalazi etil alkohol ili etanol.
Prirodno se dobija alkoholnim vrenjem u procesu fermentacije iz plodova voca i zitarica koje

sadrze Secer (Quertemont i sar. 2005; Rukkumani i sar., 2004).

1.1.2. Osobine i metabolizam etanola
Etanol je mala, nejonizovana molekula, hemijske formule C,HsOH, relativne molekulske
mase (Mr) 46, hidrofilnih i lipofilnih osobina. Kroz ¢elijske membrane prolazi mehanizmom

proste difuzije i distribuira se u svim telesnim te¢nostima i tkivima organizma (Goseel i Bricker,
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1984). Etanol se bolje rastvara u vodi nego u mastima i njegov parcijalni koeficijent izmedu
masti 1 vode je 0,1, §to znaci da je koncentracija etanola u telesnim te¢nostima 10 puta veca nego

u depoima masti (Goldstein i sar., 1983).

Metabolizam etanola je enzimski kontrolisan viSefazni sekvencijalni proces koji se odvija u

tri faze:

1. metabolisanje etanola do acetaldehida delovanjem triju enzima (enzimskih sistema): NAD*
zavisne alkohol dehidrogenaze (ADH), katalaze (CAT) i mikrozomskog-etanol-oksidujuceg
sistema (MEQS);

2. oksidacija acetaldehida do siréetne kiseline delovanjem NAD® zavisne aldehidne
dehidrogenaze (ALDH);

3. zavrS$na faza metabolisanja siréetne kiseline do ugljen dioksida i vode uz pomo¢ acetil-KoA

sintetaze i acetil-KoA liaze.

1.1.3. Toksi¢ni efekti etanola

Mehanizam toksi¢nosti etanola je direktno povezan sa njegovim metabolizmom. Sam
acetaldehid, koji nastaje u prvoj fazi katalizovane oksidacije etanola, je izuzetno reaktivni
aldehid koji se vezuje za celijske proteine i1 dezoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) dovode¢i do
njihovih oksidatvnih promena (Cederbaum 2010). Prilikom svakog od tri moguéa metaboli¢ka
puta oksidacije alkohola do acetaldehida nastaju slobodni radikali (SR) koji mogu da ugroze
¢elijski antioksidativni odbrambeni sistem (AOS) 1 dovedu do nastanka oksidativnog stresa (OS)

(Das i sar., 2005; Cederbaum, 1991)

Kada se alkohol konzumira u umerenim koli¢inama, u njegov metabolizam je ukljucena
prevashodno ADH i tada su zabelezene promene nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) nivoa
kao i promene NADH/NAD" (Das i sar., 2005; Cederbaum, 1991). Hroni¢no konzumiranje
alkohola indukuje MEOS, zapravo tada oksidaciju alkohola katalizuju izoenzimi citohroma
P450, prevashodno 2E1 izoforma (Cederbaum, 1991). Izoenzim 2E1 moZe u znacajnoj meri da
katalizuje formiranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. Rective oxygen species-ROS) kod
alkoholicara, tako da je dokazano povecano stvaranje vodonik peroksida (H2O,), koje je u jetri
alkoholi¢ara povezano sa povecanom proizvodnjem hidroksilnog radikala (HO") (Nordsblom i

Coon, 1997; Klein i sar, 1983). Peroksizomalna aktivnost, odnosno katalazni enzimski sistem,
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takode doprinosi oksidaciji alkohola u jetri. Ovaj mehanizam je izrazeniji kod teskih alkoholicara
gde postoji akumulacija masnih kiselina u jetri, usled njihove povecane oksidacije (Rubin i sar.,

1972).

Druga faza metabolizma etanola, oksidacija acetaldehida, se odvija u jetri posredstvom
ALDH. Mitohondrijalna ALDH igra klju¢nu ulogu u odrzavanju niskih koncentracija
acetaldehida. Nastali acetat na kraju aktivira acetil-CoA-sintetaza do acetil-CoA (Cunningham i
Bailey, 2001).

Rezultat oksidacije etanola posredstvom ADH i naknadne oksidacije acetaldehida
posredstvom ALDH je znacajno poveéanje hepaticnog NADH/NAD" odnosa u citoplazmi i
mitohondrijama. Mitohondrijalna ALDH prozvodi najve¢i deo NADH unutar mitohondrija, §to
posledi¢no dovodi do transporta citoplazmaticnih NADH redukujuéih ekvivalenata pre svega
preko malat-aspartat Satla. Ukoliko se radi o aerobnom tkivu, povecan nivo NADH se trenutno
reoksiduje posredstvom mitohondrijanog sistema za transport elektrona, tako da oksidacija

etanola povecava dostupnost NADH u mitohondrijama (Cunningham i Bailey, 2001).

Pored toga Sto je direktno ukljucen u proizvodnju ROS, metabolizam etanola, dovodi 1 do
promena u mikrookruzenju povoljnih za nastanak OS kao S§to su hipoksija, endotoksemija i
oslobadanje citokina. Takode, alkohol moZe izmeniti nivoe nekih metala u telu, ¢ime se olakSava
proizvodnja ROS. Konacno, alkohol uti¢e i na smanjenje nivoa antioksidanasa koji eliminiSu

ROS (Sergent i sar, 2001).

Preveliki unos alkohola oste¢uje normalan razvoj i funkcionisanje gotovo svih organskih
sistema (Altura i Altura, 1999; Thurman i sar., 1999; Trevisiol i sar., 2007). Stetni uticaji
prolongirane konzumacije alkohola na organizam su viSestruki. Direktnim destruktivnim
dejstvom, alkohol oste¢uje sve Celije 1 tkiva u organizmu, dok indirektnim dejstvom izaziva
poremecaje metabolizma ugljenih hidrata, lipida, smanjuje sintezu proteina, vitamina 1 minerala,
posebno vitamina iz grupe B (Zahr i sar., 2011). Alkohol takode dovodi do oStecenja jetre
(ciroza), moze se javiti ulkusna bolest (Cir, koji kod nastavljene konzumacije moze dovesti do
tumora). Takode postoji opasnost od masne infiltracije srca (alkoholna miokardiopatija),
polineuropatije, fibroze miokarda, oSteCenja bubrega, koze, retine oka, zapaljenja pankreasa,
Secerne bolesti, poviSenog krvnog pritiska, stvaranja epileptoidnog Zarista, prosirenja mozdanih

komora, kao i difuzne kortikalne atrofije (Li i sar., 2014). Moze se javiti zapaljenje nervnog
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stabla (alkoholni polineuritis), kao i Stetan uticaj alkohola na reproduktivne funkcije u vidu
impotencije, atrofije testisa, ginekomastije i gubitka seksualnog interesa (Blanco i Guerri, 2007,
Gottesfeld, 1998). Alkoholni sindrom kod fetusa predstavlja poseban efekat etanola na funkcije
reproduktivnih organa i karakteriSu ga prenatalna i postnatalna retardacija rasta, mikrocefalija,
motorna disfunkcija i mentalna retardacija. Uzimanje velikih koli¢ina alkohola, posebno u prva
tri meseca trudnoce dovodi do najtezih malformacija i razvijanja kompletnog alkoholnog

sindroma (Welch-Carre, 2005; Chiriboga, 2003; Chaudhuri, 2000).

Alkohol kod Zena povecava sintezu estrogena u organizmu, $to rezultuje izostankom
ovulacije, poremecajem faze luteinizacije 1 amenorejom (Longnecker i Tseng, 1998). Brojne
studije su pokazale povezanost izmedu produzenog konzumiranja alkohola i1 neplodnosti kod
muskaraca povezane sa smanjenim nivoom testosterona i povecanim OS (Emanuele i Emanuele,

2001; Maneesh i sar., 2005; Oliva i sar., 2006; Uygur i sar., 2014).

1.2.DISULFIRAM

1.2.1. Istorijat upotrebe disulfirama

Disulfiram (tetraetiltiuram disulfid, bis [dietiltiokarbamil] disulfid) (DSF) je prvi put
sintetisan osmadesetih godina XIX veka, ali je njegov neprijatan efekat nakon konzumiranja
alkohola otkriven Cetrdesetih godina XX veka od strane dva nauénika, Halda i Jacobsen-a, koji
su ispitivali antiparazitike (Barth 1 sar, 2010; Hald 1 Jacobsen, 1948). Vise od 60 godina DSF se
primenjuje za lecenje alkoholizma i jo§ uvek je najceS¢e primenjivan lek za ovo oboljenje. Kod
averzivne terapije zavisnosti odalkohola DSF se koristi dugi niz godina (Eneanya i sar., 1981).
Ova metoda lecenja zasniva se na inhibiciji citozolne aldehid dehidrogenaze (ALDH1A1, vise
nego ALDH2), sto dovodi do akumulacije acetaldehida u krvi i pradeno je brojnim neprijatnim
simptomima (Koppaka i sar., 2012). Nastale promene oznacavaju se DSF-alkoholnom reakcijom
(DER) i uklju€uju: crvenilo, lupanje srca, dispneju, hipertenziju, mu¢ninu, povracanje, cijanozu i

smanjenje krvnog pritiska (Djuki¢ i sar., 1999; Marcato i sar., 2011).

22



1.2.2. Osobine i metabolizam disulfirama
Disulfiram je kristalan praSak, bele do svetlo sive boje, relativne molekulske mase (Mr)
296,54. U vodi je prakticno nerastvoran, dok je rastvorljiv u alkoholu, etru, acetonu, etilacetatu,

benzenu, hloroformu i ugljendisulfidu.

Slobodni DSF nikada nije detektovan u plazmi, jetri ili urinu, $to ukazuje da ovo jedinjenje in
vivo odmah nakon uno$enja u organizam podleze brojnim hemijskim reakcijama i redukciji na
dva molekula dietilditiokarbamata (DDTC). Formirani tioli se brzo dalje metabolisu u nekoliko
pravaca: (1) konjuguju se sa glukuronskom kiselinom; (2) oksiduju se do sulfata; (3) razlazu do
ugljen disulfida i dietilamina; i (4) reoksiduju u DSF (Deitrich i Erwin, 1971; Vallari i
Pietruszko, 1982; Kitson, 1983; Lipsky i sar., 2001).

Nakon ingestije DSF se u stomaku brzo konvertuje u njegov bis (diethilditiokarbamatni)
bakar (Cu) (DDTC-Cu) kompleks. Posledi¢no, apsorpcija i distribucija preko gastrointestinalne
mukoze u krv moze ukljuciti sam lek i njegov kompleks sa Cu. U krvi se oba jedinjenja vrlo brzo
razgraduju u dietilditiokarbamidnu kiselinu (DDC), koja je veoma nestabilna i dodatno se razlaze
na dietilamin 1 ugljen disulfid. Dietilditiokarbamidna kiselina je takode supstrat u drugoj fazi
metabolizma, koja ukljucuje formiranje dietilditiometilkarbamata (Me-DDC) i glukuronske
kiseline-DDC. Medutim, Me-DDC takode prolazi oksidativnu biotransformaciju u
dietiltiometilkarbamat (Me-DTC), koji se dalje oksiduje u odgovaraju¢i sulfoksid i sulfon
metabolite. Dietiltiometilkarbamat moze da deluje kao inhibitor mitohondrijalne ALDHI,
izoenzim niske Km vrednosti, dok su dva S-oksidovana metabolita, posebno sulfon metabolita,
veoma snazni inhibitori ne samo ALDHI, ve¢ takode i citozolne ALDH2, visoke Km vrednosti.
Inhibitorna reakcija izmedu enzima 1 svakog od tri metabolita odlikuje se formiranjem
kovalentnog adukta, verovatno sa cisteinskim ostatkom na aktivnom mestu enzima. Ispitivanja in
vivo efekata DSF vrSena su na volonterima koji su Koristili etanol i dobijali rastu¢e doze DSF
izmedu svakog doznog perioda. Prosecne koncentracije Me-DTC u plazmi u stacionarnom stanju
bile su proporcionalne datim dozama DSF. Takode je bio blizak odnos izmedu povecanog
oksidativnog metabolickog stvaranja Me-DTC, oksidativnog formiranja acetaldehida i DSF-
etanol reakcije. Shodno tome, Me-DTC u plazmi ne moze samo sluziti kao marker oksidativne
metabolicke funkcije u jetri, ve¢ takode i terapijske efikasnosti tretmana kod subjekata u
stabilnom stanju. Ocigledno je da postoji potreba za individualnim doznim titracijama. Kod

pacijenata koji su zavisni od alkohola 1 imaju teska hepatocelularna oStec¢enja, oksidativni P450
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katalizuje formiranje Me-DTC i verovatno njenih sulfoksid i sulfon metabolita i na taj nacin
odlaze ili potpuno blokira inaktivaciju ALDH aktivnosti u jetri. Kao posledica se kod pacijenata

moze javiti nedovoljna DER.

Molekularni mehanizam inhibicije ALDH je posredovan metabolickim produktima DSF.
Prvi od njih obuhvata raskidanje disulfidne veze i istovremeno oslobadanje DDTC, koji je
inhibitor ALDH in vivo, ali ne i in vitro (Deitrich i Erwin, 1971; Kitson, 1975; Vallari i
Pietruszko, 1982; Kitson, 1991; Lipsky i sar., 2001). Dietilditiokarbamat se konvertuje preko
hepati¢ne tiol metiltransferaze na S-metil-N, N-dietilditiokarbamat (DETC) i S-metil-N, N-
dietilditiokarbamat (Me-DDTC), oba veoma jaka inhibitora ALDH2 u mitohondrijama in vivo.
Naknadna P450-katalizovana oksidacija metabolita DETC i Me-DDTC, ukljucuju¢i DETC-
sulfoksid (DETC-SO) i S-metil-N, N-dietiltiokarbamat-sulfoksid (Me-DDTC-SO) i -sulfone
(Me-DDTC-SO0,), takode inhibira ALDH u mitohondrijama (Hart i Faiman, 1993; Mays i sar.,
1996, 1998). Inhibicija ALDH indukovana ovim jedinjenjima je ireverzibilna zbog karbamilacije
katalitickog Cis302 ostatka (Lipsky i sar., 2001). Pokazano je da GSH ne uti¢e na snaznu
inhibiciju ALDH2 izazvanu Me-DDTC-SO. Ovim je pokazano da Me-DDTC-SO poseduje
izrazeniji antagonisticki potencijal prema ALDH2 u odnsu na ostale DDTC metabolite (Mays i
sar., 1998).

Pored toga Sto se koristi kao antidipsotropski agens, DSF je preko ALDH nezavisnog
mehanizma pronasao novu terapijsku primenu u lecenju kokainskih zavisnika. Mehanizam
ukljucuje disulfiramsku inhibiciju dopamin-hidroksilaze, koja predstavlja Cu-zavisni enzim
neophodan za prevodenje dopamina u norepinefrin u noradrenergickim neuronima (Barth 1
Malcolm, 2010). Redukcija oslobadanja norepinefrina izazvana DSF u noradrenergickim
neuronima utice na smanjenje ekscitacije dopaminergickih neurona srednjeg mozga ¢ime se
ublazava euforija izazvana kokainom (Gaval-Cruz i Weinshenker, 2009). Ovi inhibitorni efekti

su pripisani Cu-helatnoj aktivnosti DDTC.

Disulfiram inhibira brojne Cu-zavisne enzime, ukljucujuéi karboksilestarazu i holinesterazu
(Zemaitis i Greene, 1976). Smatra se da poznato Cu-helatno dejstvo indukuje inhibiciju
proteazoma 1 posledicnu apoptozu Celija kancera (Wang 1 sar., 2011), Sto kandiduje DSF za
koriS¢enje u antikancerskoj terapiji (Lin i Lin, 2011; Nagy i sar., 2012; Barth i sar., 2010). Dobro
je poznata sposobnost DSF da deluje kao DNK-demetiliSuc¢i agens i postoje rezultati koji opisuju
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inhibiciju rasta c¢elija kancera prostate u prisustvu DSF (Lin i sar., 2011). Trenutno su u toku
klinicka ispitivanja koja procenjuju sposobnost DSF da suzbije rast ¢elija kancera (Kona 1 sar.,
2011; Lin i Lin, 2011). Ditiokarbamati su snazni heliraju¢i agensi metala koji se koriste u terapiji

nakon trovanja niklom (Ni) i Cu (Sunderman, 1964).

1.3.KADMIJUM

1.3.1. Kadmijum u Zivotnoj sredini

Kadmijum (Cd) su otkrili nemacki nauc¢nici Strohmeyer i Hermann davne 1817. godine. Ime
Cd potice od starogr¢kog naziva cink-karbonata, jer je najpre izolovan kao necistoca cinka (Zn)
(Aylett, 1979). Prve literaturne dokaze za toksi¢nost Cd objavili su Alsberg i Schwartze 1919.
godine nakon istrazivanja na zivotinjama, dok su Stetni efekti na humanoj populaciji uoceni
mnogo godina kasnije posle profesionalnog izlaganja Cd (Bonnel, 1955; Bulmer i sar., 1938;
Friberg, 1948), odnosno kao posledica zagadenja zivotne sredine Cd (Ishizaki, 1969). Od strane
Medunarodnog registra potencijalno toksi¢nih hemikalija Programa za Zivotnu sredinu
Ujedinjenih nacija, Cd je kao zagadivac globalnih razmera ocenjen i ukljucen na listu hemijskih
supstanci koje se smatraju potencijalno opasnim na globalnom nivou [IARC, 1993]. Preporuka je
da izlaganje ljudi Cd mora biti svedeno na minimum, tako da poslednjih nekoliko godina
medunarodne 1 vladine agencije ¢ine napore da kontroliSu 1 smanje izloZenost populacije Cd.
Takode, Cd 1 njegova jedinjenja su klasifikovani kao humani kancerogeni od strane
Medunarodne agencije za istrazivanje raka (IARC) iz 1993. godine, na osnovu visokog rizika za
nastanak tumora pluca koji je povezan sa izlozenoséu Cd (Kelley, 1999; ATSDR, 2012), tako da

je Cd rangiran na 7. mestu otrova na listi prioriteta registra opasnih materija.

Kadmijum se javlja u zemljinoj kori u koncentraciji od 0,1-0,5 ppm, §to se obi¢no povezuje
sa rudama Zn, olova i Cu. Takode je prirodni sastojak vode okeana sa proseCnim nivoima
izmedu < 5 1 110 ng/l. Koncentracija Cd prirodno na povrsini i ispod vode je obi¢no < 1
mikrog/l. Koncentracija Cd na povrSini zemlje ¢e zavisiti od njene mobilnosti, prirodne
geohemije 1 veli€ine zagadenja iz izvora (dubriva 1 atmosferskog taloZenja). Prirodno

oslobadanje Cd u zivotnu sredinu moze poticati iz vulkanskih erupcija, Sumskih pozara, stvaranja
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morskih aerosola ili drugih prirodnih pojava. U prirodi se Cd nalazi samo u jednom

oksidacionom stanju (+2) i ne podleze reakcijama oksido-redukcije.

1.3.2. IzloZenost kadmijumu

Kadmijum je neesencijalni teski metal koji je veoma S$iroko rasprostranjen kao zagadivac
zivotne sredine, povezan sa zagadenjem vazduha i vode (Waisberg i sar., 2003). Medutim, pored
brojnih dokaza o njegovoj toksi¢nosti, upotreba jedinjenja Cd za antikorozivnu zaStitu i u
elektronskoj industriji stalno raste. Industrijske aktivnosti, narocito topljenje i prerada metala,
odnosno spaljivanje komunalnog otpada takode oslobadaju Cd u atmosferu kao Cd oksid, hlorid
ili sulfid. Najve¢i rizik od Cd kod profesionalne izloZenosti ima izlaganje procesima topljenja
materijala koji ga sadrze, dok stepen rizika varira u zavisnosti od radnog mesta. Glavni put
izlaganja je udisanjem prasine, gasova ili slu¢ajnim gutanjem putem kontaminiranih ruku, hrane

ili cigareta.

Opasnost od unosa Cd iz vazduha se ofekuje samo u naseljima blizu industrijskih zona koje
direktno oslobadaju Cu atmosferu, dok opSta populacija nije izlozena ovom riziku. Medutim,
opisani su poviseni nivoi Cd u izvorima vode blizu industrijskih zona koje ga emituju. Kod
vodenih organizama Cd se akumulira, a unosi se preko hrane. Nivo Cd u vazduhu i vodi za pice
prema skorasnjim podacima nije alarmantan (0,04 mikrog/m®, odnosno manje od 1 mikrog/l)
(ATSDR, 2008). Medutim, antropogene aktivnosti umnogome povecéavaju njegovu koncentraciju

u atmosferi i vodi (ATSDR, 2008; WHO, 2010).

Humana populacija koja nije profesionalno izloZena Cd i njegovim jedinjenjima uglavnom
ga unosi preko hrane, ali je jedan od glavnih izvora izlaganja i dim cigarete, imajuci u vidu
Cinjenicu da je apsorpcija Cd preko pluca skoro 10 puta veca od gastrointestinalne apsorpcije
(Goering i sar., 1994; Waalkes, 2003; Satarug i Moore, 2004; McElroy i sar., 2006). Tako,
prosecna osoba apsorbuje priblizno 1 mikrog Cd dnevno preko hrane, dok se dodatnih 1-3
mikrog Cd u toku dana apsorbuje pusenjem jedne kutije cigareta (ATSDR, 2008). To je razlog
zaSto teSki puSaCi imaju Cak dva puta viSe natalozenog Cd i1 spadaju u posebno ugrozenu

kategoriju (Lewis i sar., 1972; Waalkes, 2003; ATSDR, 2008).

Studija Pana i saradnika (2010) je pokazala povezanost zagadenja zivotne sredine Sirom

Evrope i izloZenosti preko hrane sa incidencom raka prostate i dojke, $to ilustruje stalnu brigu za
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potencijalnim uticajima Cd na ljudsko zdravlje. Sto se ti¢e izlaganja efektima Zivotne sredine i
potencijalu za ekoloSke efekte, smernice o kvalitetu vode i/ili kriterijjumi za Cd ukljucuju

njegove niske koncentracije u odnosu na neke druge materije, $to ukazuje na nizak prag efekata

(Wood i sar., 2011).

1.3.3. Toksi¢ni efekti kadmijuma

Emisija Cd u atmosferu je veliki zdravstveni problem zbog dugog bioloskog poluzivota u
mnogim organizmima, ukljucujuéi i ljude (10-35 godina) (WHO, 2011). Sli¢no radnicima
direktno izlozenim Cd, postoji i obimna baza podataka o toksi¢nosti Cd iz okoline na populaciju.
Nakon oralnog izlaganja, na njegovu toksi¢nost su naro¢ito osetljivi bubrezi i kosti, a posle
inhalacionog izlaganja bubrezi i plu¢a. Oblik Cd i put unosa moze umnogome uticati na njegovu
apsorpciju i distribuciju, a samim tim i na koncentraciju na ciljnom mestu. Mehanizam delovanja
podrazumeva uticaj katjona Cd na ciljnom mestu. Na apsorpciju i distribuciju kod inhalacije

jedinjenja Cd, mogu uticati veli¢ina ¢estica Cd, odnosno dima ili aerosola.

Kadmijum pokazuje raznovrsnu toksic¢nost u razli¢itim organima poput ostecenja funkcija
jetre, bubrega, testisa, kao i poremecaje respiratornog i nervnog sistema, kako kod ¢oveka, tako i
kod zivotinja (IARC, 1993; Waalkes, 2000; Waisberg i Cap, 2003; Thompson i Bannigan, 2008).
Veoma dug poluZivot Cd nakon absorpcije, ukazuje na njegovu sposobnost da je otporan na
mehanizme detoksikacije (Martelli i sar, 2006). Kadmijum se moze akumulirati u mnogim
organima, poput jetre i bubrega (Jihen i sar., 2008), zatim plu¢a (Klimisch, 1993; Luchese i sar.,
2009) i testisa (Haouem i sar, 2008). Medutim, jetra i bubrezi su glavni organi akumulacije Cd,
jer je u njima povecana ekspresija metalotioneina (MT), Cd-vezujuéeg proteina (Pandey, 2006).
Takode, posebna osetljivost na izlaganje Cd pracena teSkim strukturnim 1 funkcionalnim
oSteCenjima zabeleZena je kod embriona i reproduktivnih organa kod odraslih, ukljucujuci
jajnike 1 testise, koji su posebno osetljivi na toksicnost Cd (Thompson i Bannigan, 2008).
Pretpostavlja se da Cd ucestvuje u kancerogenezi bubrega, prostate, jetre i pankreasa (Waalkes,
2003; Goyer i sar., 2004; Thompson i Bannigan, 2008). Pokazano je da Cd ima vaznu ulogu u
procesu kancerogeneze povecanjem brzine mutacija DNK 1 stimulacijom mitogenih signalnih
puteva, kao 1 ekspresijom onkoproteina koji kontroliSu proliferaciju ¢elije (Beyersmann i

Hechtenberg, 1997).
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Na animalnim modelima je kod oralne izloZenosti najéeSc¢e testiran Cd hlorid, zbog svoje
visoke rastvorljivosti u vodi 1 posledicno visoke koncentracije na ciljnim mestima. Narocito su
znacajne studije Cd vezanog za MT, jer kompleksi Cd-MT mogu imati razlicite toksi¢ne profile 1
nalaze se u relativno visokim nivoima u jetri i bubrezima. Kadmijum oksid i Cd karbonat, koji su
relativno nerastvorni u vodi (ali se mogu rastvoriti u zeludacnom pH), po apsorpciji 1 toksi¢nosti
sli¢ni su rastvorljivom Cd. Postoje neke manje studije koje pokazuju dostupnost drugih oblika
Cd, ukljucujuéi nerastvorne oblike u vodi poput Cd sulfida (zuti pigment) i Cd selen sulfida
(crveni pigment) i rastvorljivog oblika - Cd sulfata, koji je manje rastvoran u zatvorenom

vazdus$nom sistemu sa ograni¢enom koli¢inom rastvorenog ugljen dioksida (ATSDR, 2012).

1.4.ESENCIJALNI METALI - BIOLEMENTI

Odrzavanje homeostaze esencijalnih metala je od posebnog znafaja za normalan razvoj i
funkcionisanje zivih organizama, ukljucujuéi sve organske sisteme i tkiva (Rotter i sar., 2015).
Bioelementi kao $to su gvozde (Fe), Cu, Zn i magnezijum (Mg) u ¢elijama sisara imaju vaznu

ulogu u fizioloskim, metaboli¢kim, oksidativnim i signalnim putevima.

Najzastupljeniji element u tragovima kod ljudi je Fe (60-70 % se nalazi u hemoglobinu, dok
se 20-30 % cuva u hepatocitima) (Lipinski, 2014).

Cink je posle Fe kod vecéine ki¢menjaka drugi najzastupljeniji element u tragovima.
Neophodan je za metabolizam proteina, nukleinskih kiselina, ugljenih hidrata i lipida, ali je
ukljucen 1 u funkcionisanje imunskog sistema, neurotransmisiju, lu¢enje hormona i signalizaciju.
Oko 10 % svih proteina u eukariotskim ¢elijama vezuje Zn i kod ljudi postoji oko 3000 Zn
proteina. Cink je uglavnom vezan za proteine, peptide i amino kiseline u ¢elijama. Slobodan

Zn?* jon je ukljuden u éelijsku signalizaciju kao intracelularni glasnik (Hogstrand i Fu, 2014).

Bakar je neophodan za funkcionisanje citohrom c oksidaze u mitohondrijama. U ostale Cu
zavisne enzime spadaju peptidilglicin monooksigenaza, dopamin-p-monokigenaza, monoamino
oksidaza, superoksid dismutaza (SOD) 1 i 3 i tirozinaza (Blackburn i sar., 2014). Ceruloplazmin
1 hefaestin su Clanovi velike superfamilije Cu oksidaza i katalizuju oksidaciju Fe (II) do Fe (III),
Sto je kritiGan korak u ¢elijskom skladiStenju i transportu Fe (Kosman, 2010; Sargent, 2005).

MetaloSaperoni su mali proteini sa visokim afinitetom za Cu (1) i gotovo bez afiniteta za Cu (I1).
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Postoji nekoliko razloga zaSto su takvi sistemi izabrani od strane eukariota. Prvo, transport Cu (1)
mnogo pre Cu (1) moze iskoristiti jedinstvenu koordinaciju hemije Cu (1) i Ag (1) i eliminisati
kompetitivne reakcije sa drugim dvovalentnim katjonima (Mn (I1), Fe (11), Co (1) i Zn (1)), koji
imaju sli¢ne sklonosti ka vezivanju za Cu (I1). Drugo, Cu (I) mora biti dobro vezan unutar ¢elije
kako bi se izbeglo formiranje radikala kiseonika u Fentonovoj reakciji. Kada je koncentracija
GSH u citoplazmi ~ 5 mM, Cu (I) se moze transportovati preko kompleksa male molekulske
mase, kao $to je Cu(l)(GSH),. Medutim, ovaj scenario moze uzrokovati probleme unutar ¢elije
posto se Cu (I) vezuje za GSH relativno slabo, $to dovodi do mogucnosti neselektivnog
ugradivanja Cu (I) na mestima koja zahtevaju druge metale kao $to su FeS centri ili mesta za
vezivanje Zn. Pored toga, poznato je da Cu (1) (GSH); reaguje sa molekulskim kiseonikom (O,) i

stvara superoksidne radikale (O;"), koji bi bili $tetni u Celiji.

Magnezijum je neophodan u regulaciji i funkcionisanju enzima, jonskih kanala, metaboli¢kih
ciklusa i signalnih puteva. Neki glikoliticki enzimi, kao §to su heksokinaze, fosfofruktokinaze,
fosfoglicerat mutaze, fosfoglicerat kinaze, enolaze i piruvat kinaze, aktiviraju se pri niskim, a
inhibiraju sa visokim koncentracijama Mg?*. Adenilil ciklaza je jo§ jedan enzim direktno

regulisan preko Mg?* (Birnbaumer i Zurita, 2010).

1.5.0OKSIDATIVNI STRES

Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, sa jednim ili viSe nesparenih elektrona u svojoj
strukturi, Sto th ¢ini veoma reaktivnim. Slobodni radikali mogu reagovati medusobno ili sa
drugim manje reaktivnim vrstama i dovesti do niza lan¢anih reakcija (Pordevic i sar., 2000). U
malim koli¢inama se kontinuirano stvaraju u celijama kao nusprodukti metabolizma tokom
razliitih fizioloSkih procesa, ukljucujuéi apsorpciju zracenja, enzimske reakcije koje katalizuju
oksidaze, procese oksido-redukcije u prisustvu metala promenljive valence, procese oksidativne
fosforilacije u mitohondrijama, fagocitozu, biotransformaciju supstrata u endoplazmatskom

retikulumu, sintezu eikosanoida ili lipidnu peroksidaciju (LPO) nezasi¢enih masnih kiselina.

Oksidativna mo¢ molekularnog kiseonika (O2) je postojanje dva nesparena elektrona sa
paralelnim spinom 1 mogucénost vezivanja samo za strukture koje imaju elektrone sa

antiparalelnim spinom (Scandalios, 2005). Dodavanjem elektrona ili transferom energije na Oo,
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moguce je ukloniti spinsku restrikciju, povecati reaktivnost O, i dobiti brojne ROS (Halliwell i
Gutteridge, 1999, 2007; Droge, 2002). Jednoelektronskom redukcijom O, nastaje superoksidni
anjon radikal (O,") dvoelektronskom vodonik peroksid (H,0,), a troelektronskom hidroksil
radikal (OH").

Glavno mesto stvaranja O, u ¢eliji su kompleks I (NADH dehidrogenaza) i kompleks III
(citohrom c¢ reduktaza) respiratornog lanca mitohondrija, premda znatne koli¢ine O, nastaju i
dejstvom razli¢itih enzimskih sistema, kao §to su peroksizomalna ksantin-oksidaza i membranski
vezana redukovana nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH)-oksidaza (Buonocore i sar.,
2010). Kao primarna ROS sa izuzetno visokim potencijalom stvaranja, O, je umereno
reaktivan. Medutim, on moze da interreaguje sa drugim molekulima, pri ¢emu stvara sekundarne
reaktivne vrste, kada u reakciji izmedu O, i azot oksida (NO°) nastaje reaktivni peroksinitrit
(ONOQO") (Kruidenier i Verspaget, 2002).

Stvaranje H,O; u ¢eliji je omoguceno dvovalentnom redukcijom O, uz kataliticko dejstvo
pojedinih enzima. Spontanom ili katalizovanom dismutacijom O,  dolazi do nastanka H,0,, koji
ima sposobnost da reaguje sa delimi¢no redukovanim jonima metala (Fe?* ili Cu®) u Fentonovoj
reakciji (Valko i sar., 2007):

H,0, + Fe?* (Cu*) — Fe** (Cu®") + OH + OH"

Na taj nacin formira se izuzetno reaktivan OH" koji ima poluzivot samo oko 10 sekundi i
reaguje blizu mesta formiranja dovode¢i do velikih oStecenja Celija. Hidroksilni radikal se
formira i kad postoji povecano stvaranje O, i H,O, u Haber-Weiss-ovoj reakciji u prisustvu
prelaznog metala (Valko i sar., 2007):

0, + Hy0, - O, + OH™ + OH’

Fe** + 0, — Fe*" + O,

Povecano stvaranje ROS uz smanjeni kapacitet AOS ¢elije, moZe da pokrene OS i dovede do

oksidativnih oStecenja ¢elijskih konstituenata.

1.5.1. Oksidativna modifikacija biomolekula
Lipidna peroksidacija — predstavlja oksidaciju viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina

sadrzanih u ¢elijskim membranama, tokom koje dolazi do oSte¢enja plazma membrane (Valko 1
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sar., 2007; Buonocore i sar., 2010). Krajnji proizvod lan¢ane reakcije LPO je malondialdehid
(MDA), biohemijski marker stepena oksidativnog oSte¢enja celijskih membrana (Ayala i sar.,
2014). Polinezasi¢ene masne kiseline fosfolipidnog dvosloja celijskih membrana su ciljni
molekuli za ROS koje dovode do promene propustljivosti membrane, naruSavanja céelijskog

metabolizma, poremecaja homeostaze 1 konacno do celijske smrti (Kruidenier i Verspaget,

2002).

Oksidativna modifikacija DNK — ROS mogu da reaguju sa svim komponentama DNK
molekula (purinske i pirimidinske baze, dezoksiribozna osnova) i dovedu do razli¢itih ostecenja
DNK (jednolancani i dvolancani prekidi, modifikacija purinskih i pirimidinskih baza 1
dezoksiriboze, delecija, mutacija i translokacija, unakrsna povezivanja u okviru jednog ili oba
lanca DNK, kao i unakrsna povezivanja DNK i proteina). Oste¢enja DNK pod dejstvom
razli¢itih ROS sprecavaju indukciju transkripcije, dovode do greSaka u replikaciji i genomske
nestabilnosti, §to predstavlja prvi korak u procesu mutageneze, karcinogeneze i starenja

(Halliwell i Gutteridge, 1999; Buonocore i sar., 2010).

Oksidativha modifikacija proteina - male strukturne modifikacije proteina mogu dovesti do
znacajnih promena u Celijskoj aktivnosti. Proces oksidacije proteina naj¢eS¢e dovodi do nastanka
novih funkcionalnih grupa (hidroksilnih i karbonilnih) (Kruidenier i Verspaget, 2002).
Karbonilacija proteina je ireverzibilan proces u kome nastaju proteinski karbonili koji se koriste
kao biomarkeri OS (Valko i sar., 2007; Almroth, 2008). Sekundarni efekti oksidacije proteina
ukljucuju nastanak alkil, alkoksil i alkil-peroksil radikala, zatim fragmentaciju polipeptidnog
lanca, promenu naelektrisanja proteina, povecanu osetljivost na proteolizu, protein-protein
interakcije i agregaciju nastalih produkata (Scandalios, 2005). NaruSavanje tercijarne strukture i
funkecije razli¢itih proteina (promene u aktivnosti enzima, receptora i transportnih proteina) moze

uzrokovati smrt ¢elije (Almroth, 2008).

1.5.2. Antioksidativni sistem zaStite

Mehanizmi zastite od povecane akumulacije ROS u ¢eliji pre svega obuhvataju preventivne
mehanizme, zatim reparativne mehanizme, mehanizme fizicke odbrane i1 mehanizme AOS
(Buonocore i sar., 2010; Tandon i sar., 2003). Sa funkcionalnog aspekta AOS organizma

obuhvataju tri nivoa delovanja:
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Sisteme AOS koji u potpunosti sprecavaju endogeno stvaranje SR i funkcioniSu na osnovu
prostorne razdvojenosti procesa u kojima se stvaraju SR;

Angazovanje sistema u uslovima pojacanog stvaranja SR i prema prirodi 1 nac¢inu delovanja
se dele na enzimske i neenzimske. U enzimske sisteme zastite spadaju primarni sistemi prve
linije AQS, pre svega antioksidativni enzimi: SOD, CAT, glutation peroksidaza (GPx),
glutation reduktaza (GR) i glutation S-transferaza (GST) (Halliwell i Gutteridge, 2007,
Mates, 2000; Van der Oost i sar., 2003). Neenzimski sistemi AOS predstavljaju sekundarnu
liniju odbrane (vitamini E i C, tiolova jedinjenja — GSH, lipoinska kiselina, metionin, cistein,
zatim koenzim Q, albumin, bilirubin, flavonoidi i druga fenolna jedinjenja biljnog porekla) i
prema afinitetu i rastvorljivosti u lipidima dele na lipo- i hidrosolubilne (Griffith, 1999;
Crane, 2001; Sevanian i sar., 1991). Neenzimsku AOS preko razli¢itih mehanizama ostvaruju
1 farmakoloski aktivne supstance (nesteroidni antiinflamatorni lekovi, blokatori Ca™,
alopurinol, N-acetilcistein, ACE inhibitori, desferoksamin);

Enzimski antioksidanti koji ucestvuju u reparaciji nastalog oksidativnog oStecenja lipida,
proteina, ugljenih hidrata i nukleinskih kiselina (endo- i egzonukleaze, DNK-ligaze, DNK
polimeraze, klasi¢na i fosfolipid-zavisna GPx, fosfolipaza A, razni proteoliti¢ki enzimi,
metionin-sulfoksid-reduktaza, glikozilaze i drugi) (Cadenas, 1989; Ziki¢ i sar., 2000; Stajn i
sar., 2007; Tandon i sar., 2003; Halliwell i Gutteridge, 2007; Chen i Tappel, 1995).

1.5.2.1. Enzimska antioksidativna zastita

Superoksid-dizmutaza (SOD) - je metaloprotein (sa redoks aktivnim metalom) koji

predstavlja prvu liniju odbrane od ROS i ima klju¢nu ulogu u zastiti Celije od oksidativnih

oSte¢enja. Prevodi visoko reaktivni radikal O, u manje reaktivnu vrstu kiseonika H,O; i

molekularni O, prema jednacini:

2 OZ._+ 2H' — H,0, + O,

Na osnovu metala koji je prisutan u aktivnom centru enzima i lokacije u ¢eliji, ukupno su

opisane tri razli¢ite izoforme ovog enzima kod sisara: SOD koja sadrzi Cu i Zn (CuZnSOD) i

nalazi se u citosolu eukariotskih ¢elija, SOD koja sadrzi mangan (MnSOD) 1 prisutna je kod

prokariota i u mitohondrijama i peroksizomima eukariota kao homodimerna ili homotetramerna
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izoforma i ekstracelularna SOD (ECSOD), koja u katalitickom centru ima Cu i Zn (Alscher i
sar., 2002).

Superoksid dismutaza (SOD1) je homodimerni protein koji vezuje jedan Cu i jedan Zn atom
za monomer. U oksidovanom obliku Cu(ll), Zn(ll) jon se koordiniSe preko monodentatnog
karboksilata. Jedan od His liganda prelazi na Cu(ll) jon, koji je dodatno koordinisan sa 3 His
ostatka. U redukovanoj formi (Cu(ll)) raskinuta je veza Cu sa histidinom. Malo se zna o tome
kako apo-protein dobija Zn, ali se veruje da se ovaj korak desava pre dodavanja Cu za formiranje
EZn-SOD1 koji je monomer. Aktivni enzim zahteva formiranje kriti¢ne disulfidne veze izmedu
C57 1 C146, koja omogucava da se prethodno formira aktivno mesto za vezivanje Cu i stabilizuje
aktivni dimerni molekul. Aktiviranje apo-SOD1 stoga zahteva tri post-translacione modifikacije,
za koje se veruje da prate redosled vezivanja Zn, zatim Cu(l) inkorporaciju i kona¢no formiranje
disulfidne veze. Aktivacija SODL1 in vivo je prvo ispitivana na S. cerevisiae, gde je utvrdeno da
je formiranje zrelog enzima 100 % zavisno od prisustva sporednog proteina LYS7, kasnije
identifikovanog kao Cu Saperona za SOD (CCS). Novije studije su pokazale da je S. cerevisiae
redak slucaj organizma koji pokazuje apsolutnu zavisnost i da veéina sisara ima CCS-zavisne i
nezavisne puteve za aktivaciju SODI1, koji su uslovljeni redukuju¢im potencijalom
citoplazmatskog okruzenja. Veruje se da je SOD1 jedan od retkih citoplazmatskih proteina koji
ima oksidovani disulfid, a zavisnost sazrevanja proteina na CCS moZe biti povezan sa stepenom
u kome tiol-disulfid ravnoteza moze biti pokrenuta prema disulfidnom stanju na razli¢itim

redukcionim potencijalima citoplazme (Wedd and Maret, 2014).

Katalaza (CAT) - u aktivnom centru ima gvozde Fe** vezano za porfirin hem grupu enzima i
ukljucena je u razlaganje neradikalskog H,O, do H,O (Scandalios, 2005). Pri niskim
koncentracijama H,0O, (< 1 mikroM) enzim pokazuje peroksidaznu reakciju i redukuje H,O,
koriste¢i razli¢ite donore vodonika, dok pri visokim koncentracijama supstrata (> 1 mikroM),
CAT brzo uklanja H,O, kroz katalaznu reakciju, gde je H,O, i donor i akceptor vodonika.
Katalaza ne moze biti saturisana svojim supstratom H,O,, tako da enzimska aktivnost raste
linearno sa porastom koncentracije H,O, (Kruidenier i Verspaget, 2002; Mates i Sanchez-
Jimenez, 1999; Pryor i sar., 2006). U eukariotskim celijama CAT se nalazi u peroksizomima,

citosolu i mitohondrijama (Fidaleo, 2010).
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Glutation peroksidaza (GPx) — se nalazi u citosolu, mitohondrijama, peroksizomima i
intermembranskom prostoru. Katalizuje redukciju H,O, u H,O i organskih hidroperoksida
(ROOH) u alkohole (ROH), pri ¢emu kao kofaktor koristi glutation. Glutation peroksidaza ima
veci afinitet za HO, u odnosu na CAT i ima vaznu ulogu u primarnoj odbrani pri niskim
koncentracijama H,0,, dok je CAT znacajniji enzim u uslovima izrazitog OS (Kruidenier i
Verspaget, 2002). Postoje tri forme GPx: selen-zavisna glutation peroksidaza (Se GPx), koja je
homotetramer i sadrzi Se u formi selenocisteina U svakoj subjedinici, zatim selen-nezavisna
glutation-peroksidaza (non-Se GPx), koja je monomer i ima manji afinitet za H,O,, a efikasno
redukuje organske perokside i zahteva visoku koncentraciju glutationa i fosfolipid hidroperoksid
glutation-peroksidaza (PH GPx), koja predstavlja monomerni selenoenzim i redukuje H,O,,

fosfolipidne hidroperokside i perokside holesterola (Andreyev i sar., 2005).

Glutation reduktaza (GR) - je detektovana u prokariotskim c¢elijama i u citosolu i
mitohondrijama eukariotskih ¢elija (Ondarza i sar., 1983). Ovaj antioksidativni enzim katalizuje
reakciju koja je esencijalna za stabilnost 1 integritet Celije, jer prevodi oksidovani glutation
(GSSG) u GSH, pri ¢emu kao redukuju¢i ekvivalent koristi NADPH. Enzim predstavlja
homodimerni flavoprotein koji u aktivnom centru ima redoks aktivan disulfid. Kataliti¢ki ciklus
GR ima dve faze, prvo NADPH redukuje FAD, pri ¢emu se redukujuéi ekvivalent prenosi na
redoks aktivan disulfid, a zatim dolazi do redukcije GSSG u aktivnom centru enzima (Ulusu i
Tandogan, 2007). Enzim GR je zasluzan za odrZavanje pula glutationa uglavnom u redukovanom

stanju, tako da ima znacajnu ulogu u regulaciji redoks homeostaze u ¢eliji (Dickinson 1 Forman,

2002).

Glutation S-transferaza (GST) — pripada grupi enzima koji imaju sposobnost da katalizuju
reakciju tiol grupe GSH sa Sirokim spektrom drugih supstrata i formiraju bioetre (Keen i Jakoby,
1978). Svaki substrat ima zajednicki elektrofilni ugljenik u osnovnoj hidrofobnoj strukturi i svaki
reaguje sa nukleofilnom tiol grupom GSH daju¢i odgovarajuci tioetar. Enzim GST katalizuje

slede¢u hemijsku reakciju:
RX + glutation <« HX + R-S-glutation

pri cemu R moze biti alifaticna, aromati¢na ili heterociklicna grupa, dok X moze biti

sulfatna, nitrilna ili halidna grupa (Sheehan i sar., 2001).
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1.5.2.2.Neenzimski antioksidativni sistem

Metalotioneini (MT) — predstavljaju proteine male molekulske mase koji ucestvuju u
regeneraciji tkiva 1 reguliSu ekspresiju gena Cime doprinose zaStiti od toksi¢nih efekata
ksenobiotika (Cherian i Kang, 2006). U molekulu MT, cistein-tiolatne grupe vezuju se sa jonima
metala i grade metal-tiolatne grupe koje reaguju sa O, i OH’. Smatra se da MT imaju izrazenu
sposobnost uklanjanja OH’ radikala, dok im je uloga u "neutralisanju™ O, manja u poredenju sa
SOD (Thornalley i Vasak, 1985). Pokazano je da molekuli MT ostvaruju antioksidativnu ulogu i
neutralisanjem reaktivnih vrsta azota (RNS), koje se vezuju za cistein-tiolatne grupe MT i daju
S-nitrozo-tiole (Misra i sar., 1996).

Glutation (GSH) — je tripeptid (L-y-glutamil-L-cistenil-glicin) i predstavlja niskomolekulsko
tiolno jedinjenje, koje ¢ini 90 % ukupnih neproteinskih sulfhidrilnih jedinjenja celije (Parris 1
Kidd, 1997). Glutation je uklju¢en u mnogobrojne metabolicke aktivnosti ¢elije, gde spadaju
AOS, detoksifikacija ksenobiotika, odrzavanje proteinske strukture i funkcije, regulacija sinteze i
degradacije proteina, metabolizam leukotriena i prostaglandina, redukcija ribonukleotida do
dezoksiribonukleotida, regulacija ¢elijskog ciklusa, kao i genska ekspresija (Dickinson i Forman,
2002). Glutation se u citosolu nalazi u koncentraciji od 1-11 mM, u jedru 3-15 mM, u
mitohondrijama od oko 5-11 mM (Valko i sar., 2007), dok je ekstracelularni nivo GSH nizak i
njegova koncentracija iznosi nekoliko pM (Schafer 1 Buettner, 2001). Glutation se sintetiSe u y-
glutamilskom ciklusu iz glutamata, cisteina i glicina uzastopnim dejstvom y-glutamilcistein-
sintetaze (y-GCS) i glutation sintetaze (GS) uz prisustvo dva molekula adenozin trifosfata (ATP).
Degradacija GSH se odigrava katalitickim dejstvom y-glutamil transpeptidaze, y-glutamil
ciklotransferaze, 5-oksoprolinaze i intracelularne proteaze (Anderson i Meister, 1983).

Glutation je kofaktor nekih antioksidativnih enzima, ukljucen je u direktno uklanjanje
slobodnih radikalskih vrsta O,”, OH" i ONOO", kao i lipidnih radikala i hidroperoksida,
regeneriSe vazne neenzimske antioksidante (askorbinsku kiselinu, a-tokoferol) do njihovih
aktivnih formi, ukljucuje se u direktnu popravku oksidativnih oSte¢enja molekula DNK i

sprecava apoptozu izazvanu ROS i citokinima (Kruidenier i Verspaget, 2002).

Pored toga, glutation je jedan od znacajnih liganada koji vezuju metale, tako da ima vaznu

ulogu u transportu, deponovanju i metabolizmu metala. Sulfhidrilna grupa cisteina u molekulu
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GSH ima visok afinitet za metale 1 formira merkaptide sa nekoliko endogenih metala, kao §to su

Cd, Cu, Se, Zn, hrom, olovo 1 ziva (Wang i Ballatori, 1998).

Glutation postoji u dve forme, redukovanoj tiolnoj GSH formi i oksidovanoj disulfidnoj
GSSG formi (Parris i Kidd, 1997). Klju¢ni funkcionalni element molekula glutationa je
aminokiselina cistein, koja poseduje reaktivnu tiolnu grupu (-SH), zbog ¢ega je odgovorna za
mnoge funkcije glutationa. Pri normalnim fizioloskim uslovima, vise od 98 % intracelularnog
glutationa je u redukovanom stanju, dok je ostatak prisutan u c¢eliji u vidu disulfidne forme
GSSG, mesanih disulfida (uglavnom GSS-protein) i tioestara (Wang i Ballatori, 1998).
Oksidovani glutation u normalnim okolnostima ¢ini manje od 1 % ukupnog glutationa, dok u

stanju OS dolazi do povecanja koncentracije GSSG (Brigelius-Flohe, 1999).

Glutation je redukujuéi ekvivalent u redukciji H,O> i lipidnih hidroperoksida pod dejstvom
antioksidativnog enzima GPx 1 konjuguju¢i je molekul u reakciji sa enzimom faze II
biotransformacije GST koja olakSava ekskreciju ksenobiotika. Obe ove reakcije dovode do
stvaranja GSSG. Enzim GR konvertuje GSSG u GSH uz prisustvo redukovanog NADPH koji se
obezbeduje iz glukozomonofosfatnog ciklusa. Glukozo-6-fosfat dehidrogenaza (G6PDH) stvara
NADPH, molekul koji je esencijalan za funkcionisanje mnogih antioksidativnih enzima
(Halliwell i Gutteridge, 1999; Almroth, 2008).

1.6.REPRODUKTIVNA ANATOMIJA | FUNKCIJA TESTISA SISARA

Reproduktivna toksi¢nost je potvrdena na ljudima i Zivotinjama nakon izlaganja alkoholu 1/ili
Cd, pri ¢emu su testisi naro¢ito osetljivi (Brzoska i sar., 2013; Kojima i sar., 1993; Al-Bader i

sar., 1999).
Muski polni organi se dele na spoljasnje i unutrasnje. Unutrasnji polni organi su:
semenik (lat. testis),

semeni putevi - pasemnik (lat. epdidymis), semevod ( lat. ductus deferens) i briznik (lat. ductus

ejaculatorius),

zlezde pridodate semenim putevima - semena kesica (lat. vesica seminalis), prostata (lat.

prostata) i bulbo-uretralne zlezde (lat. glandulae bulbo-urethrales).
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Spoljasnji polni organi su:
polni ud (lat. penis),
mokraéna cev (lat. urethra masculine),
mosnice (lat. scrotum) (Nikoli¢ i sar., 2014).

Osnovne funkcije muskog reproduktivnog sistema su produkcija, sazrevanje, deponovanje
muskih polnih ¢elija (spermatozoida) odnosno spermatogeneza i sinteza muskih polnih hormona.
Spermatozoidi i sekreti genitalnih kanala i zlezda Cine spermu (lat. sperma, seme) (Shiraishi i
sar., 2012). Na oplodnu mo¢ sperme utice vise faktora, ukljucujuci zapreminu sperme, kao i broj,

morfologija i pokretljivost spermatozoida (Katen i Roman, 2015).

Semenik je parni ovoidni polni organ koji se nalazi u preponskom delu tela, unutar koznog
nabora koji se naziva skrotum. Razvijaju se u retroperitonealnom prostoru na dorzalnom zidu
trbusne Supljine. U toku procesa migracije oni se spustaju u skrotum, zbog ¢ega je svaki testis
obavijen seroznom vre¢icom — tunikom vaginalis (tunica vaginalis), koja predstavlja peritoneum
prednjeg trbusnog zida. Njihovu povrSinu gradi fibrozna opna, takozvana Caura testisa (tunica
albuginea). Sa duboke strane Cause se odvajaju fibrozne pregrade (septulae testis) koje dele
parenhim semenika na 250-400 reznjica (lobulusa). Pregrade konvergiraju ka zadnjoj ivici
testisa, gde se medusobno spajaju 1 grade vezivno zedebljanje nazvano mediastinum testis. U
svakom od lobulusa se nalaze 1-4 izuvijana semena kanalia (tubuli seminiferi convoluti)
okruZena rastresitim intersticijalnim vezivnim tkivom (peritubularno tkivo). Ono obezbeduje
mehanic¢ku potporu i kontraktilnost kanali¢a, a ¢ine ga Lajdigove (eng. Leydig) celije, krvni i
limfni sudove, nervna vlakna, fibroblasti, mioidne kontraktilne ¢elije, mastociti i makrofage. U
svakom testisu se nalazi 600-1200 semenih kanalica duzine 80 cm, koji proizvode

spermatozoide, dok Lajdigove Celije produkuju muske polne hormone (Yeung, 2010).

Lajdigove celije su velike poligonalne acidofilne ¢elije koje sadrze znatnu koli¢inu glatkog
endoplazmati¢nog retikuluma, mitohondrija sa tubulovezikularnim kristama, masnih kapljica i
veoma dobro razvijen Goldzijev aparat. SmeStene su uz same zidove semenih kanali¢a, imaju
krupno asimetri¢no postavljeno jedro i eozinofilnu citoplazmu. Jedro sadrzi jedno do tri jedarceta
1 velike koli¢ine periferno postavljenog heterohromatina. Lajdigova celija pod uticajem

luteiniziraju¢eg hormona (LH) adenohipofize pored grupe androgenih hormona sintetiSe 1
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oksitocin, lipotropin, beta-endorfin, dinorfin, angiotenzin i prostaglandin (Razi i Malekinejad,
2015).

Semeni kanali¢i imaju oblik latini¢nog slova U i veoma su izuvijani. Epitel semenog kanali¢a
je specifican viSeslojni epitel. Sastoji se od potpornih ili Sertolijevih celija (Sertoly ¢elije) i
spermatogenih c¢elija - spermatogonija, primarnih spermatocita, sekundarnih spermatocita,
spermatida i spermatozoida (Razi i Malekinejad, 2015). Zavr$ni delovi svih semenih kanalic¢a su
pravi kanali¢i (tubuli recti), koji se polazeci iz razli¢itih lobusa udruzuju i formiraju mrezu
kanalica (rete testis). 1z rete testis izlazi 6-8 kratkih kanali¢a (ductuli efferentes) koji se ulivaju
epididimis. Tubuli recti, rete testis i ductuli efferentes ¢ine zajedno unutartestisne genitalne

kanale.

Spermatogene ¢elije su muske germinativne Celije koje se dele i migriraju u pravcu bazalne
membrane semenog kanali¢a ka njegovom lumenu, pri ¢emu postepeno sazrevaju (Qian i sar.,
2014). Germinativni epitel lezi na podepitelskoj lamini, a oko lamine se nalaze mioidne ¢elije sa

kontraktilnom funkcijom. Germinativne ¢elije su:

spermatogonije (stem celije) — mati¢ne Celije semenog epitela. Moguce je razlikovati dva tipa
spermatogonija, od kojih jedne produzavaju deobu i predstavljaju izvor spermatozoida tokom
Citavog zivota (stem celije ili spermatogonije tipa A), a drugi tip prestaje sa deobom i ulazi u
fazu rasta 1 sazrevanja daju¢i spermatozoide (spermatogonije tipa B) (McLaren, 1998).
Spermatogonije tipa B se diferenciraju u primarne spermatocite sa diploidnim brojem

hromozoma u proliferativnoj fazi spermatogeneze ili fazi spermatocitogeneze;

primarni i sekundarni spermatociti — podlezu mejotickim deobama, tako da broj hromozoma u
primarnim spermatocitama ostaje diploidan, ali se menja kolicina DNK u njima. U toku faze
rasta vrsi se replikacija DNK, tako da primarne spermatocite imaju duplo vecu koli¢inu DNK u
odnosu na spermatogonije. Sazrevanje se vrsi kroz mejozu I 1 II. Mejoza I je redukciona deoba u
kojoj se Celija sa diploidnim brojem hromozoma podeli na dve sa haploidnim brojem. U mejozi
I1, koja je mitoticka deoba, svaka haploidna ¢elija se podeli na jo§ dve. Primarna spermatocita se
mejozom | podeli na dve sekundarne spermatocite sa haploidnim brojem hromozoma, tako da od
jedne dipliodne spermatocite mejozom I i II nastaju Cetiri haploidne spermatide (McLaren,

1998):
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spermatide - nastaju u procesu mejoticke faze spermatogeneze od sekundarnih spermatocita i
imaju takode haploidni broj hromozoma. Spermatide se nalaze u apikalnim delovima semenog
epitela i u procesu spermiogeneze se diferenciraju u spermatozoide. Slozen proces
spermiogeneze ukljucuje formiranje akrozoma, kondenzaciju hromatina i izduZzivanje jedra,
razvoj flagele od centriola i gubitak najveceg dela citoplazme kroz 4 podfaze: Goldzijeva, faza

kape, akrozomska i maturaciona faza (Carreau i Isabelle, 2007).

U toku mejoticke deobe Y hromozom odlazi u jednu od spermatida, a X hromozom
odlazi u drugu, tako da u funkcionalnom smislu postoje spermatozoidi koji sadrze X hromozom i
odreduju zenski pol i spermatozoidi koji sadrze Y hromozom i odreduju muski pol (Taketo,
2015).

Konacan rezultat spermiogeneze je formiranje zrelog spermatozoida koji se oslobada u
lumen semenog kanali¢a. Spermatozoid se sastoji od glave i repa. Glava spermatozoida poseduje
tamno jedro sa 23 hromozoma i akrozom koji sadrzi hijaluronidazu i proteoliticke enzime, koji
na pocetku oplodenja razgraduju sekundarnu ovocitu u toku procesa akrozomalne reakcije 1
omogucavaju spajanje spermatozoida sa sekundarnom ovocitom. Rep spermatozoida sastoji se
od centralnog skeleta sastavljenog od 11 mikrotubula (aksonema, omogucava pokretljivost

spermatozoida), ¢elijske membrane i grupe mitohondrija (Zhang i sar., 2012).

Spermatogeneza je hormonski regulisan proces. Lu€enje muskih polnih hormoni ili
androgena, medu kojima su najvazniji testosteron i androsteron, je regulisano hormonima
adenohipofize, tj. folikulostimulirajuéim hormonom (FSH) koji stimuliSe rast i funkciju semenih
kanali¢a i LH koji stimuliSe Lajdigove ¢elije na lucenje androgena (Robaire i Henderson, 2006).
Muski polni hormoni u organizmu stimuli§u procese anabolizma, ubrzavaju rast i razvi¢e organa,
reguliSu promet azota i kalcijuma, podsti¢u sintezu DNK i ribonukleinske kiseline (RNK) 1
stimuli$u stvaranje specifi¢nih ribozomskih proteina. Testosteron je vazan seksualni hormon Koji
omogucava razvijanje muskih polnih organa, reguliSe produkciju sperme, pojacava rast dlaka na

telu 1 licu, povecava rast misSi¢a, seksualnu zelju 1 podstice agresivno ponaSanje.

Sertolijeve ¢elije su rezidentne epitelne Celije semenih kanali¢a koje ne migriraju i ne dele se
(Razi i Malekinejad, 2015). One su piramidnog, izduZzenog oblika i pruzaju se celom debljinom
epitela. Bocnim stranama obuhvataju germinativne ¢elije. U fetalnom periodu Sertolijeve ¢elije

sekretuju Milerov inhibitorni faktor (MIF) (Meinhardt i sar., 2000).
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Osnovne uloge ovih ¢elija su da:
pruzaju strukturnu i metaboliCku potporu spermatogenim celijama,
formiraju krvno-testisnu barijeru,
vr$e fagocitozu viska citoplazme spermatide (rezidualna tela) i njihovu razgradnju,

sekretuju androgen-vezuju¢i protein koji sluzi za koncentrisanje testosterona u semenim
kanali¢ima i
sekretuju inhibin koji smanjuje sintezu i izlu¢ivanje FSH iz hipofize.

Krvno-testisna barijera (KTB) odvaja spermatogonije u bazalnom odeljku semenog epitela
ispod barijere od ostalih germinativnih ¢elija u lumenskom odeljku epitela iznad barijere. Cvrste

veze izmedu susednih Sertolijevih ¢éelija dele seminiferni epitel na bazalni deo gde se nalaze

spermatogonije i adluminski deo koji sadrzi spermatocite i spermatide.
Osnovna uloga KTB ogleda se u:
stvaranju mikrosredine koja pogoduje diferencijaciji germinativnih ¢elija,
zastiti germinativnih ¢elija lumenskog odeljka od materija koje mogu dospeti iz krvi i
zastiti germinativnih ¢elija od imunskog sistema (Gao 1 sar., 2016).

Na taj nacin, KTB sprecava prolaz antitela u lumenski odeljak ¢ime §titi germinativne celije
od autoimunske reakcije organizma (Bandivdekar, 2014). Unutartestisni genitalni kanali nose
spermatozoide 1 te¢nost od semenih kanalica do duktus epididimisa. ObloZeni su samo
Sertolijevim ¢elijama ili kockastim epitelom i1 postepeno se spajaju formirajuci duktus epididimis
u epididimisu.

Pasemnik je parni organ postavljen na gornjem polu i gornjem delu zadnje ivice semenika
(Cornwal 1 sar., 2011). Sadrzi glavu, telo, rep i veoma dug pasemnicki kanal (lat. ductus
epidydimis). Sperma kroz njega kontinuirano putuje 4-6 nedelja, tako da on odvodi spermu iz
testisa 1 sluzi za skladiStenje spermatozoida. U pasemniku spermatozoidi ostaju 10 dana i

zavr$avaju svoj razvoj.

Ekstratestisni genitalni kanali transportuju spermatozoide iz testisa do penisa i ¢ine ih:
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ductus epidydimis — nalazi se u epididimisu i predstavlja izuvijanu cev duzine 40-60 cm,
okruzenu vezivnim tkivom i krvnim sudovima. Zid duktus epididimisa je graden od mukoze,

miSi¢nog sloja i adventicije. Prolaskom kroz ovaj sloj spermatozoidi sazrevaju i postaju

ductus deferens — semevod je misi¢no sluzokozna prava cevi duzine 60 cm, promera 0,5 mm i
deo je semenih puteva. Duktus deferens se prostire od repa pasemnika kroz preponski kanal i
malu karlicu do baze prostate, gde se spaja sa izvodnim kanalom semene kesice u briznik.
Njegov debeli zid je graden od mukoze, debelog glatkomisSi¢nog sloja i adventicije 1 ima uski
lumen. Tokom ejakulacije glatki miSi¢i u semevodu se refleksno kontrahuju, pomerajuci spermu

napred. U spermu se izlivaju sekreti iz akcesornih polnih Zlezda i ona prelazi u mokraénu cev;

mokraéna cev (lat. urethra masculina) — prostire se od beSike do glansa penisa, poseduje
unutrasnji i spoljasnji otvor i duzine je oko 15 cm. Uretra sluzi kao izvodni mokraéni kanal i kao
semeni put. U zavisnosti kroz koji organ prolazi, deli se na prostati¢ni deo, opnasti i spongiozni
deo. U njenoj unutrasnjosti se nalaze spiralni nabori zbog brzeg protoka urina i sperme (Vignozzi

i sar., 2008);

briznik (lat. ductus ejaculatorius) je parni kanal, duzine do 2,5 cm, Koji nastaje spajanjem donjeg

dela semevoda sa izvodnim kanalom semene kesice (Gur i sar., 2007).

U ekskretornim (vantestisnim) genitalnim kanalima odvijaju se zavr$ni stadijumi
morfoloskog 1 funkcionalnog sazrevanja spermatozoida, uklanjaju se nefunkcionalni
spermatozoidi 1 modifikuje te¢nost koja se sa njima izbacuje. Tako se, na primer, u kanalu
epididimisa odvija zavrSno kondenzovanje nukelusa spermatozoida, redukuje koli¢ina
citoplazme, menjaju karakteristike citoplazmatske membrane i spermatozoid postaje aktivno

pokretan.

Genitalne zlezde muSkog reproduktivnog sistema stvaraju sekret neophodan za

reproduktivnu funkciju. U ove zZlezde spadaju:

semene vezikule (lat. vesica seminalis) — predstavljaju savijene cevi duzine 15 cm i proizvode
sekret koji sadrzi ugljene hidrate, citrat, inozitol, prostaglandine i proteine koagulacije, koji

aktiviraju spermatozoide. Semene kesice stvaraju 90 % tec¢nosti koja ¢e uci u sastav ejakulata.
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Sekret semenih kesica spermatozoidima obezbeduje fruktozu, kao najvazniji metabolicki

supstrat;

prostata (lat. prostata) — predstavlja neparan fibromuskularni zlezdani organ neposredno ispod
mokraéne beSike koja obuhvata prvih nekoliko centimetara uretre. SmeSten je u
potperitonealnom delu karlice. Oko prostate se nalazi debela fibroelasticna kapsula bogata
glatkim miSi¢énim Celijama (Frick i Aulitzky, 1991). Parenhim prostate ¢ine zlezde koje su
organizovane u tri sloja (mukozne, submukozne i glavne zlezde) oko uretre. U sastav semene
tecnosti ulazi i sekret prostate koji ¢ini serozna beliCasta teCnost bogata lipidima, proteolitickim
enzimima, kiselim fosfatazama, fibrinolizinom, limunskom kiselinom, cinkom i prostata-
specificnim antigenom. Sekret prostate sadrzi materije koje Stite reproduktivne i1 mokraéne
puteve od infekcije. U njemu se nalaze mnoge aktivne supstance Cija je uloga zaStita
spermatozoida, omogucéavanje pokretljivosti i preZivljavanje. Zlezde su okruZene izuzetno
razvijenom fibromuskularnom stromom (Schilit i Benzeroual, 2009). Struktura i funkcija

prostate zavise od nivoa testosterona;

bulbouretralne zlezde — predstavljaju parne tubuloalveolarne zlezde, obloZene kockastim
epitelom, promera 3-5 mm i nalaze se proksimalno od membranskog dela uretre u koju se
prazne. Bulbouretralne Zlezde luce proziran slabo alkalan sekret, koji vlaZzi mokraénu cev i

neutraliSe njenu kiselost neposredno pred samu ejakulaciju (Mawhinney i Mariotti, 2000).

1.7.OKSIDATIVNI STRES | TESTISI

Zagadivaci zivotne sredine, gde spadaju razli¢ite hemikalije koje se koriste u industriji 1
domacinstvu, pesticidi, dubriva, teSki metali 1 jonizujuée zracenje, predstavljaju klju¢ne faktore
odgovorne za nastanak OS. Trovanje teSkim metalima, posebno olovom, Cd, arsenom i Zivom

predstavlja ozbiljnu pretnju po zdravlje ljudi (Hu, 2000; WHO, 1992).

Studije vezane za reproduktivni problem kod muskaraca kao glavni uzro¢ni faktor navode
OS (Kaur i Bansal, 2004). Poznato je da je OS u tkivima rezultat neravnoteze izmedu stvaranja
ROS/RNS i njihovog efikasnog uklanjanja od strane AOS (Turner i Lysiak, 2008). Slobodni
radikali uzrokuju degeneraciju tkiva testisa i na taj nacin spreCavaju steroidogenezu gonada

(Debnath i Mandal, 2000). Zrela sperma je bogata polinezasi¢enim masnim kiselinama u kojima
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je narocito znacajan efekat OS (Aitken i1 Clarkson, 1987). Reakcije OS u testisima pokrecu se
zbog povecane akumulacije intracelularnih ROS, visokog nivoa proteinskih karbonilnih grupa i
pokrenutog procesa LPO. Oksidacija preko ROS smanjuje pokretljivost spermatozoida i
udruzena je sa muskim infertilitetom (Baker i sar., 1996; Sharma i Agarwal, 1996). Pored toga,
reaktivni intermedijeri interreaguju sa ¢elijskim makromolekulima i uzrokuju LPO, oStecenje

DNK i degradaciju membranskih proteina (Koizumi i Li, 1992; Szuster-Ciesielska i sar., 2000).

Pored makrofaga i neutrofila, u patoloskim uslovima ROS u velikim koli¢inama stvaraju i
spermatozoidi (Aitken i Clarkson, 1987) i drugi tipovi ¢elija. Svaki oksidovani radikal je
potencijalni agens OS. Neki od njih su veoma reaktivni sa kratkim vremenom poluraspada, kao
Sto je OHe, dok su drugi manje reaktivni, ali sa duzim vremenom poluraspada, kao $to je H2O,.
Posledica duzeg poluzivota je potencijal za vecu difuzionu udaljenost, koja moze pokrenuti
reaktivne vrste da prouzrokuju udaljena osteCenja od mesta nastanka. Oksidativna ostecenja
mogu zahvatiti mnoge klase molekula, ukljucujuéi lipide, proteine, nukleinske kiseline 1 Secere,
Sto znaci da OS mogu podleci ¢Celije, membrane jedra i mitohondrije, strukturni i citoplazmatski
proteini, slozeni ugljeni hidrati, RNK i DNK (Pryor i sar., 2006). U tkivu testisa, koje poseduje
ubrzani metabolizam 1 replikaciju ¢elija, efekti pokrenutog OS su razarajuci, tako da je veoma

vazan antioksidativni kapacitet tkiva.

Istrazivanja mnogih laboratorija u svetu su potvrdila da je ekspresija svih antioksidativnih
enzima veoma izrazena u testisima (Zini i Schlegel, 1997; Maiorino i sar., 2003; Ischi i sar.,
2005). Superoksid dizmutaza postoji u citosolnom, mitohondrijalnom i ekstracelularnom obliku,
pri ¢emu sve forme katalizuju dizmutaciju O, sukcesivnom oksido-redukcijom prelaznog

metala na aktivnom mestu enzima (Hsieh i sar., 1998).

Prethodne studije na razliitim patologijama pokazale su povezanost akutnog smanjenja
proizvodnje testosterona u testisima sa stvaranjem ROS i pokretanjem OS u ovom organu. Sama
steroidogeneza dovodi do produkcije ROS, uglavhom u toku mitohondrijske respiracije i
katalitickim reakcijama steroidogenih citohrom P450 enzima (Peltola i sar., 1996; Hales, 2002;
Hanukoglu, 2006). Stvaranje ROS u toku spermatogeneze usled neefikasnosti intracelularnih
antioksidanasa, moZe oStetiti membrane mitohondrija i posledi¢no dovesti do inhibicije stvaranja

steroidnih hormona (Luo i sar., 2006). Kod prose¢nog muskarca, oksidativna oSte¢enja u toku
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steroidogeneze mogu biti vise hroni¢ni nego akutni faktor i vode ka procesu karakteristicnom za

starenje, odnosno ka smanjenju nivoa testosterona (Chen i Zirkin, 1999; Luo i sar., 2006).
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2. HIPOTEZA I CILJ ISTRAZIVANJA

Naucna javnost je ocenila da je reSavanje problema alkoholizma i ekspozicije Cd (humanom
karcinogenu) od vodeceg znacaja po javno zdravlje. Takode, dostupne epidemioloSke sudije su
pokazale da su pusenje i alkoholizam (in)direktno povezane sa spermatogenezom i uzro¢nosti su

nepolodnosti kod muskaraca.

Istrazivanje toksi¢nih mehanizama pri koekspoziciji ve¢em broju agenasa, tzv. koktel efekat,
je izuzetno kompleksan i intrigantan naucni izazov, gotovo nedokuciv. Takode je poznato je da
se zavisnost od alkohola i duvana, kao 1 njihova toksi¢nost, moze razviti preko slicnih

mehanizama.

Poznato je da upotreba DSF, leka za averzivnu terapiju alkoholizma, usled prisustva
slobodne sulfhidrilne grupe (-SH) u hemijskoj strukturi metabolita, dietilditiokarbamata, ukazuje
na redukcioni i helirajuéi potencijal DSF koji umnogome moze da promeni metabolizam kako
ispitivanih toksi¢nih agenasa (etanola i Cd), tako i esencijalnih bioelemenata, kao i endogenih

jedinjenja koja poseduju —SH grupe zbog mogucéih reakcija tiolnog ukrstanja.

Animalna studija je postavljena tako da imitira uslove pojedinacne i paralelne ekspozicije

ispitivanim agensima i testira slede¢ce HIPOTEZE:

pojedinacna i paralelna izloZenost etanolu i Cd ispoljava toksi¢ne efekte na testise tretiranih

pacova;

pored specificnih mehanizama toksi¢nosti oCekuje se da Ce testirani agensi ispoljiti 1 zajednicki

mehanizam toksi¢nosti u ¢ijoj osnovi je razvoj OS u testisima tretiranih pacova,

DSF 1 njegovi metaboliti ¢e ostvariti antioksidativni efekat, pre svega usled njegovog potencijala

da helira metale (ukljucujuci i Cd), koji potenciraju OS kroz Fentonovu reakciju.
Na osnovu predlozenih hipoteza zadati su slede¢i CILJEV| istrazivanja:
postaviti animalni model na Wistar pacovima koji imitira humane uslove izlaganja etanolu i Cd;

na osnovu promene redoks parametara u tkivu testisa pacova proceniti uklju¢enost SR u

njihove reproduktivne toksi¢nosti;
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utvrditi eventualni protektivni efekat DSF na testise pacova prethodno subakutno izloZenih
etanolu i/ili Cd i pri udruzenoj ekspoziciji sa Cd, ispituju¢i androgeni status, morfoloske i

funkcionalne karakteristike testisa;

izvrSiti evaluaciju antioksidativnog efekata DSF u testisima i njegovog uticaja na status

esencijalnih bioelemenata, kao i toksi¢nog Cd u testisima.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1.EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

Ispitivanja su vrS§ena na muZjacima pacova, rasa Wistar (Rattus norvegicus), telesne mase
220-250 g, gajenim na farmi za uzgoj eksperimentalnih Zivotinja Vojnomedicinske akademije
(VMA) u Beogradu. Tokom rada sa zivotinjama po$tovani su Eti¢ki principi rada na
laboratorijskim Zivotinjama propisanih od strane VMA u Beogradu kao 1 Zakon o za$titi i
dobrobiti zivotinja (,,SluZzbeni glasnik RS*, broj 41/09), koji su uskladeni sa pravilima Evropske
zajednice za ovu oblast — European Community Guiedelines (EEC Directive of 1986;
86/609/EEC). Eksperiment je odobren od strane Ministarstva poljoprivrede i zastite zivotne
sredine Republike Srbije (br: 323-07-04924/2015-05/3).

Zivotinje su ¢uvane u vivarijumu VMA u plasti¢nim kavezima sa Zi¢anom reSetkom na vrhu,
u klimatski kontrolisanim uslovima (temperatura od 23 + 2 °C, relativna vlaznost vazduha od 55
+ 3 %, sa ciklusom svetlos/tama 13/11h). Sve zivotinje su tokom trajanja eksperimenta zivele
pod istim uslovima sa slobodnim pristupom hrani i vodi. Nakon perioda prilagodavanja na
laboratorijske uslove u trajanju od dve nedelje sve ekperimentalne procedure na Zivotinjama su

1zvodene izmedu 9 1 13 Casova.

3.2.D1ZAIN EKSPERIMENTA

Postavka ove animalne studije je pokusaj da shvatimo efekte etanola i Cd na muske
reprodukrivne organe pacova, kao i efekte DSF, pri individualnoj i paralelenoj ekspoziciji, koji
bi mogli da se ekstrapoliraju na coveka, konkretno na alkoholicare i/ili alkoholi¢are-pusace (Sto
je najcesci slucaj) na averzivnoj terapiji odvikavanja od alkohola, primenom DSF. Tokom
terapije DSF podrazumeva se prestanak unosa alkohola, da ne bi doslo do ispoljavanja nezeljenih
efekata DSF-alkohol reakcije. Pusenja cigareta prema SZO predstavlja povecéan rizik izloZenosti
Cd.
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3.2.1. Eksperimentalne grupe pacova

Zivotinje su sluajnim odabirom podeljene na kontrolne grupe, kontrolne grupe/maslinovo
ulje i 7 eksperimentalnih grupa, od kojih je svaka grupa podeljena u 4 ili 6 podgrupa (n = 6) u
odnosu na duzinu izlozenosti svakoj od ispitivanih supstanci pojedina¢no, odnosno njihovoj

kombinovanoj primeni. Podela eksperimentalnih Zivotinja na grupe 1 obelezavanje:

Kontrolne grupe — netretirane zivotinje koje su imale slobodan pristup hrani i vodi 1, 21 i 42
dana, odnosno zivotinje kojima je od pocetka davano 0,5 ml maslinovog ulja u trajanju od 11 21
dana, kao 1 Zivotinje koje nisu tretirane prvih 21 dan, a potom im je uvedeno maslinovo ulje 1

davano narednih 21 dan (podgrupe su oznacene kao: K;, Kz1, Kgz, MUz, MU2; | KMUyy);

Alkoholna (A) grupa - zivotinje kojima je per os (putem oralne sonde) aplikovano 3 ml 20 %

rastvora etanola/dan tokom 1, 3, 10 i 21 dan (podgrupe su oznacene kao: Az, Az, Aol Az1);

Kadmijum (Cd) grupa — zivotinje kojima je intraperitonealno (i.p.) aplikovan 1 mg
CdCly/kg/dan tokom 1, 3, 10, 21, 31 i 42 dana (podgrupe su oznacene kao: Cd;, Cds, Cdjp, Cdys,
Cds1 i Cds);

Disulfiram (DSF) grupa - zivotinje kojima je per os aplikovano 178,5 mg DSF/kg/dan tokom 1,
3,101 21 dan (podgrupe su oznacéene kao: DSF;, DSF3, DSFy i DSF21);

Kadmijum i alkohol (Cd+A) grupa - zivotinje kojima su istovremeno aplikovani Cd i etanol
tokom 1, 3, 10 i 21 dan (udruzena ekspozicija) (podgrupe su oznacene kao: A;/Cd;, As/Cds,,
A10/Cdyo, 1 A21/Cdy1),

Alkohol i disulfiram (A+DSF) grupa - zivotinje kojima je aplikovan etanol tokom 21 dana a
potom je prekinut unos etanola i uveden DSF tokom 1, 3, 10 i 21 dana (ukupna izloZenost
zivotinja: 22, 24, 31 i 42 dana) (podgrupe su oznacene kao: Aj21/DSFj;, A1.21/DSF22.24, As-
21/DSF22.31 1 A1.21/DSF2;.42);

Kadmijum i disulfiram (Cd+DSF) grupa - Zivotinje kojima je aplikovan Cd tokom 1, 3, 10 i
21 dana a potom uveden DSF, uz nastavak unosa Cd tokom 1, 3, 10 i 21 dana (ukupna izloZenost
zivotinja: 22, 24, 31 i 42 dana) (podgrupe su ozna¢ene kao Cd;-22/DSFy;, Cd1.24/DSF25.24, Cds.
31/DSF22.31 1 Cd1.4o/DSF22.42); 1

Kadmijum, alkohol i disulfiram (A+Cd+DSF) grupa - zivotinje kojima su aplikovani Cd i
etanol tokom 1, 3, 10 i 21 dana a potom uveden DSF tokom 1, 3, 10 i 21 dana, uz nastavak unosa
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Cd 1 prekid unosa etanola (ukupna izlozenost zivotinja: 22, 24, 31 i 42 dana) (podgrupe su
oznaCene kao A1.21/Cd1-22/DSF22, A1.21/Cd1.24/DSF22-24, A1-21/Cd1.31/DSF22-31 | A1-21/Cd1-
12/DSF22.47).

Suspenzija DSF (Esperal® tablete 500 mg, 20 tableta u pakovanju, proizvoda¢ SANOFI-
AVENTIS ZRT, Budimpesta, Madarska) u maslinovom ulju i vodeni rastvor etanola (C,HsOH,
Cistoée 96 %, Sigma-Aldrich, Svajcarska) su aplikovani Zivotinjama oralno pomo¢u sonde, dok
je i.p. primenjen vodeni rastvor Cd-hlorida (CdCl,xH,0, ¢istoce 99,99 %, Merck, Darmstadt,

Nemacka).

Po zavrSetku eksperimenta Zivotinjama je uzeta krv, potom su anestezirane injekcijom Na-
pentobarbitala (Vetanarcol, Werfft-Chemie, Be¢, Austrija) (50 mg/kg), Zrtvovane postupkom
dekapitacije i izvadeni su im i izmereni testisi. Krv i testisi su zamrzavani i uvani na temperaturi

-80 °C do pripreme uzoraka za analizu parametara OS, AOX i odredivanje sadrzaja testosterona.

3.2.2. Priprema reagenasa i rezim doziranja je bio slede¢i:

DSF: doza odrzavanja za coveka je 125 mg/70 kg t.m./dan, S§to odgovara dozi od 178,5 mg/kg
t.m. pacova (44,6 mg/250 g t.m. pacova); 1 tableta Esperala sadrzi 500 mg aktivne supstance —
DSF; dve tablete su spraSene i suspendovane u 11,21 ml maslinovog ulja (44,6 mg/0,5 ml je

jedna primenjena doza za pacova);

CdCly: u skladu sa literaturom, muzjacima pacova je i.p. administrirano 0,2 ml rastvora 250 mg
CdCl»/200 ml (tj. 0,25 mg Cd/250 g t.m. pacova), $to odgovara dozi od 1 mg CdCl,/kg/dan,
tokom 21 dana (subakutna toksi¢na doza). Naime, Nigam i sar. su primenjivali i.p. 1 mg
CdClI2/kg/5 dana nedeljno/3 meseca kod Albino pacova; Shaikh i sar. su primenjivali subkutano
5 pmol CdCly/kg /dan (Sto odgovara dozi od 0.91mg CdCl,/kg/dan) tokom 22 nedelje, kod
Sprague-Davlei pacova; a Nagamine i sar. su davali i.p. 3 mg CdCl,/kg/3 puta nedeljno/27
nedelja miSevima (Nigam i sar., 1999; Shaikh i sar., 1999; Nagamine i sar., 2007). Distribucija
Cd u krvotok nakon i.p. aplikacije kao i nakon inhalacije je gotovo jednaka, prema utvrdenom
koeficijentu korelacije (r: 0.78 - 0.9) (Honma i sar., 1998). Odabrani termini uzorkovanja (1, 3,

10121 dana) su u skladu sa procenom postignutih toksi¢nih efekata (Thorne, 2001).
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etanol: 96 % alkohol je razblazen (4,8 puta) da bi se dobio 20 % (10 ml 96 % etanola se dopuni
48 ml destilovanom vodom); aplikovano je 3 ml 20 % alkohola u dve podeljene doze (1,5 g 20 %

alkohola ujutro i poslepodne).

3.3.HISTOPATOLOSKA ANALIZA TESTISA PACOVA

Histopatoloska analiza testisa pacova svih eksperimentalnih grupa je uradena kako bi
ustanovili da li je i u kom stepenu kompromitovana morfologija testisa dejstvom testiranih

agenasa.

3.3.1. Priprema tkiva testisa za histopatolo§ku analizu

Deo testisa je fiksiran u 10 % neutralnom formalinu (pH 7,4) tokom 5-7 dana. Nakon
zavrsenog procesa fiksacije uzorci tkiva testisa su dehidrirani u rastu¢im koncentracijama
alkohola, ksilenu i ukalupljeni u parafin. Parafinski isecci seCeni mikrotomom debljine 5 pm,
bojeni su primenom hematoksilina i eozina (HE metoda bojenja) i analizirani pomocéu
mikroskopa (Nikon ECLIPSE 50 Japan, DXM 1200C). Morfoloska struktura bojenih isecaka je
prikazana digitalnim Grafikma.

3.4.ODREDPIVANJE SADRZAJA METALA U TESTISIMA

Koncentracije metala (Cd, Cu, Fe, Zn i Mg) su odredene u rastvoru razorenog tkiva testisa
metodom atomske apsorpcione spektrometrije (AAS) sa plamenom tehnikom (Analyst 200,
PerkinElmer, Shelton, USA).

3.4.1. Reagensi i standardi

Nitratna (HNOgs, 64 % p.a.) i perhlorna kiselina (HCIO4, 70 % p.a.) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) su nabavljeni iz komercijalnih izvora, kao i osnovni standardni rastvori: Cd (c =
1000 ppm), Cu (c = 1000 ppm), Fe (c = 1000 ppm), Zn (c = 1000 ppm) i Mg (c = 1000 ppm)
(AccuStandard New Haven). Od osnovnih standardnih rastvora metala do radnih standardnih

rastvora za kalibraciju pravljena su razblazenja sa 2 % HNO3, prema smernicama proizvodaca
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atomskog apsorpcionog spektrometra (PerkinElmer Pure Atomic Spectroscopy Standard
Guidelines, NIST traceable CRM, AccuStandard).

3.4.2. Priprema uzoraka

TKivo testisa je iseCeno i odmereno (~ 2 g tkiva) u erlenmajere, koji su prethodno oprani u
destilovanoj vodi i 10 % HNOg3, a nakon 24h isprani sa redestilovanom vodom. Uzorcima tkiva
je dodavana smesa koncentrovanih mineralnih kiselina za digestiju - HNO3 i HCIO4 (4:1; v/v) (8
mL conc HNO3 + 2 mL conc HCIO,), uparavano do suva na pe$¢anom kupatilu, a potom
kvantitativno prenoSeno sa 0,1 M HNOj; u normalne sudove od 10 ml. Nakon potpunog

rastvaranja suvog ostatka, rasvor je prebacen u plasti¢ne epruvete.

3.4.3. Merenje koncentracije metala

U pripremljenim uzorcima koncentracija metala odredena je metodom AAS. Donja granica
kvantifikacije, koncentracija do koje je metoda pokazala linearnost i preciznost metode navedeni
su za sve ispitivane metale, redom: Cd (0,02 ppm, 2 ppm, 0,08%), Cu (0,14 ppm, 20 ppm,
0,06%), Fe (0,13 ppm, 100 ppm, 0,08%), Zn (0,015 ppm, 1 ppm, 0,07%) i Mg (0,03 ppm, 0,5
ppm, 0,12%).

Talasne duzine koriS¢ene za odredivanje metala su: 228,8 nm za Cd, 216,51 nm za Cu,
305,91 nm za Fe, 213,86 nm za Zn i 285,21 nm za Mg. Koncentracija metala izraZena je u ug/g
tkiva za Cd, Cu, Fe, Zn i Mg.

3.5.ODREDPIVANJE PARAMETARA OKSIDATIVNOG STRESA | ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE U
HOMOGENATIMA TKIVA TESTISA

3.5.1. Hemikalije

Glutation, redukovani oblik (98-100 % ¢istoca) i oksidovani oblik (99 % ¢istoca),
ortofosforna kiselina (OPA) i metafosforna kiselina (MPA) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Nemacka), natrijum perhlorat monohidrat (NaClO,4 « H,O) (Acros Organics, New Jersey, SAD),
etilendiamintetrasiréetna kiselina (EDTA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), natrijum fosfat
(Na;HPQ,), kalijum dihidrogen fosfat (KH,POy), trihlorsiréetna kiselina (TCA) i tiobarbiturna
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kiselina (TBA) (Merck, Darmstadt, Nemacka), nitro plavo tetrazolijum hlorid (NBT) i Folin
Ciocalteu's fenol reagens (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) su komercijalnog porekla. Ransod
komercijalni kitovi su koriS¢eni za odredivanje aktivnosti SOD (RANDOX Laboratories, UK),
dok su Sigma komercijalni kitovi koris¢eni za odredivanje GR (kataloski broj GRSA) i GST
(kataloski broj CS0410) (Sigma, St. Louis, Missouri, USA). Dejonizovana voda je svakodnevno
pripremana u bolnickoj apoteci Vojnomedicinske akademije (VMA, Beograd, Srbija). Rastvor
NaClQ,, koji je u sastavu mobilne faze za te¢nu hromatografiju pod visokim pritiskom (HPLC),
je redovno filtriran neposredno pre analize kroz celulozne membranske filtere promera pora 0,45

mikroma (Agilent Technologies, Nemacka).

3.5.2. Priprema homogenata za merenje parametara oksidativnog stresa

3.5.2.3.Priprema homogenata za merenje superoksid anjon radikala, malondialdehida i
aktivnosti enzima

Nakon nepotpunog odmrzavanja priprema tkiva testisa za analize vrSena je homogenizacijom
0,1-0,4 g uzorka na ledu, u hladnom puferizovanom saharoznom mediju (1 ml) (0,25 mol/Il
saharoza, 0,1 mmol/l EDTA i Na/K fosfatni pufer, pH 7,2) u staklenoj epruveti za
homogenizaciju sa teflonskim tu¢kom, na 800 obrtaja/min (Schiett-biotec, Gottingen, Germany).
Nakon dva uzastopna centrifugiranja (Beckman J-21, rotor J-20) u trajanju od 15 min na 3500
obrtaja/min i +4 °C, supernatant je izdvojen i sonifikovan (MSE, P631555) radi liziranja
membrana subcelularnih struktura 1 predstavlja nepreciS¢enu mitohondrijalnu frakciju (Gurd 1
sar., 1974). Sonifikacija je izvedena u tri ciklusa po 30 sekundi i sa 5 sekundi pauze izmedu
ciklusa, a talog odbacivan. Dobijeni supernatant je odmah analiziran ili ¢uvan u ependorf
posudama na -80 °C do trenutka odredivanja koncentracije proteina i odgovarajuéih parametara
OS 1 AOS. Svi uzorci su tokom pripreme i tokom odredivanja neenzimskih 1 aktivnosti

enzimskih parametara antioksidativne zastite cuvani na +4 °C.

3.5.2.4.Priprema homogenata za odredivanje glutationa

Nakon nepotpunog odmrzavanja priprema tkiva testisa za odredivanje GSH je vrSena
homogenizacijom 0,1-0,4 g uzorka na ledu u hladnom fizioloSkom rastvoru (1 ml) u staklenoj

epruveti za homogenizaciju sa teflonskim tuckom, na 800 obrtaja/min (Schiett-biotec,
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Gottingen, Nemacka). Homogenatu tkiva testisa dodata je hladna MPA (5% wi/v) (1 ml) za
deproteinizaciju. Nakon centrifugiranja u plastiénim epruvetama 25 min na 8000 obrtaja/min i
+4 °C, supernatant je izdvojen za hromatografsku analizu ili ¢uvan u ependorf posudama na -20
°C do momenta odredivanja GSH. Na izdvojeni talog dodavan je rastvor 0,1 M NaOH i nakon 24
h spektrofotometrijski odredena koncentracija proteina. Svi uzorci su tokom pripreme i tokom

odredivanja GSH ¢uvani na + 4 °C.

3.5.3. Odredivanje koncentracije proteina u homogenatima tkiva testisa

Parametri OS, kao 1 AOS, izraZzavani su na mg proteina, tako da je u homogenatima tkiva
testisa najpre odreden sadrzaj proteina. Proteini su odredivani metodom po Lowry-ju, koja se
zasniva na primeni kristalizovanog albumina govedeg seruma kao standarda (5 % BSA) (Lowry i
sar., 1951). Metoda se zasniva na biuretskoj reakciji peptidnih veza i jona Cu u alkalnoj sredini i
reakciji fosfomolibdensko-fosfovolframskog reagensa sa aromati¢énim amino kiselinama (tirozin
u triptofan) u polipeptidnim lancima. U reakciji nastaje kompleksno jedinjenje plave boje, €iji je

intenzitet proporcionalan koncentraciji proteina.

U epruvetu je odmeravano 10 ul uzorka i do 1 ml reakcione smese: 2 ml 0,5 % CuSOy i do
100 mL Stock Lowry reagensa (10 g Na,COs, 10 mL 5 mol/L NaOH, 100 mg K-Na tartarata i

H20 do 500 mL), inkubirano 10 minuta na sobnoj temperaturi i meSano na vorteksu.

Slepa proba (1 ml reakcione smese) i standardi (10, 20, 30, 40, 50 mikroL. BSA - bovini
serum albumin, poznate koncentracija proteina 1 mg/mL, uz dodatak reakcione smese do 1 mL)
su takode 10 minuta inkubirani na sobnoj temperaturi i vorteksirani. Zatim je u sve analize
(uzorci, slepa proba, standardi) dodato po 100 mikroL Follin-reagensa i ponovo je vrSena
inkubacija 30 minuta na sobnoj temperaturi. Intenzitet plave boje meren je spektrofotometrijski
na 575 nm.

Za kalibracionu krivu i regresionu jednacinu merena je absorbancija radnih standardnih
rastvora. Koncentracija proteina u uzorku se za predstavljanje dobijenih rezultata izrazava u

mg/mL homogenata tkiva.
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3.5.4. Odredivanje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite
Homogenati tkiva testisa pripremljeni u saharoznom medijumu kori$c¢eni su za odredivanje:
MDA, O;", ukupni SOD (tSOD), CAT, GR i GST, dok su se homogenati pripremljeni u

fizioloskom rastvoru Koristili za merenje GSH i GSSG, dole navedenim metodama.

3.5.4.5.0dredivanje koncentracije malondialdehida

Odredivanje MDA u homogenatima tkiva zasniva se na reakciji MDA sa TBA pri ¢emu
nastaje obojeni kompleks jako zute boje €iji se intenzitet meri spektrofotometrijski na 492-650
nm (Girotti 1 sar., 1991). Reakcionu smeSu TBA reagensa Cine 15 % trihlorsiréetna kiselina,

0,375 % tiobarbiturna kiselina i 0,25 mol/L hlorovodoni¢ne kiseline.

U epruvete je odmeravano 200 pl razblaZenog homogenata (50 pul homogenata + 150 pl
preciséene vode) i 400 pl TBA reagensa, zatim zagrevano na 95 °C (pH 3,5) tokom 5 minuta u
vodenom kupatilu. Nakon hladenja izvrSeno je centrifugiranje 1 minut na 3000 obrtaja/min,
nakon ¢ega je po 300 pl supernatanta razliveno u plocu i merena je apsorbancija u odnosu na
slepu probu. Vrednost apsorbancije Citana je na ELISA spektrofotometru pri mernoj talasnoj

duZini od 492 nm 1 referentnoj talasnoj duzini od 650 nm.

Za kalibracionu krivu 1 regresionu jednacinu, napravljen je radni standardni rastvor MDA
koncentracije 1 mmol/l, a zatim serija mernih rastvora koncentracija 10, 50, 100, 150 i 200
pmol/l. Koncentracija MDA se izraCunava iz regresione jednacine: gde je y — razlika
absorbancija na datim talasnim duZinama, a x — koncentracija MDA (umol/50 pl homogenata).
Dobijeni rezultati za MDA se izrazavaju prema sadrzaju proteina u 50 pl homogenata i vrednosti

prevode u nmol MDA/mg proteina.

3.5.4.6.0dredivanje koncentracije superoksid anjon radikala

Odredivanje stvaranja O, u homogenatima tkiva zasniva se na redukciji nitro blu
tetrazolijuma (NBT) do monoformazana dejstvom O;", §to se Koristi kao mera stvaranja O," U

hemijskim i bioloskim sistemima (Auclair i Voisin, 1985).
Redukcija NBTa odvija se u dva koraka:

kao nepotpuna redukcija do monoformazana:
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NBT + O, + 2H" — O, + monoformazan
kao kompletna redukcija NBT-hlorida do diformazana:
NBT"™ + 2CI" + 4e” + 4H" — diformazan + 2HCI

U oksidovanoj formi NBT je Zuta supstanca rastvorljiva u vodi, dok je njegova redukcija u
diformazan pra¢ena promenom u intenzivnu plavu boju i smanjenjem rastvorljivosti. U
puferizovanom vodenom rastvoru bliskom neutralnom pH, molarni ekstinkcioni koeficijent pri
talasnoj duzini od 550 nm iznosi za monoformazan 15 000 M?em?, a za diformazan 30 000 M
Yem™. U vodenim rastvorima reakcije koje stvaraju O, dovode do nepotpune redukcije NBT do

monoformazana.

O," - zavisna redukcija NBT odvija se do monoformazana. Reakcionu smesu ¢ine 1 mmol
NBT (rastvorenog u 0,05 mol fosfathom puferu, pH 8,6 sa 0,1 mmol EDTA) i 0,1 mg/mL
zelatin, koji NBT-formazan odrzava u rastvoru. Rastvor NBT je jedan sat bio izloZen dejstvu
azota pod pritiskom, §to je imalo za cilj da smanji napon O, u medijumu. Reakcija je otpocinjala
dodavanjem 0,05 mL uzorka u 1 mL reakcione smesSe, a promena ekstinkcije prac¢ena je u toku 5
minuta na talasnoj duzini 550 nm. Stvaranje O,  izrazavano je kao nmol redukovanog

NBT/min/mg proteina.

3.5.4.7.0dredivanje aktivnosti ukupne superoksid dismutaze

Aktivnost ukupne SOD (tSOD) u homogenatima tkiva odredivana je pomoc¢u komercijalnog
kita. Odredivanje se zasniva na reakciji O, , generisanih ksantinom i ksantin oksidazom, sa 2-(4-
iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum hloridom (I.N.T.). Intenzitet crvene boje

formazana je meren na talasnoj duzini 505 nm.

Aktivnost SOD je predstavljena stepenom inhibicije. Dobijeni rezultati za aktivnost tSOD se

izrazavaju u jedinicama po miligramu proteina (U tSOD/mg proteina).

3.5.4.8.0dredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost CAT odredivana je spektrofotometrijskom metodom. Amonijum molibdat formira
zuti kompleks sa H,O; i pogodan je za merenje kako serumskih, tako i aktivnosti CAT u tkivu
(Goth, 1991). Uzorak (0,1 mL) je najpre inkubiran 1 minut sa 0,5 mL 65 pM H,0;, u Na-K
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fosfatnom puferu, pH 7,2. Kontrolna reakcija je pripremljena sa 0,1 mL Na-K fosfatnog pufera,
pH 7,2 i 0,5 mL 65 puM H,0,. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 0,5 mL 32,4 mmol
amonijum molibdata u uzorke i kontrole. Absorbanca izmedu Zuckastog molibdata i Hy0,
kompleksa u odnosu na slepu probu ¢itana je na 405 nm. Jedinica aktivnosti CAT definiSe se kao
broj pmolova H,0, redukovanih u minuti (umol H,O,/min). Aktivnost ovog enzima u

ispitivanim uzorcima izrazena je u jedinicama po miligramu proteina (U CAT/mg proteina).

3.5.4.9.0dredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Aktivnost GR u homogenatima tkiva je odredivana pomocu komercijalnog kita. Metoda se
zasniva na redukciji GSSG u GSH dejstvom GR. Glutation reduktaza je potreban donor
redukcionih ekvivalenata- NADPH za reakciju. Po zavrsetku reakcije GSH uzrokuje redukciju
5,5'-ditiobis (2-nitrobenzojeve kiseline) (DTNB) u 5-tio (2-nitrobenzojevu Kiselinu) (TNB).
Porast absorbancije (odgovara formiranju TNB-a) je merena na talasnoj duzini 412 nm i ukazuje
na aktivnost GR. Absorbancija je ocCitavana nakon 60 sekundi inkubacije reakcione smeSe na

svakih 10 sekundi kako bi se dobile vrednosti za 11 ciklusa.

Dobijeni rezultati za aktivnost GR se izrazavaju u milijedinicama po miligramu proteina (mU
GR/mg proteina). Jedna internacionalna jedinica (U) GR odgovara redukciji 1 pmola DTNB-a u
TNB.

Dobijeni rezultati za aktivnost GPx se izrazavaju u jedinicama po miligramu proteina (U
GPx/mg proteina). Jedna internacionalna jedinica (U) GPx uzrokuje nastanak 1 umola NADP" iz

NADPH u minuti, pri definisanim uslovima.

3.5.4.10. Odpredivanje aktivnosti glutation-S-transferaze

Aktivnost GST u homogenatima tkiva je odredivana pomocu komercijalnog kita. Metoda se
zasniva na konjugaciji -SH grupe GSH sa 1-hloro-2-dinitrobenzenom (CDNB), $to dovodi do
porasta absorbancije na talasnoj duzini 340 nm, proporcionalnoj aktivnosti GST. Apsorbancija se

odmabh ocitava, svakih 60 sekundi da se dobije 6 ciklusa.

Dobijeni rezultati za aktivnost GST se izraZzavaju u milijedinicama po miligramu proteina
(mU GST/mg proteina). Jedna internacionalna jedinica (U) GST uzrokuje nastanak 1 pmola GS-

DNB konjugata u minuti, pri definisanim uslovima.
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3.5.4.11. Odredivanje koncentracije redukovanog i oksidovanog glutationa

Odredivanje GSH 1 GSSG u homogenatima tkiva zasniva se na hromatografskoj metodi koja
je prilagodena rutinskoj analizi ve¢eg broja uzoraka (Begic i sar., 2017). Metoda omogucava
istovremeno odredivanje oba oblika glutationa, ¢ime se izbegavaju greske koje nastaju kada se
primenjuju formule koje sluze za izracunavanje GSSG iz razlike izmerenog ukupnog glutationa i

GSH.

Analize su izvedene na aparatu Shimadzu korporacijskog HPLC sistema, koji je opremljen sa
pumpom (LC-30AD Nexera Liquid Chromatograph Pump system), pe¢nicom (CTO-30A Nexera
Column Oven), detektorom (SPD-M20A Prominence Diode Array Detector), autosemplerom
(SIL-30AC Nexera Autosampler) i degazerom (DGU-20A5 Prominence Degasser), koji su
proizvedeni od strane Shimadzu USA Manufacturing INC (Canby, Oregon, USA). Za kontrolu
instrumenta i analizu podataka koris§¢en je Labsolutions Main-system administrator i Nexera
softver (2008-2010). Separacija je postignuta na analiti¢koj koloni Zorbax eclipse AAA (4,6x150
mm; 3,5 um) (Agilent Technologies), pri optimiziranim hromatografskim uslovima (protok 1
ml/min, temperatura 40 °C, talasna duzina 215 nm). Kolona je svaki dan ispirana sa
acetonitrilom i pre analize rekondicionirana sa mobilnom fazom. lzokratska separacija je
izvedena sa mobilnom fazom koju ¢ini 100 mM rastvor NaClO4 (pH 2,8 podeSen sa 0,1 % OPA).
Za hromatografsku analizu je injektovano 50 pl supernatanta pripremljenog prema proceduri iz
3.5.3.

Za kalibracionu krivu i regresionu jednacinu, od osnovnog standardnog rastvora (smesa GSH
i GSSG) (1 mmol/l), napravljen je radni rastvor koncentracije 100 umol/l, a zatim serija radnih
rastvora koncentracija 0,01, 1, 10, 100 i 200 pmol/l. Standardi GSH i GSSG su rastvoreni u
diluentu/mobilnoj fazi. Radni rastvori se pripremaju svaki dan i ¢uvaju na +4 °C. Pikovi GSH i
GSSG iz radnih rastvora pokazuju izuzetnu ponovljivost retencionih vremena (t;) i povrsSine
ispod krive (AUC) (GSH: t,RSD = 0,83 %, AUC RSD = 0,33 %; GSSG: t,RSD = 1,84 %, AUC
RSD = 0,24 %). Identifikacija je potvrdena proverom UV spektra. Uzimajuci u obzir prisustvo
endogenog GSH i GSSG u homogenatima tkiva testisa, sniman je prvo hromatogram
supernatanta iz pripremljenog homogenata tkiva testisa kako bi se utvrdila povrSina pika koja
odrazava endogene koncentracije GSH 1 GSSG tzv. bioloSki matriks uzorka. Zatim su u porcije

istog supernatanta iz homogenata tkiva testisa dodani odredeni volumeni osnovnog standardnog
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rastvora GSH i GSSG, kako bi se dobile taéno poznate finalne koncentracije i snimljeni su
hromatogrami. Za procenu prinosa metode (recovery), uporedena je povrSina pikova iz pojac¢anih

(spiked) uzoraka sa povrSinama pikova iz ¢istih mernih standardnih rastvora.

Metoda odredivanja je linearna u opsegu koncentracija potrebnih za odredivanje uzoraka
0,01-200 umol/l. Donja granica kvantifikacije (izraCunata na bazi standardne devijacije odgovora
i nagiba definisane kalibracione krive — 10x STDEV niske koncentracije/nagib kalibracione
krive) iznosi 0,56 pmol/l za GSH i 1,58 umol/l za GSSG. Preciznost metode (izraZzena kao
koeficijent varijacije —CV) iznosi < 2,56 % za GSH i < 1,17 % za GSSG, te ta¢nost metode
(izrazena kao razlika izmedu o¢ekivane i izmerene koncentracije - % bias) iznosi <2 % i za GSH

i za GSSG. Prinos metode iznosi 99,19 % za GSH i 99,45 % za GSSG.

3.6.ODREPIVANJE SADRZAJA TESTOSTERONA

3.6.1. Priprema homogenata za odredivanje testosterona

Homogenati tkiva (pripremljeni kao u proceduri 3.5.2.) su centrifugirani na 2500 obrtaja
tokom 30 minuta, na temperatuti 4 °C. Dobijeni supernatanti se koriste za merenja sadrzaja
testosterona 1 proteina. Za odredivanje testosterona supernatanti su dva puta ekstrahovani sa 2,5
ml dietiletra, a potom centrifugirani na 400 obrtaja tokom 15 minuta, na temperatuti 4 °C.
Ekstrakti su potom upareni do suva u struji azota i rekonstituisani u 500 ul pufera koji se dobija
uz komercijalni kit. Testosteron je kvatifikovan koriS¢enjem komercijalnog kita (Cobas E411,

Roche, Germany).

3.6.2. Odredivanje koncentracije testosterona

Za merenje sadrzaja testosterona u plazmi 1 homogenatu testisa koriS¢en je komercijalni
imunohemijski test Cobas E 411 (Roche, Nemacka). Sadrzaj testosterona je izraZzen kao
nanogrami testosterona po miligramu protein (ng/mg protein) (za homogenate) i nanomoli

testosterona po mililitru plazme (nmol/ml) (za plazme).
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3.7.STATISTICKA ANALIZA

Jednofaktorska ANOVA i Tukey-Post hoc test je koris¢en za statisticku analizu podataka
(softver GraphPad Prism, verzija 5.01). Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD.
Analiza korelacije ispitivanih parametara je izvedena Spirmanovim testom. Razlike su smatrane
statisti¢ki znacajnim za (*) p <0,05 Razmatrani su i sled¢i nivoi znacajnosti: (**) p<0.01 i (***)

p<0.001.
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4. REZULTATI

Zbirni prikazi efekata svih primenjenih tretmana na pojedinacne izmerene parametre
(biolementi, OS i testosteron u plazmi i testisima) predstavljeni su graficki u vidu histograma
(Grafici 1-13, Tabela 1) radi preglednosti, dok su efekti pojedina¢nih tretmana na ispitivane
parametre prikazani tabelarno (Tabele 2-22) radi podrobnije analize dobijenih rezultata. Dati
prikazi se odnose na termine izlozenosti do 21, odnosno 42 dana (u zavisnosti od primenjenih
tretmana). Histopatoloski preseci tkiva testisa tretiranih pacova u poredenju sa adkevatnom
kontrolnom grupom su predstavljeni u okviru poglavlja Rezultata koji se odnosi na efekte

pojedinaénih tretmana na ispitivane parametre (Slike 1-7).

U poglavlju Prilozi su dati detaljniji podaci (tabelarni i statisticki) za sve primenjene
tretmane i termine: 1, 3, 10, 21, 31 i 42 dana.

4.1.ZBIRNI PRIKAZI EFEKATA SVIH PRIMENJENIH TRETMANA NA POJEDINACNE IZMERENE
PARAMETRE U TESTISIMA PACOVA

4.1.1. Efekti primenjenih tretmana na status biolelemenata u testisima pacova

Efekti individualnih i kombinovanih tretmana etanolom, Cd i DSF na koncentraciju Fe, Cu,
Zn i Mg u testisima izlozenih pacova su graficki prikazani (Grafici 1-4). Koncentracije metala su
izrazene u pg/g tkiva. Na prikazanim grafikonima, vrednosti su izraZzene kao srednja vrednost +
SD za 6 uzoraka (n = 6). Oznake za razlike izmedu grupa u odnosu na odgovarajucu kontrolnu
grupu (x), A grupu (a), Cd grupu (B) i A21/Cdy; grupu (y) zivotinja. Jednofaktorska ANOVA -
nivo znacajnosti: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; oznake 1, 21, 22 i 42 se odnose na duzinu

ekspozicije.
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Grafik 1. Efekat individualne i kombinovane izlozenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na koncentraciju gvozda u testisima pacova.

Cu
ldan C—3a 21.dan 22.dan mEm 42.dan
PP
-
A L
N |

Ho/g tkiva

K MU K/MU A DSF  A/DSF Cd Cd/DSF A/Cd A/Cd/DSF

Grafik 2. Efekat individualne i kombinovane izloZenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na koncentraciju bakra u testisima pacova.
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Grafik 3. Efekat individualne i kombinovane izlozenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na koncentraciju cinka u testisima pacova.
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Grafik 4. Efekat individualne i kombinovane izloZenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na koncentraciju mangana u testisima pacova.
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4.1.2. Efekti primenjenih tretmana na status oksidativnog stresa u testisima pacova

Efekat individualne i kombinovane izlozenosti etanolu, Cd i DSF na status parametara OS u
testisima izloZenih pacova: O, (nmol red NBT/min/mg prot.), MDA (nmol MDA/mg prot),
tSOD (U/mg prot.), CAT (U/mg prot.), GST (mU/mg prot.),GR (mU/mg prot.), GSH (nmol
GSH/mg prot.), GSSG (nmol GSSG/mg prot.)) i GSSG/GSH odnos (Grafici 5-13). Na
prikazanim grafikonima, vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD za 6 uzoraka (n = 6).
Oznake za razlike izmedu grupa u odnosu na odgovarajucu kontrolnu grupu (x), A grupu (a), Cd
grupu (B) i Ax/Cdy; grupu (y) zivotinja. Jednofaktorska ANOVA - nivo znacajnosti: *p<0.05,

*#p<0.01, ***p<0.001; oznake 1, 21, 22 1 42 se odnose na duzinu ekspozicije.
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Grafik 5. Efekat individualne i kombinovane izloZenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na stvaranje superoksidnog anjona u testisima pacova.
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Grafik 6. Efekat individualne i kombinovane izlozenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na koncentraciju malondialdehida u testisima pacova.
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Grafik 7. Efekat individualne i kombinovane izloZenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na aktivnost superoksid dizmutaze u testisima pacova.
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Grafik 8. Efekat individualne i kombinovane izlozenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na aktivnost katalaze u testisima pacova.
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Grafik 9. Efekat individualne i kombinovane izlozenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na aktivnost glutation S transferaze u testisima pacova.
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Grafik 10. Efekat individualne i kombinovane izloZenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na aktivnost glutation reduktaze u testisima pacova.
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Grafik 11. Efekat individualne i kombinovane izlozenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na koncentraciju redukovanog glutationa u testisima pacova.

66



GSSG

l.dan C—3 2l.dan 22dan @R 42.dan
L T PP P PP UP PP TPPPPTRPPPPION

nmol GSSG/mg prot
NN

K MU K/MU A DSF  A/DSF Cd Cd/DSF A/Cd A/Cd/DSF

Grafik 12. Efekat individualne i kombinovane izloZenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na koncentraciju oksidovanog glutationa u testisima pacova.
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Grafik 13. Efekat individualne i kombinovane izlozenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu
(DSF) na odnos oksidovani/redukovani glutation (GSSG/GSH) u testisima pacova.
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4.1.3. Efekti primenjenih tretmana na status testosterona u plazmi i testisima pacova

Efekat individualne i kombinovane izloZenosti etanolu, Cd i DSF na koncentraciju

testosterona u plazmi i testisima izlozenih pacova (Tabela 1)

Tabela 1. Efekat individualne i kombinovane izloZenosti alkoholu (A), kadmijumu (Cd) i disulfiramu

(DSF) na koncentracije testosterona u plazmi i testisima pacova.

Tretman

Ko 7.72+1,624 2,33=0,648

Ky 18,22 2,553 5,10 = 0,628

Ky 20,00 £2.217 501=1.014
MU, 004 = 1836 250 =0.507
MU, 17,46 = 1,310 5,510,879
KMU,, 21,362,164 5,65 = 1,089

A 10,39 + 1,968 3110404

As 11,432,476, x*++ 363 0,371, x++*
DSFE, 16,76 + 2 549 3,79=09%0
DSE;,; 16,86 + 2,590 4 85+ 0,067
A; 5 DSFas 3y 7292159, kk+* gr+* 3,700,514, x**+=*
A, 5 DSFas 49 11,04 £ 1,019, g¥** g*+* 391 £0.223, k=
Cdyy 0162125 2740262
Cdy, 9.66 = 1,263, wct*+* 1,73 £ 0,439, c*++
Cdy, 5620971, xk++ 0,08 £ 0,235, =+
Cd;_ 3 DSF;2 33 0,00 + 0,633, k**+* 1210313, s+
Cd;_43DSF39 42 863+ 0,772, «c*** 0,52+ 0,008, xc**+=*
A,0/Cdyy 760+ 1741 1,67 £0,286
A,,/Cdy,y 7.52 0,826, k¥ ** o* 145 = 0418, g¥** g*++
A 51/Cdy_37DSF33 33 6,72+ 1,151, ¥+ 124+ 0271, g*** g*++
A, 5/Cdy 43 DSF;53 43 7600777, wF%* o* 0,59 £ 0,030, w*** g*+*

Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = SD za 6 uzoraka (n = 6). Oznake za razlike izmedu grupa u odnosu na
odgovaraju¢u kontrolnu grupu (x), A grupu (o), Cd grupu (B) i A /Cd,; grupu (y) Zivotinja. Jednofaktorska
ANOVA - nivo znadajnosti: *p<0.05, ***p<0.001; oznake 1, 21, 22 i 42 se odnose na duZzinu ekspozicije.
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4.2 PRIKAZI UTICAJA INDIVIDUALNE IZLOZENOSTI ALKOHOLU, KADMIJUMU |
DISULFIRAMU NA ISPITIVANE PARAMETRE U TESTISIMA PACOVA

4.2.1. lzloZenost alkoholu

4.2.1.1.Efekat subakutne izloZenosti alkoholu na koncentraciju bioelemenata u testisima
pacova

Tabela 2. Efekat alkohola na status bioelementa u testisima pacova

Tretman: A, Fe Cu Zn Mg
1 dan 13,01 = 0,941 0,81 = 0,077 31,652,389 152,01 = 12,012
Eomvolal dan| 1221 £1.833 0.01 £0.027 36353107 140475307
= 1.28 25 40 =
21 dan 15’?5:‘ = 1259 0.92 = 0,125 *’&i MM er10=4610
Eonvola 2. dan|  I1295+1.575 0.92+0.067 30413077 [4975+5234

Tretman: Aj,;: izlozenost pacova etanolu (per os; 3ml 20% etanol/21 dan). Jedinice u kojima je izraZena
koncentracija bioelemenata u testisima: Fe (ug Fe/g tkiva), Cu (ug Cu/g tkiva), Zn (ug Zn/g tkiva) i Mg (ug Mg/g
tkiva). Statisticka znacajnost: *-p<0,05, ** -p<0,01, *** - p<0,001. Simbol za adekvatnu poredbenu grupu
(Kontrola: 21 dan - «).

Rezultati studije pokazuju povecanje koncentracije Fe (45%) u terminu 21 dan nakon davanja
etanola u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu grupu (Grafik 1, Tabela 2,). Medutim, u istom
terminu je za 35% smanjena koncentracija Zn nakon aplikacije etanola u odnosu na

odgovarajucu kontrolu (Grafik 3, Tabela 2).

4.2.1.2. Efekat subakutne izloZenosti alkoholu na oksidativni stres u testisima pacova

Tabela 3. Efekat alkohola na status oksidativog stresa u testisima pacova

Tretman: Ay 0, tSOD CAT MDA GST GR GSH GSSG  GSSG/GSH

1dan 73,04=10922 57=0,559 6,01=0,760 154,64=7.733 9690=17.656 225=0276 3881=3893 140=0106 0,04 =0,004
Kontrolg1.dan G736+ 5355 651+0622 6220407 1364528341 076011800 158=0442 ATFI=3011 LAT:0005  0.04=0002
201,13 £25,193 2,99 =0, 199,63 = 13249 370525173
21 dan SRt ’9’1 Hf‘” 4.77=0,597 g 2 g 224=0290 3237=3352 157=0073 0,05=0,006

Kontrola 21. dan 08,22+2,283 043 =0.823 g4 0411 1340006374 1004011800 2550340 3802=33508 1270090 0030005

Tretman: A, izlozenost pacova etanolu (per os; 3ml 20% etanola/21 dan). Jedinice u kojima je izrazena
koncentracija parametara oksidativnog stresa: O, (nmol red NBT/min/mg proteina), tSOD (U tSOD/mg proteina),
CAT (U CAT/mg proteina), MDA (nmol MDA/mg proteina), GST (mU GST/mg proteina), GR (mU GR/mg
proteina), GSH (nmol GSH/mg proteina), GSSG (nmol GSSG/mg proteina), GSSG/GSH. Statisticka znac¢ajnost: *-
p<0,05, ** -p<0,01, *** - p<0,001. Simbol za adekvatnu poredbenu grupu (Kontrola: 21 dan - «).
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Rezultati studije pokazuju povecanje sadrzaja O," (195%) i MDA (48%) u terminu 21 dan
nakon davanja A u odnosu na kontrolnu grupu (Grafici 5, 6, Tabela 3). Medutim, u istom
terminu registrovano je smanjenje aktivnosti SOD (53,5%) i GST (66%) nakon aplikacije A u

odnosu na odgovarajuc¢u kontrolu (Grafici 7, 9, Tabela 3).

4.2.1.3.Efekat subakutne izloZenosti alkoholu na sadriaj testosterona u plazmi i testisima
pacova

Rezultati studije pokazuju da primena A u trajanju od 21 dana dovodi do smanjenja
koncentracije testosterona u plazmi za 37%, a u testisima za 29% u odnosu na odgovarajucu

kontrolnu grupu Zivotinja (Tabele 1, 4).

Tabela 4. Efekat alkohola na koncentraciju testosterona u plazmi/testisima pacova

Tretman
7721624 2.33 0,648
K ' ' ' '
Ky 18,22 2,553 5,10 = 0,628
A 10,39 + 1,968 3110404
10
A 11,43 £ 2,476, k*** 36320371, k***
21

Tretman A;.;: izloZenost pacova etanolu (per os; 3 ml 20% etanola/dan tokom 21 dana). Vrednosti su izrazene kao
srednja vrednost = SD za 6 uzoraka (n = 6). Oznake za razlike izmedu grupa u odnosu na odgovarajucu kontrolnu
grupu (k). Jednofaktorska ANOVA - nivo znacajnosti: ***p<0.001; oznake 101 21 se odnose na duzinu ekspozicije.

4.2.1.4. Efekat subakutne izloZenosti alkoholu na morfoloske promene u testisima —
histopatoloSka analiza testisa pacova

Tkivo testisa potpuno je izgubilo svoj morfoloski integritet. Na mikrofotografiji se vidi
nekoliko okruglih ili ovoidnih praznih prostora dok neke ispunjava homogeni eozinofilni sadrzaj,
potpuno acelularan. Sve je ovo uklopljeno u amorfnu bledo-eozinofilnu supstancu, tako da se ne

moze prepoznati mikrostruktura testisa (Slika 1).
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A. K5 grupa B. A, grupa

Slika 1. Presek tkiva testisa pacova subakutno tretiranih etanolom.

A. Ky kontrolna grupa — normalna mikroarhitektura tkiva; B. A, grupa (per os 3 ml 20% etanol/dan tokom 21

dana) — naruena normalna struktura tkiva-acelularni prostori u semenim kanali¢ima.

4.2.2. lzlozenost kadmijumu

4.2.2.5.Efekat subhroniéne izloZenosti kadmijumu na koncentraciju bioelemenata u testisima

pacova

Tabela 5. Efekat kadmijuma na status bioelementa u testisima pacova

Tretman: Cd, Fe Cu Zn Mg
1 dan 15331342 0,88 = 0,087 32,85 =5,097 152,10=17,672
Eontrola 1. dar 1221+ 1,853 0.91 0027 36,563,197 14947£35,302
21,67 =3.970 1,90 = 0,162 22,93 = 3715,
21 dan KEEE KEEE KEEE 153,41 = 8,313
Eontrola 21 dan 1295+1 575 0920067 304123077 149.75+£5234
39,29 = 9,004 3.73=0.710 24,20 = 5,167
42 dana x***, ! x**; x***, * 133,86 = 31,398
Eontrola 42 dan 15900 £2 437 09I +0027 3880252012025 +15 6848

Tretman: Cd.4,: izloZenost pacova Cd (i.p., 1 mg CdCly/kg/dan, tokom 42 dana). Jedinice u kojima je izrazena
koncentracija bioelemenata u testisima: Fe (ug Fe/g tkiva), Cu (ug Cu/g tkiva), Zn (ug Zn/g tkiva) i Mg (ng Mg/g
tkiva). StatistiCka znacajnost: *-p<0,05, ** -p<0,01, *** - p<0,001. Simbol za adekvatnu poredbenu grupu

(Kontrole: 21 i 42 dana - ).

Rezultati pokazuju povecanje koncentracije Fe (18%) 1 Cu (106,5%) 1 smanjenje

koncentracije Zn (41%) u terminu 21 dan nakon davanja Cd u odnosu na kontrolne vrednosti. U

terminu 42 dana od aplikacije Cd, registrovano je visestruko povecanje koncentracije Fe (158%)

1 Cu (233%), odnosno smanjenje koncentracije Zn (38%) u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolu

(Grafici 1-3, Tabela 5).
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4.2.2.6.Efekat subhronicne izloZenosti kadmijumu na oksidativni stres u testisima pacova

Tabela 6. Efekat kadmijuma na status oksidativog stresa u testisima pacova

Tretman: Cd, 0, tS0D CAT MDA GST GR GSH GSSG GSSG/GSH
1dan 1“6’75 :*10’3‘3’”' 4’5‘1 ff'f” 678=1210 13535=3952 9355=8217 184=0217 37.86=4850 139=0,198 0,04 =0,007
Kontrolgl.dan G736+ 5355 651+0622 6220407  13645=834] 076011800 1258=0442 IT7I=3001 1370005  0.04=0002

253,38=29,539 140,149 4,44=0917 192,99 = 32,080 1733 = 7,701 143=0241 2516=6,054 176=0066 0,07=0,020

KEEd EEE wEEE EEE EEE W EEE i KEEE

21 dan

Kontrola 21 dan 68272283 6430823 5400411  I34.00=6374 10045=11 850 I55=0340 3502233508 1270006  0.03=0005
32137247592 1,0=0,139 347=0759 28528=36213 9,02=2315 125=0146 1726=0,638 220=0192 0,13=0,010
42 dln Ki-i-i- Ki-i-i- Ki-i-i- Ki-*i- Ki-*i- K* Ki-*i- Ki-i-i- K***

Kontrola42. dan 8758 = 11720 8430663 g.00x1221 14251 =17.749 | Q17916172 2511009 30653606 1310048 003 =0003

Tretman: Cdy4,: izloZenost pacova Cd (i.p., 1 mg CdCl,/kg/dan, tokom 42 dana). Jedinice u kojima je izrazena
koncentracija parametara oksidativnog stresa: O, (nmol red NBT/min/mg proteina), tSOD (U tSOD/mg proteina),
CAT (U CAT/mg proteina), MDA (nmol MDA/mg proteina), GST (mU GST/mg proteina), GR (mU GR/mg
proteina), GSH (nmol GSH/mg proteina), GSSG (nmol GSSG/mg proteina), GSSG/GSH. Statisticka znacajnost: *-
p<0,05, ** -p<0,01, *** - p<0,001. Simbol za adekvatnu poredbenu grupu (Kontrole: 21 i 42 dana - x).

U terminima 21, odnosno 42 dana (21 / 42) od davanja Cd u studiji su registrovana povecéanja
koncentracija O, (271% / 267%), MDA (43% / 104%) i GSSG (137,5% / 68%), kao i povecanje
odnosa GSSG/GSH (114% / 285%) u odnosu na odgovarajuce kontrolne grupe zivotinja (Grafici
5, 6, 12, 13, Tabela 6). Medutim, u terminima 21 i 42 dana (21 / 42) od aplikacije Cd izmereno je
smanjenje aktivnosti SOD (78% / 87%), CAT (31% / 43%), GST (84% / 90%) i GR (46% /
50%), kao i koncentracije GSH (34% / 56%) u odnosu na kontrolne vrednosti (Grafici 7-11,
Tabela 6).

4.2.2.7.Efekat subhronicéne izloZenosti kadmijumu na sadriaj testosterona u plazmi i testisima
pacova
Rezultati su pokazali da primena Cd u trajanju od 21 i 42 dana dovodi do smanjenja
koncentracije testosterona u plazmi za 47% i 72%, redom, u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolnu
grupu Zzivotinja, dok su koncentracije testosterona u homogenatima testisa nakon 21 i 42 dana
izloZzenosti Cd manje za 66% i 83%, redom, u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu grupu (Tabele
1,7).

Tabela 7. Efekat kadmijuma na koncentraciju testosterona u plazmi/testisima pacova
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K 1721624 2330648
10
K 1822 +£2.553 5,10 £ 0,628
21
20,00 2217 3911014
| : . . .
Cdyq 2162125 2740262
Cd;,; 9,66 £ 1263, «*** 1730430 w*d*
Cdy, 5620971 w*** 0,98 = 0255, «***

Tretman Cdy.4,: izlozenost pacova kadmijumu (intraperitonealno; 1 mg CdCl,/kg/dan tokom 21/42 dana). Vrednosti
su izrazene kao srednja vrednost £ SD za 6 uzoraka (n = 6). Oznake za razlike izmedu grupa u odnosu na
odgovarajucu kontrolnu grupu (x). Jednofaktorska ANOVA - nivo znaéajnosti: ***p<0.001; oznake 10, 21, i 42 se
odnose na duZinu ekspozicije.

Rezultati su pokazali da primena Cd u trajanju od 21 i 42 dana dovodi do smanjenja
koncentracije testosterona u plazmi za 47% i 72%, redom, u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu
grupu zivotinja, dok su koncentracije testosterona u homogenatima testisa nakon 21 i 42 dana

izloZenosti Cd manje za 66% i 83%, redom, u odnosu na odgovarajucu kontrolnu grupu (Tabele

1,7).

4.2.2.8.Efekat subhroniéne izloZenosti kadmijumu na morfoloske promene u testisima —
histopatoloSka analiza testisa pacova

Na mikrografiji tkiva testisa nakon subakutnog i subhroni¢nog davanja Cd vidljive su
drasticne promene u poredenju sa kontrolnom grupom. Prilikom subakutnog tretmana Cd
bazalna membrana semenih kanali¢a je dobro definisana. Uz samu membranu raspoznaju se
spermatogonije 1 Sertolijeve celije. Ostali celularni elementi su skoro potpuno izbrisani.
Adluminalno je prisutan bledi eozinofilni sadrzaj (Slika 2 B). Nakon subhroni¢nog davanja Cd
vidljive su degenerativne promene semenih kanali¢a, intersticijalni prostror je proSiren sa
difuznim degenerativnim promenama (Slika 2 C). Na oba preseka Cd grupa zapaza se odsustvo

spermatogeneze.
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A. Ky grupa

C. Cd4, grupa
Slika 2. Presek tkiva testisa pacova subakutno/subhroni¢no tretiranih kadmijumom.

A. Ky kontrolna grupa — normalna mikroarhitektura tkiva; B. Cdy; grupa (i.p. 1 mg CdCl,/kg t.m./dan tokom 21
dana)-acelularno tkivo testisa; C. Cdy, grupa (i.p. 1 mg CdCly/kg t.m./dan tokom 42 dana) — potpuno naruSen
integritet semenih kanalica.

4.2.3. lzlozenost disulfiramu

4.2.3.9.Efekat subakutne izloZenosti disulfiramu na koncentraciju bioelemenata u testisima
pacova

Tabela 8. Efekat disulfirama na status bioelementa u testisima pacova

Tretman: DSF,,; Fe Cu Zn Mg

1 dan 13,08 = 1,230 ”’“:*”’135 28,76 =2,406 154,70 = 5,671

Kontrola I. dan 1221 £1.853 0910037 3650x3197 [48.47 £ 5,302
Eontrola-maslineve ulie I. dan 17,03 =2318 125=0221 3282=5207 12216=10245

21,12=0,509 0,71 = 0,089
21 dan s ees 31,01 =2,989 131,83 = 9316

Eontrola 21. dan 12951375 0920007 | 39413077 [48,75 £ 5,234
Eowntrola-maslinove ulje 21 dan 12951575 1460199 3281=x5037 1258517053

Tretman: DSFy.4,: izloZenost pacova DSF (per os, 178,5 mg/kg/dan, tokom 21 dana). Jedinice u kojima je izraZena
koncentracija bioelemenata u testisima: Fe (ug Fe/g tkiva), Cu (ug Cu/g tkiva), Zn (ug Zn/g tkiva) i Mg (ug Mg/g
tkiva). Statisticka znagajnost: *-p<0,05, *** - p<0,001. Simbol za adekvatnu poredbenu grupu (Kontrola- maslinovo

ulje: 21 dana - ).
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Rezultati istrazivanja prikazuju povecanje koncentracije Fe za 63% 1 smanjenje koncentracije
Cu za 51% nakon 21 dana davanja DSF zivotinjama u odnosu na odgovarajucu kontrolnu grupu

(Grafici 1, 2, Tabela 8).

4.2.3.10. Efekat subakutne izloZenosti disulfiramu na oksidativni stres u testisima pacova

Tabela 9. Efekat disulfirama na status oksidativog stresa u testisima pacova

Tretman: DSFy, 0,” tS0D CAT MDA GST GR GSH GSSG GSSG/GSH
24823 =129 524=0,716 64,57 = 16,146
1dan ’2“ ot =L st ‘:* 2 656=1,072 127.75=12.611 ’5‘:“ : 1,59 = 0,559 32,56=2,514 138=0138 0,04 =0,004
Kontrola1.dan  G736:3355 6310622 62230407 136458341 976011599 2550442 3TTI:300  L3T0005 0.04 0,002
Kontrola-maslinove ulje I dan 80,01 =54435 5070684  514=1145 I147.01=15080 S160=12440 24721071 371424006 146=0,054 0.04 0,005
352,01 28,841 2,04 = 0,151 10196 = 10,686  36,34= 9,267
21 dan v B4l 1 s 6,87=1311 ’96‘(* . ’3::;2 2490582 393123187 1130205  0,03=0,004
Kontrola21.dan  6822%2283 64320823 64020411 134606374 1004611860 2550340 3802%3508 1270005 0.03 0,005
Kontrola-maslinovo ulje 21. dan| 7227+ 11.688 6.00:047]  S61=0700 14475+16125 728517015 25520027 3507%5.660 133=0107 0.04 0,000

Tretman: DSFy4,: izloZenost pacova DSF (per os, 178,5 mg/kg/ dan tokom 21 dana). Jedinice u kojima je izrazena
koncentracija parametara oksidativnog stresa: O, (nmol red NBT/min/mg proteina), tSOD (U tSOD/mg proteina),
CAT (U CAT/mg proteina), MDA (nmol MDA/mg proteina), GST (mU GST/mg proteina), GR (mU GR/mg
proteina), GSH (nmol GSH/mg proteina), GSSG (nmol GSSG/mg proteina), GSSG/GSH. Statisticka znacajnost: *-
p<0,05, *** - p<0,001. Simbol za adekvatnu kontrolnu grupu (Kontrola- maslinovo ulje: 21 dana - k).

Rezultati studije pokazuju poveéanje koncentracije O, za 210% nakon jednog dana,
odnosno za 387% nakon 21 dana od pocetka davanja DSF (Grafik 5, Tabela 9). Medutim, 21 dan
nakon primene DSF zabelezZeno je smanjenje aktivnosti SOD (70%) 1 GST (50%), kao 1 sadrzaja

MDA (30%) u odnosu na odgovarajuce kontrolne grupe (Grafici 6,7,9, Tabela 9).

4.2.3.11. Efekat subakutne izloZenosti disulfiramu na sadriaj testosterona u plazmi i
testisima pacova

Primena DSF nije dovela do statisticki zacajnih razlika u koncentraciji testosterona u plazmi i

testisima tretiranih Zivotinja (Tabela 1, 10).

Tabela 10. Efekat disulfirama na koncentraciju testosterona u plazmi/testisima pacova
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204 =1.836

2390307

1746+ 1,310 5310870
16,76 = 2 549 3,79 0990
16,86 = 2,590 4 83 + 0,067

Tretman DSF;.,;; izloZenost pacova disulfiramu (per 0s;178,5 mg/kg/dan tokom 21 dana). Vrednosti su izrazene kao
srednja vrednost £ SD za 6 uzoraka (n = 6). Jednofaktorska ANOVA - nivo znacajnosti p<0,05; oznake 10 i 21 se
odnose na duzinu ekspozicije.

4.2.3.12. Efekat subakutne izloZenosti disulfiramu na morfoloske promene u testisima —
histopatoloSka analiza testisa pacova
Na preparatu tkiva testisa nakon davanja DSF uofavaju se izmenjeni semeni kanalici.
Adluminalno je prisutan eozinofilni sadrzaj. Globalno je oCuvana struktura tkiva i zapazaju se

¢elije u svim fazama spermatogeneze (Slika 3).

A. MUy, grupa B. DSF,; grupa
Slika 3. Presek tkiva testisa pacova subakutno tretiranih disulfiramom.

A. MUy, grupa-kontrolna grupa (maslinovo ulje) — normalna mikroarhitektura tkiva; B. DSF,; grupa (per os 178,5
mg DSF/kg t.m./dan tokom 21 dana) — o¢uvana normalna mikroarhitektura tkiva.
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4.3.UTICAJ KOMBINOVANE IZLOZENOSTI ALKOHOLU I/ILI KADMIJUMU | DISULFIRAMU NA
TESTISE PACOVA

4.3.1. Parelelna izloZenost alkoholu i kadmijumu (1-21 dana)

4.3.1.1.Efekat parelelne subakutne izloZenosti alkoholu i kadmijumu (1-21 dana) na
koncentraciju bioelemenata u testisima pacova

Tabela 11. Efekat paralelne izloZenosti etanolu i kadmijumu na status bioelementa u testisima izloZenih
pacova

Tretman: A,,,/Cd; Fe Cu Zn Mg

1 dan 12.27 = 1638  083=0101 32275:5241 144,89 = 17.253
Eontrola I. dan 12211 8353 001 =0.027 JF 5623197 149 47+ 5 302

21 dan 1872 «1.214 144 0225 26,19 = 4298
. .o, BT K 148,59 = 6. 442
Eontrola 21 dan 12951 575 0920067 34T +3 077 14975+ 5234

Tretman: A;.,1/Cdy.,;: izloZenost pacova etanolu (per 0s, 3 ml 20% etanol/dan) i Cd (i.p. 1 mg CdCl,kg/dan), tokom
21 dana. Jedinice u kojima je izraZzena koncentracija bioelemenata u testisima: Fe (ug Fe/g tkiva), Cu (ug Cu/g
tkiva), Zn (ng Zn/g tkiva) i Mg (ng Mg/g tkiva). Statisticka znacajnost: *-p<0,05, ** -p<0,01, *** - p<0,001.
Simbol za adekvatnu poredbenu kontrolnu grupu (Kontrola 21 dana — k, Alkohol 21 dan - a, Kadmijum 21 dan —R).
Rezultati istrazivanja pokazuju da subakutna paralelna izlozenost A i Cd dovodi do
povecanja koncentracije Fe u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu grupu (44%) (Grafik 1). U istoj
eksperimentalnoj grupi Zivotinja koncentracija Cu je bila povecana za 56% u odnosu na K1 1 Ay
grupe, odnosno smanjena u odnosu na Cda; grupu (24%) (Grafik 2). Studija pokazuje smanjenu
koncentracije Zn za 33% nakon subakutnog davanja A i Cd u odnosu na kontrolnu grupu (Grafik

3).
4.3.1.2.Efekat parelelne subakutne izloZenosti alkoholu i kadmijumu (1-21 dana) na
oksidativni stres u testisima pacova

Tabela 12. Efekat paralelne izloZenosti etanolu i kadmijumu na status oksidativog stresa u testisima
izloZenih pacova

Tretman: A, ,/Cdy, 0," tSOD CAT MDA GST GR GSH GSSG  GSSG/GSH
231,55 219,761  4,16=0,116 14946 219,113 51,69 = 15,033
1 dan Km’,sfm, Bris  giis geis D9 =0.896 ’46‘(; ’ (it gein gras 19920544 4536 LS0=0I04 00520007
Kentraia 1. dan 67365355 651=00622 06220407 1364828341 07.60=11300 258=0442 3771=3001 1370005 0.04% 0,002
e 19704211332 1990224 320=0,873 22521=30283  11,99=4760 22,00=1,889 2,07=0334 0,09 =0,010
Kiii,niii Kiii Kiii Kiii Kiii,ui 1’60*0’117 Kiii,uii Kiii,uii Kiii,uiii
Kontrola 21. dan 6522£2,183 6430823 64020411 1340026374 10045211860 25520340 3802%3,598 12720006 0,030,005

Tretman: A;.,,/Cd;,: izloZenost pacova etanolu (per os, 3 ml 20% etanola/dan) i Cd (i.p. 1 mg CdCl,/kg/dan),
tokom 21 dana. Jedinice u kojima je izraZena koncentracija parametara oksidativnog stresa: O, (nmol red
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NBT/min/mg proteina), tSOD (U tSOD/mg proteina), CAT (U CAT/mg proteina), MDA (nmol MDA/mg proteina),
GST (mU GST/mg proteina), GR (mU GR/mg proteina), GSH (nmol GSH/mg proteina), GSSG (nmol GSSG/mg
proteina), GSSG/GSH. Statisti¢ka zna¢ajnost: *-p<0,05, ** -p<0,01, *** - p<0,001. Simbol za adekvatnu poredbenu
kontrolnu grupu (Kontrola 21 dana — «, Alkohol 21 dan - a, Kadmijum 21 dan —8).

Rezultati studije su pokazali da 21 dan nakon paralelne primene A i Cd dolazi do povecanja
sledec¢ih parametara: koncentracije O, u odnosu na kontrolu (189%); koncentracije MDA u
odnosu na kontrolu (67%); koncentracije GSSG u odnosu na kontrolnu (62%) i A1 grupu (32%);
odnosa GSSG/GSH u odnosu na kontrolnu (162%) i A2; grupu (84%). Paralelna primena A i Cd
u trajanju od 21 dan dovodi do smanjenja slede¢ih parametara: koncentracije O, u odnosu na
Cdy1 grupu (23%); aktivnosti SOD u odnosu na Kz (69%) grupu; aktivnosti CAT u odnosu na
kontrolu (49%); aktivnosti GST u odnosu na kontrolnu (89%) i A1 grupu (68%); i koncentracije

GSH u odnosu na kontrolnu (42%) i Az; grupu (32%) Zivotinja (Grafici 5-9,11-13).

4.3.1.3.Efekat parelelne subakutne izloZenosti alkoholu i kadmijumu (1-21 dana) na sadriaj
testosterona u plazmi i testisima pacova
Subakutna izlozenost A i Cd dovodi do smanjenja koncentracije testosterona u plazmi u
odnosu na Ky grupu (59%), A1 grupu (34%) i Cdyy grupu (22%) zivotinja. Davanje A i Cd u
trajanju od 21 dana smanjuje koncentraciju testosterona u tkivu testisa u odnosu na Kj
kontrolnu grupu (71%) i Az; grupu (60%) Zivotinja (Tabela 1, 13).

Tabela 13. Efekat paralelne izlozenosti etanolu i kadmijumu na koncentraciju testosterona u plazmi i
testisima pacova

Parametri

Testosteron u plazmi Testosteron u testisima
Tretman (nmol/ml) (pmol/mg proteina)
Ko 1721624 2,330,648
Ka; 1822 2553 5,10+ 0,628

760+1.741 167 +0.286

AI{PIICdl'D : : : :
A4/Cdyy 1.52£0,826, k*¥**_o* 1AS £ 0418, *** g***

Tretman A;.,1/Cdyo; : izloZzenost pacova etanolu (per os; 3 ml 20% rastvora etanola/dan tokom 21 dana). i
kadmijumu (intraperitonealno; 1 mg CdCly/kg/dan tokom 21dana). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD
za 6 uzoraka (n = 6). Oznake za razlike izmedu grupa u odnosu na odgovarajucu kontrolnu grupu (k) i A grupu (o)
zivotinja (videti u Tabeli 1). Jednofaktorska ANOVA - nivo znacajnosti: *p<0.05; ***p<0.001; oznake 10 i 21 se
odnose na duzinu ekspozicije.
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4.3.1.4.Efekat parelelne subakutne izloZenosti alkoholu i kadmijumu (1-21 dana) na
morfoloSke promene u testisima — histopatoloSka analiza testisa pacova
Na mikrografiji tkiva testisa nakon parelelne izlozenosti alkoholu i kadmijumu u trajanju od
21 dana primec¢uju se mati¢ne ¢elije muskih gameta koje leze na bazalnoj membrani, dok se sve

ostale zrelije ¢elije nalaze u adlumenskom delu epitela (Slika 4).

A. K grupa B. A /Cdy grupa

Slika 4. Presek tkiva testisa pacova subakutno kombinovano tretiranih kadmijumom i etanolom.

A. Ky kontrolna grupa — normalna mikroarhitektura tkiva; B. A,1/Cd,; grupa (i.p. 1 mg CdCl,/kg t.m./dan + per os 3
ml 20% etanol/dan tokom 21 dana) — narusen integritet membrane semenih kanali¢a.

4.3.2. Nadovezana izloZenost alkoholu (1-21 dana) pa disulfiramu (22-42 dana)

4.3.2.1.Efekat nadovezane subakutne izloZenosti alkoholu (1-21 dana) pa disulfiramu (22-42
dana) na koncentraciju bioelemenata u testisima pacova

Tabela 14. Efekat nadovezanog tretmana etanolom pa DSF na status bioelementa u testisima izloZenih
pacova

Tretman: A; ;) /DSF,; Fe Cu Zn Me

1 dan 13,01 =0,941 0,81 =0,077  31,65=2389 152,01 =12,012

Eontrola I dan [2.21 =1 853 000 =0 027 30503197 142 475302
Eontrola-maslinove ulje I. dan | I7053 2318 1.25=023] 3282=5207 122165=1004¢6

18,79 = 1,259

Wit

25,49 = 1,101

wEEE

21 dan 0.92 = 0,125 147,10 = 4,610

Eontrola 21. dan . [295 1575 0020007 38413077 [48,75 £ 5,234
Eontrola-maclineve ulje 21 dan  [205=1575 146=0109 32815937 1258517053

42 dan 20,56=1,997  0,92=0,120

KE KEE

27,78=0,610 139,48 =5782

Eontrola 42 dan . 122521575 0020007 30413077 148 755234
Eontrola-maclineve ulje 42 dan = 14,00 = 3405 1470300 | 34078626 1199714841
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Tretman: A;.01/DSF,5.4,: izloZenost pacova etanolu (per os, 3 ml 20%etanola/dan tokom prvih 21 dana) i disulfiramu
(per os, 178,5 mgDSF/dan tokom narednih 22-42 dana). Jedinice u kojima je izraZena koncentracija bioelemenata u
testisima: Fe (ug Fe/g tkiva), Cu (ug Cu/g tkiva), Zn (ug Zn/g tkiva) i Mg (ug Mg/g tkiva). Statisticka znacajnost: *-
p<0,05, ** -p<0,01, *** - p<0,001. Simbol za adekvatnu poredbenu kontrolnu grupu (Kontrola- maslinovo ulje: 21
dana — k).

Rezultati istrazivanja pokazuju da dolazi do povecanja koncentracije Fe (38%) i smanjenja
koncentracije Cu (37%) u tkivu testisa nakon subakutne izloZenosti A, a potom DSF u odnosu na

odgovarajucu kontrolnu grupu (Grafici 1,2).
4.3.2.2.Efekat nadovezane subakutne izloZenosti alkoholu (1-21 dana) pa disulfiramu (22-42
dana) na oksidativni stres u testisima pacova

Tabela 15. Efekat nadovezanog tretmana etanolom pa DSF na status oksidativog stresa u testisima
izloZenih pacova

Tretman: A,,/DSFy. 0," tSOD CAT MDA GST GR GSH GSSG  GSSG/GSH
irm T3,04=10922 5720559 6,01=0760 154647733 9690=17.656 2250276 3881=3893 140=0,106  0,04=0,004
Kontrola 1. dan 673635355 65106227 6220407  13645=834] 076011899 2580442 377I=3011 137=0.095 0,04 % 0,002
Eontrola-maslinove ulje 1. dan 5001 £5443 6070684 5141145 1470115080 BLEO=12440 2471071 3714=4006 146=0.054 0,04 %0,005

21 dan 20L13=25193  299=0843 o0 g9y 19963213249 IT0S=5IT3 000200 323723352 15720073 0,050,006

wEEE EEE wEEE EEE
Kontrola 21. dan 6822+2283 (4320823 64020411 1346026374 10045=11860 25520340 350223598 12740096 0.03% 0,005
Komtrola-maslinove wljs 21. dar 722711688 6.002047] 56120700 14475216125 7285217015 13520027 350725660 13320107 0.04% 0,000
42 dan lf’f:::;z% 2’06‘: 0381 yaro0gs 12 ’5::; a1 “7’81‘: 16011y a7-04m7 41,10:*4331 141-0,193  0,03=0,006
Kontrola 42. dan 575511720 &43%0663  609=122 142.51%17.740 017916172 2511099 30653608 13120048 0.03 % 0,003
Komtrola-maslinove wljs 42. dare 7767211724 7540896 6211140 16082+ 14515 050626530 2.60%0568 350025382 13720101 0.04% 0,004

Tretman: A;.,1/DSF,,.4,: izloZenost pacova etanolu (per os, 3 ml 20% etanol/dan tokom prvih 21 dana) i disulfiramu
(per os, 178,5 mg/kg/dan tokom narednih 22-42 dana). Jedinice u kojima je izrazena koncentracija parametara
oksidativnog stresa: O, (nmol red NBT/min/mg proteina), tSOD (U tSOD/mg proteina), CAT (U CAT/mg
proteina), MDA (nmol MDA/mg proteina), GST (mU GST/mg proteina), GR (mU GR/mg proteina), GSH (nmol
GSH/mg proteina), GSSG (nmol GSSG/mg proteina), GSSG/GSH. Statisticka znac¢ajnost: *-p<0,05, ** -p<0,01,
*** . p<0,001. Simbol za adekvatnu poredbenu kontrolnu grupu (Kontrola- maslinovo ulje: 21 dana — «, Alkohol 21
dan —a)

Rezultati studije pokazuju da subakutno davanje A a potom DSF dovodi do povecanja:
koncentracije O, (89%) u odnosu na odgovarajucu kontrolnu grupu. U istoj eksperimentalnoj
grupi zivotinja doslo je do smanjenja: aktivnosti SOD (73%) 1 GST (51%) u odnosu na kontrolnu
grupu. U grupi zivotinja Aj-21/DSF2.42 za 28% je povecana koncentracija GSH u odnosu na Ay
grupu. Medutim, davanje DSF nakon subakutnog aplikovanja A pokazalo je smanjenje sledeéih
parametara: koncentracije O, (27%) i koncentracije MDA (29%) u odnosu na Aj; grupu

(Grafici 5-7,9,11).
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4.3.2.3.Efekat nadovezane subakutne izloZenosti alkoholu (1-21 dana) pa disulfiramu (22-42
dana) na sadriaj testosterona u plazmi i testisima pacova
Subakutno davanje A, a potom DSF u grupama A;.21/DSF;.31 1 A1-21/DSF25,.4, dovodi do
smanjenja koncentracije testosterona u plazmi za 60% i 45%, redom, a u testisima za 27% i 34%,
redom u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu grupu. Takode je zabeleZzeno smanjenje
koncentracije testosterona u plazmi u A;21/DSF2,.31 grupi za 36% u odnosu na Az grupu
(Tabelal, 13).

Tabela 13. Efekat nadovezanog tretmana etanolom pa DSF na koncentraciju testosterona u
plazmi/testisima pacova

Tretman

Ky 18,22+ 2553 5,10 £ 0.628
21.36=2.164 5.65=1,089

KMU,, : - : :

Ay21,DSFas 37 729£2,150, kk+* gr* 3,700,514, x**+=*

Ay 21 DSFas 4o 11,04 £ 1,019, ¥+ g++* 30120223 gr*

Tretman A;.,1/DSFy,.4, : izloZenost pacova etanolu (per os; 3 ml 20% rastvora etanola/dan tokom 21 dana). i
disulfiramu (per 0s;178,5 mg DSF/kg/dan tokom 21 dana). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = SD za 6
uzoraka (n = 6). Oznake za razlike izmedu grupa u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu grupu (k) i A grupu (o)
zivotinja (videti u Tabeli 1). Jednofaktorska ANOVA - nivo znacajnosti: ***p<0.001; oznake 1, 21, 22, 31 i 42 se
odnose na duzinu ekspozicije.

4.3.2.4.Efekat nadovezane subakutne izloZenosti alkoholu (1-21 dana), a potom disulfiramu
(22-42 dana) na morfoloske promene u testisima — histopatoloska analiza testisa
pacova
Na histoloskom preseku tkiva testisa nakon udruZene subakutne izlozenosti A, a potom DSF
se intraluminalno u semenim kanali¢ima wvidi slojeviti germinativni epitel. Proces
spermatogeneze se ne deSava istovremeno, ¢ime se 1 objasnjava nejednak izgled kanali¢a koji
sadrze razlicite grupe Celija spermatogeneze. Ova asinhronija poznata je pod imenom ciklus

semenog epitela. Adluminalno se uocava veliki broj spermatida (Slika 5).
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A. KMUy,, grupa B. A1.21/DSF,;.4, grupa

Slika 5. Presek tkiva testisa pacova nakon nadovezane subakutne izloZenosti alkoholu a potom
disulfiramu

A. KMU,, grupa- kontrolna grupa (nakon 21 dana odsustva tretmana Zivotinjama je davano maslinovo ulje)-
normalna mikroarhitektura tkiva; B. A;.21/DSF,.4> grupa (per os 3 ml 20% etanol/dan tokom 21 dana i potom per 0s
178,5 mg DSF/kg t.m./dan tokom 21 dana)-naru$en process spermatgeneze.

4.3.3. Udruzena izloZenost kadmijumu (1-42 dana) i disulfiramu (22-42 dana)

4.3.3.1.Efekat udruiene izloZenosti kadmijumu (subhroni¢na, 1-42 dana) i disulfiramu
(subakutna, 22-42 dana) na koncentraciju bioelemenata u testisima pacova

Tabela 17. Eefekat kombinovanog tretmana Cd i DSF na status bioelementa u testisima izlozenih pacova

Tretman: Cd; ;,/ DSF;; 4 Fe Cu ZIn Mg
1 dan 1533=1342  0,88=0,087 32,85=5097 152,10=17672
Eontrogla 1. dan = 12,21 1853 0.9l 0,027 34563197 140 47 £ 5 302

Eontrola-maslinove ulje I. dan | I7053 2318 1.25=023] 3282=5207 122165=1004¢6

21,67=3970  190=0162  22,93=3715,

wEid wEEE wEEE

21 dan 153,41 = 8,313

Konvola 21 dan 12051575 0920067 3941=3.077 149755234
Kontrola-masiinove ulje 21 dan = 12051575 1450100 3281=5037 125.85=17.053
17,12=1,175 0,90 = 0,068

itz wiE, fiid

42 dana 29,04 =1,333  12555=17,032
Eontrola 42. dan | 15,01 £ 2,657 0,91 0,027 388022520 1202515646

Eontrolg-maclinevo ulje 42 dan = 14,00 = 3405 14720300 | 3407z 026 1199714841

Tretman: Cdy4/DSFy_4,: izloZenost pacova Cd (i.p., 1 mg CdCl,/kg/dan tokom 42 dana) i disulfiramu (per os, 178,5
mg/kg/dan tokom 22-42 dana). Jedinice u kojima je izraZzena koncentracija bioelemenata u testisima: Fe (ug Fe/g
tkiva), Cu (ug Cu/g tkiva), Zn (ng Zn/g tkiva) i Mg (ng Mg/g tkiva). StatistiCka znacajnost: *** - p<0,001. Simbol
za adekvatnu poredbenu kontrolnu grupu (Kontrola- maslinovo ulje: 42 dana — k, Kadmijum 42 dana-R).

Rezultati studije pokazuju da udruzena izlozenost Cd u trajanju od 42 dana i DSF u trajanju

od 21 dana dovodi do smanjenja koncentracije Cu (38%) u odnosu na odgovarajucu kontrolnu
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grupu zivotinja (Grafik 2). U grupi zivotinja Cdi.42/DSF2.4, registrovano je smanjenje
koncentracije Fe (56%) i Cu (76%) u odnosu na Cdg, grupu (Grafici 1,2).

4.3.3.2.Efekat udruzene izloZenosti kadmijumu (subhroni¢na, 1-42 dana) i disulfiramu
(subakutna, 22-42 dana) na oksidativni stres u testisima pacova

Tabela 18. Efekat kombinovanog tretmana kadmijuma i disulfirama na status oksidativog stresa u
testisima izloZzenih pacova

Tretman: Cdy_,/DSFyy 4, 0.~ {SOD CAT MDA GST GR GSH  GSSG GSSG/GSH

1dan 1“’75 ;20430 “’5‘1’; 0516 ea8-1210 1353553952 935528217 184=0217 37,86=4850 1390198  0,04=0007

Kontrola 1. dan 6736+ 5355 65100622 622 =0407 136488341 076011809 12580442 3F7I=3011 1370005 0,04 0,002

EKontrola-maslinovo ulje I. dan S0.01 =5443 607 =0.6584 S14=1145 14701 =15080 S160=x12449 Z47=1071 37 14=4006 I146=0054 0,04 0,005
21 dan 253%:*:;9,539 1,4:*2,*149 4,41 <0917 192 ,9i:*;:2 080 17,13‘;2,701 143 - 0241 25,2g::,054 176 - 0,066 o,ch; =000

Kontrola 21. dan 68 22+2183 6430823 G40= 0411 134606374 1004611860 2550340 35023508 1270006 0,03 0,005

Eontrola-maslinove ulje 21. dan TRLATx11688 ) 6000471 5610700 14475216125 728517015 25508027 38075660 1330197 0,04 = 0,000
183,71 <1L716 27520371 6,06=1120 13455221295  30,17-4,.449 27720669 2497=0543 19720249 0,08 = 0,011
42 dan whiE, fis whEE, fEEE REiE itaes wEEE JiEeey wEEE wEEE wEEE, fEEE

Eontrola 42. dan 875811720 8430663 6001221 1425117740 QI 7016172 2511009 30653606 13100458 0,03 =0,003

Eontrola-maslinove ulje 42 dan FRETx11.724 7540896 g21 1149 I60.82=14518 Q6660530 20600568 38605382 1370101 0,04 = 0,004

Tretman: Cdy.4o/DSFy,.4,: izloZenost pacova Cd (i.p., 1 mg CdCly/kg/dan tokom 42 dana) i DSF (per os, 178,5 mg
DSF/kg/dan tokom 22-42 dana). Jedinice u kojima je izraZena koncentracija parametara oksidativnog stresa: O,™
(nmol red NBT/min/mg proteina), tSOD (U tSOD/mg proteina), CAT (U CAT/mg proteina), MDA (nmol MDA/mg
proteina), GST (mU GST/mg proteina), GR (mU GR/mg proteina), GSH (nmol GSH/mg proteina), GSSG (nmol
GSSG/mg proteina), GSSG/GSH. Statisticka znacajnost: *-p<0,05, *** - p<0,001. Simbol za adekvatnu poredbenu
grupu (Kontrola- maslinovo ulje 42 dana — k, Kadmijum 42 dana-R).

Rezultati istraZivanja pokazuju da udruZena izloZenost Cd u trajanju od 42 dana i DSF u
trajunju od 21 dana dovodi do povecéanja sledec¢ih parametara: koncentracije O, (137%), GSSG
(44%), odnosa GSSG/GSH (123%) u odnosu na odgovarajucu kontrolnu grupu i aktivnosti SOD
(175%), CAT (75%) i GR (122%) u odnosu na Cds, grupu; odnosno dovodi do smanjenja:
aktivnosti SOD (63%) i GST (69%) i koncentracije GSH (35%) u odnosu na kontrolnu grupu,
kao i koncentracije O," (43%) i MDA (53) i odnosa GSSG/GSH (39%) u odnosu na Cdg; grupu

(Grafici5-13, Tabela 18).
4.3.3.3.Efekat udruiene izloZenosti kadmijumu (subhroni¢na, 1-42 dana) i disulfiramu
(subakutna, 22-42 dana) na sadrZaj testosterona u plazmi i testisima pacova

Udruzena subhroni¢na izlozenost Cd i DSF u grupama Cd;-3yDSF;2.31 1 Cd1.42/DSF5;.47
uzrokuje smanjenje koncentracije testosterona u plazmi za 57% i 59%, redom, a u tkivu testisa za

78% 1 91%, redom, u odnosu na odgovarajucu kontrolu (Tabela 1,19).

Tabela 19. Efekat izlozenosti kadmijumu i disulfiramu na koncentraciju testosterona u plazmi/testisima
pacova
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Tretman

Kn 18.22=2.553 5,10 0,628
KMU,, 21.36=12.164 5,65+ 1,089

Cdy_ 3, DSF;;3 3 9,00 = 0,655, k*++ 121 = 0,313, x+*+
Cdy_43DSF33 42 8,68 0,772, x**+ 0,52 0,008, g+ +*

Tretman Cdy.,1/DSF,,.4,: izlozenost pacova kadmijumu (intraperitonealno; 1 mg CdCl,/kg/dan tokom 42 dana). i
disulfiramu (per os; 178,5 DSF mg/kg/dan tokom 21 dana). Vrednosti su izraZzene kao srednja vrednost + SD za 6
uzoraka (n = 6). Oznake za razlike izmedu grupa u odnosu na odgovarajucu kontrolnu grupu (x) zivotinja.
Jednofaktorska ANOVA - nivo znacajnosti: ***p<0.001; oznake 1, 21, 31 i 42 se odnose na duzinu ekspozicije.

4.3.3.4.Efekat udruZene izloZenosti kadmijumu (subhroni¢na, 1-42 dana) i disulfiramu
(subakutna, 22-42 dana) na morfoloske promene u testisima — histopatoloska analiza

testis pacova
Na preparatu tkiva testisa nakon udruzene subhroniéne izlozenosti Cd i subakutne izloZenosti
DSF se uocava ve¢i broj semenih kanali¢a, Cije su bazalne membrane zadebljale. Lumen
kanali¢a je gotovo u potpunosti acelularan i ispunjen grudvicasto-homogenim ili mrvicasto-

rastresitim jako eozinofilnim sadrzajem. Neki semeni kanali¢i su potpuno prazni (Slika 6).

B.Cd 1_42/DS Foo.a2 grupa

Slika 6. Presek tkiva testisa pacova nakon udruzene subhroni¢ne izlozenosti kadmijumu i subakutne
izloZenosti disulfiramu

A. KMUy, grupa- kontrolna grupa (nakon 21 dana odsustva tretmana Zivotinjama je davano maslinovo ulje)-
normalna mikroarhitektura tkiva; B. Cd; 4,/DSFj, 4> grupa (i.p. 1 mg CdCl,/kg t.m./dan tokom 42 dana i per os 178,5
mg DSF/kg t.m./dan od 22. - 42. dana) — acelularan lumen semenih kanalica.
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4.3.4. UdruZena izloZenost disulfiramu (22-42 dana), kadmijumu (1-42 dana) i alkoholu
(1-21 dana)

4.3.4.1.Efekat udriene izloZenosti disulfiramu (subakutna, 22-42 dana), kadmijumu
(subhronicéna, 1-42 dana) i alkoholu (subakutna, 1-21 dana) na koncentraciju
bioelemenata (Fe, Cu, Zn, Mg) u testisima pacova

Tabela 20. Efekat kombinovanog tretmana etanolom, kadmijumom i disulfiramom na status bioelementa

u testisima izloZenih pacova

Tretman: A, ,,/Cd; ;,/DSF5, 4 Fe Cu In Mg

1 dan 1327=1,638  0,83=0,101 32,75=5241 144,89 = 17,253

Kontrola 1. dar 1221 £1 853 peIx0027 365637197 149 47 £ 5 302

Eontrola-masiineve ulje 1. dan 17032318 1250221 32825207 122,16 =10246
21 dan 13,?:;1;:14 :;‘:‘j :ﬁﬁi :E’Ii ;‘: 298 4 s0-6442

Kontrola 21 dan 12051 575 0920067 39413077 148,75 =5 234

Eontrola-maslirove ulje 21. dar 12957 575 1450100 32815037 1258517 053
s 15,3;22,&19 1,&5;5 :EI;,ID:‘. :!1;!1,1[:Jﬂ=i 1959 1405499

Eontrola 42 dan 1501 2837 09F 0027 38892520 1202515848

Kontrola-maslirove ulie 42. dar 1401 =3 405 14720300 340724626 11097 214841

Tretman: A;.,1/Cdy4/DSF,, 40 izloZenost pacova etanolu (per os, 3 ml 20% etanola/dan, tokom 1-21 dana), Cd (i.p.
1 mg CdCl,/kg/dan, tokom 42 dana) i DSF (per os, 178,5 mg DSF/kg/dan, tokom 22-42 dana). Jedinice u kojima je
izraZena koncentracija bioelemenata u testisima: Fe (ug Fe/g tkiva), Cu (ug Cu/g tkiva), Zn (Ug Zn/g tkiva) i Mg
(ng Mg/g tkiva). Statisticka znagajnost: *-p<0,05, ** -p<0,01, *** - p<0,001. Simbol za adekvatnu grupu (Kontrola-
maslinovo ulje: 42 dana — k, Alkohol 21 dan —a, Kadmijum 42 dana — R).

Rezultati prikazani na graficima 1-4 pokazuju koncentraciju bioelemenata nakon subakutne
izlozenosti DSF (22-42 dana) tokom subhroni¢ne izlozenosti Cd (1-42 dana), a posle subakutne
izloZenosti A (1-21 dana). U grupi Zivotinja A;.21/Cd1.420/DSF25.42 Nisu registrovane promene u
koncentracijama merenih metala u odnosu na odgovarajuée kontrolne grupe. U odnosu na Cds,
grupu zabelezeno je smanjenje koncentacija Fe (58%) 1 Cu (72%), a povecanje koncentracije Zn

(37%) (Grafici 1-4, Tabela 20).

4.3.4.2.Efekat udrzene izloZenosti disulfiramu (subakutna, 22-42 dana), kadmijumu
(subhronicna, 1-42 dana) i alkoholu (subakutna, 1-21 dana) na oksidativni stres u
testisima pacova

Tabela 21. Efekat kombinovanog tretmana etanolom, kadmijumom i disulfiramom na status oksidativnog
stresa u testisima izlozenih pacova
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Tretman: A, ,)/Cd; »/DSFy 5 0, tSOD CAT MDA GST GR GSH GSSG  GSSG/GSH

1 dam 231,55=19,761  4,16=0,116 149,46 =19,113 51,69 = 15,033

whEE, gEeE, [EEE gEEE gEid 545 =10,896 poes wEE, giid, EEE 199=0,544 32132=4,536 1.50=0104 0,05 = 0,007
Kontrola 1. dan 67.36+5355 6510622 62120407 136455341 07.00211800 158%0442 3071£3011 13720005 0,04 %0,002
Kontrola-maslingve ulje 1. dan 0,015,443 6070684 51421145 147.01%15050 5100212440 247%1071 3714+4006 14620054 0,04 %0,005

21 dan 201’li Z15193 2’95:(: 0543 4mre0s97 l”"‘: 13249 37’“; S5 aaii0200 32372335 15720073 0,080,006
Kontrola 21. dan 65,222,283 643%0823  G40=041]  I34.00+6374 10946=11860 2,55+0340 3302+33508 127%0,006 0,03 0,005
Kontrola-maslinove ulje 21. dan 722711688 GO0%0471  SE120700 1447516125 7LE5217.015 2355:0027 38075060 133%0197 0,04 %0,009

B 167.97=10206 21320392 5230815 13538=20169  2331=3.943 2.71=0402 2698=3218 L64=0168  0,06=0,013

wiEE, fEid Wit fE = gEEE, fREE, pid EEE BEEE wEEE, iR fite BEr, o

Kontrola 42. dan 875811720 8430663  GO09:122] 14251217749 0170216172 251+1000 30653606 131=0,043 0,03 %0,003
Kontrola-maslinove uljs 42. dan 6711724 754%0506  G21=1149 1608214518  0606=6.339 2,00=0568 34605382 137=010] 0,040,004

Tretman: A;.,1/Cd;4/DSF,; 45 izloZenost pacova etanolu (per os, 3 ml 20% etanola/dan, tokom 1-21 dana), Cd (i.p.
1 mg CdCl,/kg/dan, tokom 42 dana) i DSF (per os, 178,5 mg DSF/kg/dan, tokom 22-42 dana). Jedinice u kojima je
izrazena koncentracija parametara oksidativnog stresa: O, (nmol red NBT/min/mg proteina), tSOD (U tSOD/mg
proteina), CAT (U CAT/mg proteina), MDA (nmol MDA/mg proteina), GST (mU GST/mg proteina), GR (mU
GR/mg proteina), GSH (nmol GSH/mg proteina), GSSG (nmol GSSG/mg proteina), GSSG/GSH. Statisticka
znacajnost: *-p<0,05, ** -p<0,01, *** - p<0,001. Simbol za adekvatnu grupu (Kontrola- maslinovo ulje: 42 dana —
K, Alkohol 21 dan —a, Kadmijum 42 dana — 3, Alkohol i kadmijum 21 dan - y).

Rezultati istrazivanja pokazuju da u grupi A1.21/Cd;-42/DSF2,.42 u odnosu na odgovarajuéu
kontrolnu grupu dolazi do poveéanja koncentracije O, (116%), odnosno do smanjenja:
aktivnosti SOD (72%) 1 GST (76%), kao i koncentracije GSH (30%). Medutim, u istoj grupi
Zivotinja je u odnosu na Az; grupu izmereno smanjenje koncentracije MDA (32%), dok je u
odnosu na Cdj, grupu zabelezeno povecanje aktivnosti SOD (113%) i GR (117%) i koncentracije
GSH (56%), odnosno smanjenje koncentracije O, (48%), MDA(53%) i GSSG (25%), kao i
odnosa GSSG/GSH (51%). U odnosu na A,1/Cd,; grupu registrovano je smanjenje koncentracije

MDA (40%) i odnosa GSSG/GSH (33%), kao i povecanje aktivnosti CAT (59%) (Grafici 5-13,
Tabela 21).

4.3.4.3.Efekat udriene izloZenosti disulfiramu (subakutna, 22-42 dana), kadmijumu
(subhroni¢na, 1-42 dana) i alkoholu (subakutna, 1-21 dana) na sadrzaj testosterona u
plazmi i testisima pacova

Smanjenje koncentracije testosterona u plazmi registrovano je u grupama A;-1/Cd;-31/DSF7,.

31 (68%) i A1-21/Cd;1-42/DSF22-42 (64%) u odnosu na odgovarajuce kontrolne grupe. U plazmi je

zabeleZzeno smanjenje koncentracije testosterona u grupi A;21/Cdi42/DSF22.42 (33%), a u

testisima u grupama A1.21/Cd1.31/DSF22-31 (66%) i A1.21/Cd1.42/DSF22.42 (84%) u odnosu na Ao

grupu zivotinja (Tabele 1, 22).

Tabela 22. Efekat kombinovanog tretmana etanolom, kadmijumom i disulfiramom na koncentraciju
testosterona u plazmi/testisima pacova
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Tretman

Ky 18,22 = 2,533 3,100,628
KM[Lu 21362164 363 +£1.089
A 3,/Cdy 3 DSF 6,72 £ 1,151, *** 124 0271, ok ** g¥*#
Ay 21,Cdy 42 DSFas 42 7600777, w***_p* 0,59 £ 0,030, g¥** gE**

Tretman A;.,1/Cd;4/DSF,,.45: izloZenost pacova etanolu (per os; 3 ml 20% rastvora etanola/dan tokom 21 dana),
kadmijumu (intraperitonealno; 1 mg CdCl,/kg/dan tokom 42 dana). i disulfiramu (per 0s;178,5 mg DSF/kg/dan
tokom 21 dana). Vrednosti su izraZene kao srednja vrednost = SD za 6 uzoraka (n = 6). Oznake za razlike izmedu
grupa u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu grupu (x) i A grupu (a) zivotinja (videti u Tabeli 1). Jednofaktorska
ANOVA - nivo znacajnosti: *p<0.05; ***p<0.001; oznake 1, 21, 22, 31 i 42 se odnose na duZinu ekspozicije.

4.3.4.4.Efekat udriene izloZenosti disulfiramu (subakutna, 22-42 dana), kadmijumu
(subhroni¢na, 1-42 dana) i alkoholu (subakutna, 1-21 dana) na morfoloske promene u
testisima — histopatoloska analiza testisa pacova
Na histoloskom preparatu tkiva testisa nakon subakutne izlozenosti DSF tokom subhroni¢ne
izlozenosti Cd, a po subakutnoj izloZzenosti A uocavaju se semeni kanali¢i sa svojim epitelom
kojeg ¢ine dva tipa celija - Sertolijeve celije, Cije se granice teSko uocavaju 1 celije
spermatogeneze, koje su poredane u nekoliko redova i dobro su vidljive. Na slici se primecuju 1

spermatide okomito usmerene prema bazi semenog kanali¢a. Intersticijumski prostor ispunjen je

zapaljenskim infiltratom (Slika 7).

A. KMUy,; grupa B. A1.21/Cd;1.4/DSF;; 45 grupa

Slika 7. Presek tkiva testisa pacova nakon kombinovanog tretmana etanolom, kadmijumom i
disulfiramom
A. KMUy; grupa- kontrolna grupa (nakon 21 dana odsustva tretmana zivotinjama je davano maslinovo ulje)-
normalna mikroarhitektura tkiva; B. A;.,1/Cd;.4o/DSFj; 4, grupa (per os 3 ml 20% etanol/dan tokom 21 dana, i.p. 1
mg CdCl,/kg t.m./dan tokom 42 dana i per os 178,5 mg DSF/kg/dan od 22. - 42. dana )— zapaljenski infiltrat u
intersticijumu.
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5. DISKUSIJA

Brojne studije su potvrdile da izlaganje alkoholu i/ili Cd dovodi do reproduktivne toksi¢nosti
kod ljudi i zivotinja, pri ¢emu su testisi naro€ito osetljivi (Brzoska i sar., 2013; Kojima i sar.,
1993; Al-Bader i sar., 1999). Dizajnom ove studije pokusali smo da evaluiramo Stetne efekte na
testise kojima su izlozeni alkoholicari i/ili pusaci, izdvajajué¢i Cd kao izuzetno toksi¢nu
komponentu duvanskog dima. Takode smo hteli da ispitamo da li DSF, lek koji se koristi u
averzivnoj terapiji alkoholizma, pre svega zbog strukture metabolita i heliraju¢ih svojstava, moze
pokazati protektivno dejstvo na testise pacova prethodno izlozenih etanolu i/ili Cd. Za evaluaciju
toksicnih efekata mereni su parametri OS 1 sadrzaj bioelemenata u homogenatima testisa,
koncentracija testosterona u plazmi i testisima, i analizirane su histoloSke promene izazvane
ovim tretmanima. U studiji su ispitivani Stetni efekti Cd na testise pri akutoj, subakutnoj i
subhroni¢noj ekspoziciji, kao i Stetni efekti etanola na ove organe pri akutnoj i subakutnoj
ekspoziciji, odnosno Stetni efekti pri akutnoj i subakutnoj koekspoziciji Cd i etanolu. Da bismo
ispitali uticaj DSF na Stetne efekte etanola u testisima, DSF smo aplikovali pacovima, prethodno
izlozenim etanolu, pri ¢emu je dalji unos etanola prekinut. Kako su alkoholi¢ari-pusacéi na
terapiji DSF izloZeni udruzenom unosu Cd i DSF, cak je puSenje ucestalije pa je izlozenost Cd
vecéa, pacovima koji su prethodno izlozeni Cd uvodili smo DSF uz nastavak unosa Cd. Za
ispitivanje uticaja DSF na Stetne efekte usled udruzene izlozenosti Cd i etanolu u testisima, DSF
je aplikovan pacovima koji su prethodno izlozeni Cd i etanolu, pri ¢emu je unos etanola prekinut
dok se sa primenom Cd nastavilo u toku tretmana, posSto takav scenario odgovara

alkoholi¢arima-pusac¢ima na terapiji DSF.

Odabirom odgovarajucih puteva unosa Cd, etanola i DSF pokusali smo da imitiramo realne
uslove kojima su izloZeni alkoholi¢ari i/ili pusaci bez i sa DSF, kao terapijom. Kako nismo bili u
mogucénosti da sprovedemo inhalacionu studiju na pacovima, koja bi imitirala unos Cd putem
duvanskog dima, Cd smo aplikovali i.p., posto je Cd nakon i.p. i inhalacione aplikacije dostupan

u cirkulaciji nakon gotovo istog vremena.

Ustanovljeno je da pusenje u izvesnoj meri deluje Stetno na spermatogenezu (Marinelli i sar.,
2004). Studija Vine i saradnika (1996) ukazuje na povezanost puSenja sa blagim smanjenjem

koncentracije, pokretljivosti 1 morfologije spermatozoida. Ovi efekti su ogranic¢eni na zdravu
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populaciju muskaraca i nestaju kada se ukljuce neplodni pojedinci. Premda je jedna studija
pokazala da je neplodnost mnogo ¢esca kod parova koji puse (Guzick 1 sar., 2001), izgleda da
pusenje ima malo uticaja na musku plodnost (Bolumar i sar., 1996). Dokazana je povezanost
pusenja buducih o¢eva sa urodenim anomalijama i pojavom raka kod dece (Ji i sar., 1997), ali se

jos uvek raspravlja o mutagenosti spermatogeneze kod pusaca (Zenzes i sar., 1999).

Nazalost, nisu ispitani efekti udruzene ekspozicije alkoholu i duvanu na muske reproduktivne
organe. Nesumnjivo je da su ovakve studije neophodne, s obzirom da je u realnosti najcesce da
su alkohlicari ujedno i1 pusaci, kao i to da je potrebno detaljnije ispitati efekte terapije DSF na
funkciju muskih reproduktivnih organa. Kompleksnost ovakvih humanih sstudija sagledana je u
¢injenici da one treba da razmotre uticaj brojnih faktori na ishod dobijenih rezultata (neplodnost
kod muskaraca), a to su: duzina alkoholic¢arskog i/ili pusackog staza, stepen narusenosti zdravlja

pojedinca, komorbiditeti, druga (hroni¢na) terapija, broj ucesnika u studijama, itd.

5.1.UTICAJ INDIVIDUALNE SUBAKUTNE IZLOZENOSTI ETANOLU NA STATUS
BIOELEMENATA, OKSIDATIVNI STRES, TESTOSTERONA | MORFOLOSKE PROMENE U
TESTISIMA PACOVA

Prema istrazivanju Chia i saradnika oko 42 % muskaraca Sa problemom neplodnosti,
konzumira alkohol (Chia i sar, 2000), sto ukazuje na mogucnost da je znaCajan faktor
neplodnosti kod muske populacije. Pored toga postoje studije koje ukazuju na povezanost
izmedu konzumiranja alkohola i smanjenog nivoa testosterona (Maneesh i sar, 2006; Dosumu i
sar, 2012). Uticaj alkohola na morfologiju spermatozoida nije prou¢avan, iako postoje dokazi da
ispoljava toksi¢ni efekat na polne ¢elije, te moze uticati na plodnost kod muskaraca (Curtis i sar.,
1997). S druge strane malobrojni podaci ukazuju na ocigledni protektivni efekat umerenog
konzumiranja alkohola na parametre spermatogeneze, verovatno zbog antioksidativnog dejstva

nekih alkoholnih pi¢a (Augustyniak i sar., 2005).

Nedostatak Zn je odavno poznat problem koji se javlja kod alkoholi¢ara (Craig i sar., 1983).
Smanjene koncentracije Zn u testisima nakon subakutne izloZenosti etanolu (Grafik 3) je u
skladu sa studijom Morawska i saradnika o hroni¢nim teskim alkoholi¢arima, koji su u poredenju
sa zdravim ispitanicima pokazali smanjen nivo Zn za preko 25 % u serumu (Morawska i sar.,

2003). Pacovi koji su dobijali hranu sa nedostatkom Zn pokazali su smanjenje testikularnog
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antioksidativnog potencijala i posledi¢no povecanje LPO u ovom tkivu (Nair i sar., 2005). Vece
potrebe za Zn u testisima odraslih ljudi su povezane i sa funkcijom prostate tako da je odrzavanje
homeostaze Zn u testisima od velikog znafaja za normalno funkcionisanje reproduktivnog
sistema. Deficit Zn remeti aktivnost angiotenzin konvertuju¢eg enzima (ACE), $to vodi
smanjenju nivoa testosterona i inhibiciji spermatogeneze. Defekti kod spermatozoida su ¢esti kod
pacova kod kojih su zabelezeni smanjeni nivoi Zn (Bedwal i Behuguna, 1994). Kako Zn lako
reaguje sa —SH grupama amino Kkiselina i proteina, njegovo smanjenje moze odgovarati i

smanjenju GSH (Bonda i sar., 2004).

Rezultati nase studije pokazuju da subakutno izlaganje etanolu poveéava nivo Fe u testisima
kod tretiranih pacova (Grafik 1, Tabela 2). Porast sadrzaja Fe verovatno nastaje zbog
mobilizacije Fe iz feritina prilikom metabolizma alkohola dejstvom ADH, i dalje, acetaldehida
dejstvom alkoholne oksidaze, pri ¢emu se generise O,  koji zapravo mobilise Fe (Shaw i
Jayatilleke, 1990). Gvozde katalizuje redoks reakcije izmedu O i1 bioloskih molekula, i time
ucestvuje u inicijaciji LPO (Stohs i Bagchi, 1995) §to i nasi rezultati potvrduju (Grafik 6). S
jedne strane Fe ucestvujuci u Fentonovoj reakciji potencira nastajanje’OH radikala, a s druge
strane ubrzava dekompoziciju lipidnih peroksida §to rezultira nastankom peroksil i alkoksil
radikala koji mogu odvajati vodonikove atome iz molekula i pokrenuti proces LPO (Nordmann i
sar., 1990). Visoka koncetracija Fe uti¢e na broj, pokretljivost i morfologiju spermatozoida
(Marzec-Wrdblewska i sar., 2012). Skorija ispitivanja pokazuju da Fe vezano za GSH odgovara
citozolnom depou Fe (Hider i Kong, 2013). Medutim, (Fe-S) klasteri (neorganske prosteticke
grupe) mogu biti vezani za GSH iz cisteinskih rezidua glutaredoksina, vazne oksidoreduktaze
pronadene u svim oblicima Zivih organizama (ukljucene u redukciju glutationil ostataka proteina,
regulaciju homeostaze Fe, reparaciju Fe-S klastera i odgovoru celije na oksidativne signale)
(Hider i Kong, 2013). Kao sastavni delovi mitohondrijalnin membrana Fe-S proteini regulisu
respiratorni transport elektrona i od sustinskog su znacaja za aktivnost enzima (Schilke i sar.,
1999). In vitro studija na S. cerevisiae ISC mutantima pokazala je vezu izmedu povecanog
stvaranja ROS (u toku procesa fermentacije) i oslobadanja Fe iz enzima koji sadrze Fe-S na
nivou c¢elija i mitohondrija (Pérez-Gallardo i sar., 2013). U nasem eksperimentu je takode
potvrden pro-oksidativni efekat etanola, merenjem O, , koji je poviSen za 195% (Grafik 5,
Tabela 3). Nakon dizmutacije O, preko SOD, dolazi do stvaranja H,O,. Prekomerno stvaranje
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ROS moze biti na racun Fentonove reakcije u kojoj F S reaguje sa H,O; i proizvodi $tetne HO'

radikale.

Subakuta administracija alkohola nije pokazala statisticki zna¢ajan uticaj na koncentraciju Cu
I Mg u testisima pacova (Grafici 2, 4). Tek hroni¢na izloZenost etanolu pracena anoreksijom i
malabsorpcijom dovodi do smanjenja koncentracije veceg broja bioelemenata i vitamina
(Gonzalez-Reimers i sar., 1998). U nasSoj studiji ekspozicija etanolu je nedovoljno trajala da bi
naruSila homeostatske mehanizme kontrole ovih bioelemenata, upucuju¢i na ocuvan odnos
procesa resorpcije, odnosno eliminacije, koji se odrazio i na testisima. Subakutno izlaganje
etanolu neznatno smanjuje (statisticki nije znacajno) koncentraciju Cu u testisima pacova (Grafik
2, 8.1. Prilog - Tabela 3). U skladu sa literaturnim podacima, dobijeni rezultati mogu biti
povezani sa smanjenom specificnom aktivno$c¢u ceruloplazmina (Cu-transportnog proteina, 95%
Cu je vezano za ovaj protein) kod bolesnika sa steatozom jetre kao posledicom alkoholizma,

uprkos normalnim nivoima apoceruloplasmina (Uhlikova i sar., 2008).

Prethodne studije su pokazale da prekomerni unos alkohola dovodi do nastanka OS i
oStecenja testisa (Maneesh i sar., 2005; Taati i sar., 2011), $to je u skladu sa nasim rezultatima.
Subakutna izlozenost etanolu prouzrokovala je smanjenje aktivnosti tSOD (Grafik 7, 8.2. Prilog
- Tabela 3) i o¢ekivano povecano stvaranje O,  (Grafik 5, 8.2. Prilog - Tabela 1). Superoksid
dizmutaza je antioksidativni enzim koji vr$i brzu konverziju O, u H0, sprecavajuéi uéesce

O, u formiranju mnogo Stetnijih radikla, kao §to je HO".

Imaju¢i u vidu znacaj SOD u odbrani testisa od OS, nije iznenadujuce da testisi sadrze sve tri
izoforme ovog enzima, a proizvode ih Sertolijeve i germinativne Celije. Postoje neki dokazi da
germinativne ¢elije mogu da stimuliSu lucenje ecSOD iz Sertolijevih ¢elija delovanjem citokina
poput interleukina-1a (Mruk i sar., 2002). Vaznost citozolne SOD1 izoforme u testisima istaknut
je u nedavnoj studiji na SOD1-knockout misevima koji su podvrgnuti testikularnom toplotnom
stresu (Ischi i sar., 2005). Ovaj tretman je povecao oStecenja na molekulu DNK i curenje
citohroma C iz mitohondrija u germinativnim ¢elijama SOD1-knockout u odnosu na kontrolnu
grupu (eng. wild type). Sli¢no, vaznost SOD2 izoforme u kontroli curenja O," iz mitohondrija u
testisima je istakao i1 podatak da je sadrzaj mRNK za ovaj izoenzim visi u testisima nego u jetri,

za razliku od GPx i CAT (Gu i Hecht, 1996). Osim toga, nivoi mMRNK za SOD2 su razvojno i
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translatorno regulisani maksimalnom ekspresijom u ranoj post-mejozi germinativnih ¢elija (Gu i
Hecht, 1996).

Smanjena aktivnost SOD usled subakutne ekspozicije etanolu je u saglasnosti sa prethodnim
publikacijama (Schlorff i sar., 1999; Nordmann i sar., 1990). Neki autori su pokazali prvo porast
nakon 4 nedelje, a kasnije smanjenje aktivnosti SOD nakon 16 nedelja $to bi se moglo dovesti u
vezu sa razlikama u primenjenim dozama i trajanju ekspozicije (Oremosu i Akang, 2014). Posto
smo mi registrovali smanjenje nivoa Zn u testisima (Grafik 3), konstituenta ecSOD, smanjena

aktivnost SOD se moze objasniti i deficitom ovog esencijalnog metala.

Povecan sadrzaj O,  koji se javlja nakon 21 dana ekspozicije etanolu (Grafik 5, Tabela 3) je
u skladu sa inhibicijom SOD. Povecana produkcija i smanjena sekvestracija O, usled inhibicije
tSOD dovode do viSestrukog porasta nivoa O, u testisima. Etanol indukuje enzim P45011E1 koji
redukuje molekul O, u O;" i H,0,. Povecana produkcija ROS i SR pri oksidaciji etanola oSte¢uje
mikrozomalne strukture. Hidroksilni radikali, nastali u Fentonovoj reakciji izmedu Fe i H,O; su
jaki oksidujuci agensi koji A dalje oksiduju do 1-hidroksietil radikala (OH odvaja atom H od C1
atoma u molekulu etanola) (Wu i Cederbaum, 2002). Prilikom oksidacije A nastaju i 2-
hidroksietil radikal i etoksil radikal, dok oksidacijom acetaldehida nastaje acetil radikal
(Nordmann i sar., 1990). Pove¢éan odnos NADH/NAD" kod akutne/subakutne ekspozicije
etanolu takode doprinosi generisanju O," povecavajuci protok elektrona duZ respiratornog lanca.
Nastali NADH se oksiduje u mitohondrijama putem oksidativne fosforilacije §to zahteva dalju
potrosnju O,. Kako bi obezbedilo dovoljno O, za prihvatanje elektrona sa NADH, c¢elije

povecavaju njegovo preuzimanje iz Krvi.

Razli¢iti autori su pokazali da akutna i hroni¢na izlozenost etanolu bilo da se aplikuje per os
ili i.p. vodi ka formiranju SR i lipidnih peroksida u testisima (Schlorff i sar, 1999; Lieber, 2005;
Olufunke i sar, 2012). Neke studije su pokazale da prekomerno generisanje SR i ROS zajedno sa
LPO mogu biti znacajan mehanizam toksi¢nosti alkohola u testisima (Aitken i sar., 1994; Peltola
I sar., 1996; Oner-lyidogan i sar., 2001). Nastale ROS su toksi¢ne za ¢elije buduéi da reaguju sa
makromolekulama - inaktiviraju enzime i denaturiSu proteine, te uzrokuju oSte¢enje DNK
(raskidaju veze ili modifikuju/uklanjaju baze) §to moze rezultirati mutacijama. Uzrokujuci
peroksidaciju lipida dovode do osteCenja membrana, pri ¢emu nastaju reaktivni aldehidni

produkti kao $to su MDA i 4- hidroksinonenal (Dey i Cederbaum, 2006). Rezultati naSe studije

93



su potvrdili da subakutna izloZenost etanolu dovodi do porasta nivoa MDA u testisima (Tabela 3,
Grafik 6, 8.2. Prilog — Tabela 2), sto potvrduje nalaze prethodnih studija da je nastanak LPO
jedan od mehanizama toksi¢nosti alkohola u testisima (Aitken i sar., 1994; Peltola i sar., 1996).

U prilog nastanka LPO ide i zabelezeno smanjenje aktivnosti GST u testisima nakon 21 dana
izlozenosti etanolu (Grafik 9). Kako GST Kkatalizuje tiolizaciju krajnjih produkata LPO
(reaktivne intermedijere i lipidne aldehide) i konverziju u ROOH, smanjenje aktivnosti GST
dovodi do porasta LPO. Prethodne studije su zabelezile razlicite efekte na aktivnost GST kod
akutne i subakutne ekspozicije etanolu u razli¢itim organima, kako smanjenje (Nordmann i sar.,

1990) tako i porast aktivnosti (Das i Vasudevan, 2005).

Ostecenje testisa indukovano unosom A, dovodi se u vezu kako sa pove¢anom produkcijom
SR 1 nastankom LPO tako i sa smanjenjem aktivnosti enzima antioksidativne zastite, koje u

nasem slucaju predstavljaju enzimi SOD i GST.

Nasi rezultati pokazuju da primena etanola u trajanju od 21 dana dovodi do smanjenja
koncentracije testosterona u plazmi i testisima (Tabela 4) i pokre¢e znacajne morfoloske
promene. Prema rezultatima studije Emanuele i Emanuele iz 2001. godine, nivo gonadotropnih
hormona je smanjen kod Zivotinja koje su primale etanol u razli¢itim vremenskim intervalima
(Emanuele i Emanuele, 2001). U drugoj studiji, Shi i saradnici (1998) su dokazali da i.p.
pojedina¢na primena A u dozi od 1 ml/80 g, 30% v/v, dovodi do smanjenja ovih hormona kod
tretiranih Zivotinja (Shi i sar., 1998). Uygur je sa saradnicima (2013) dokazao smanjen nivo
testosterona kod muzjaka pacova tretiranih 8 nedelja etanolom per os (3 g/kg, 40% v/v).
Histoloske promene u testisima, poput prisustva nezrelih germinativnih celija u lumenu,
acidofilnih ¢elija i vakuolizacije, kod Zivotinja tretiranih etanolom mogu biti izazvane direktno
njegovim delovanjem na germinativne Celije, jer ulazi u interakciju sa konstituentima celiske
membrane menjajuci joj propustljivost, ili indirektim delovanjem nastalih produkata LPO
(Abarikwu i sar., 2016). Patohistoloski nalaz u nasoj studiji pokazuje da je mikroarhitektura tkiva
testisa potpuno izgubila svoj morfoloski integritet (Slika 1). Na mikrografiji su prisutni acelularni
prostori uklopljeni u amorfnu bledo-eozinofilnu supstancu. Nasi podaci su konzistentni sa nekim
ranijim studijama koje su zabelezile degeneraciju, dezorganizaciju, atrofiju 1 vakuolizaciju tkiva
testisa nakon ekspozicije etanolu (Glaucia i sar., 2015; Uygur i sar., 2013). Medutim, ima i

opreCnih istrazivanja u kojima nisu zabelezene morfoloske promene u testisima nakon
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izlozenosti etanolu (Oliva i sar., 2006). Protivre¢nosti u rezultatima se mogu objasniti razlikama

u primenjenim dozama, putu unosa i duzini ekspozicije etanolu.

5.2.UTICAJ SUBHRONICNE IZLOZENOSTI KADMIJUMU NA STATUS BIOELEMENATA,
OKSIDATIVNI STRES, TESTOSTERONA | MORFOLOSKE PROMENE U TESTISIMA PACOVA

Ranije studije na zivotinjama, kao i humane studije, su pokazale da je muski reproduktivni
sisitem izuzetno osetljiv na toksi¢nost Cd (Thompson i Bannigan, 2008; Mohamed i sar., 2014).
Rezultati nae studije pokazuju da ponovljeno i.p. aplikovanje CdCl, (1 mg/kg/dan) u trajanju od
42 dana uzrokuje poremecaj redoks homeostaze, smanjuje relativnu masu testisa, koncentraciju

testosterona u plazmi i izaziva teSke morfoloske promene na testisima tretiranih pacova.

Kako mehanizmi reproduktivne toksicosti Cd nisu ta¢no ustanovljeni (Gupta i sar., 2004;
Casalino i sar., 2000; Francielli i sar., 2004; Ognjanovic i sar., 2010; Spiazzi i sar., 2013; Yadav i
Khandelwal, 2008) ovom studijom smo pokusali da razjasnimo precizne mehanizme toksi¢nosti
Cd, fokusiraju¢i se na oksidativni, metalni i androgeni status u testisima tretiranih pacova.
Demonstrirali smo da i.p. administracija 1 mg CdCl,/kg/dan kod muzjaka pacova dovodi do
trenutnog deponovanja Cd u testisima (8.1. Prilog - Tabela 1). Uo¢ene su promene u statusima
bioelemenata ve¢ posle 10 dana izloZenosti Cd (koncentracije Zn su smanjene, dok je sadrzaj Cu
and Fe povecan) (Tabela 5, Grafici 1-3, 8.1. Prilog - Tabele 2-4,). Takode je doslo do trenutnog
razvoja OS u testisima, $to je dokumentovano trenutnim smanjenjem aktivosti tSOD i pove¢anim
stvaranjem O, (zabelezene jo$ od prvog dana izloZenosti Cd) (Tabela 6, Grafici 5, 7, 8.2.
Prilog - Tabele 1, 3). Kadmijum je doveo do smanjenja aktivnosti CAT, GST i GR (Grafici 8-
10) i povecanja GSSG/GSH odnosa i LPO (povecanje nivoa MDA) (Grafik 6, 13, Tabela 6).
Smanjenje koncentracije testosterona u plazmi i testisima (Tabela 7) zajedno sa makroskopskim i
mikroskopskim promenama u testisima (edematozne semiferne tubule sa uniStenim
germinativnim slojem i nepravilnim rasporedom spermatogenih celija) potvrdili su odsustvo

spermatogeneze (Slika 2).

Fokusiraju¢i se na rastu¢i zdravstveni rizik kod pusaca i radnika koji svakodnevno
profesionalno udisu isparenja Cd, izazov nam je bio da imitiramo inhalacioni put unosa Cd. Zbog
nemogucnosti sprovodenja inhalacione studije koju su 1998. godine izveli Honma i Suda

(Honma and Suda, 1998) porede¢i letalne doze industrijskih hemikalija aplikovanih i.p. i
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ihalaciono, u naSem istrazivanju Cd je aplikovan i.p. muzjacima pacova. Prema njihovim
saznanjima ocekivana brzina ulaska Cd u krvotok je gotovo ista nakon i.p. i inhalacionog puta
unosa §to se vidi iz uspostavljenih koeficijenata korelacije za ova dva puta unosa (r: 0.78-0.9)
(Honma and Suda, 1998). Izabrani i.p. put unosa toksi¢ne doze 1 mg CdCl2/kg/dan tokom 21,
odnosno 42 dana je u skladu sa literaturnim podacima (Nigam i sar., 1999; Shaikh i sar., 1999;

Nagamine i sar., 2007).

Kadmijum reaguje sa metal-vezuju¢im mestima i/ili funkcionalnim grupama (—SH) proteina
menjaju¢i homeostazu esencijalnih bioelemenata u raznim organima, ukljucujuéi i testise
(Djukic-Cosic i sar., 2006; Brzéska i sar., 2002; Brzoska i Moniuszko-Jakoniuk, 2001; Moulis,
2010). Prema naSim rezultatima, Cd se u testisima pojavljuje nakon prvog dana od pocetka
izlozenosti ulazeci u ¢elije najverovatnije preko Zn transportera (8.1. Prilog - Tabela 1) (Djukic-
Cosic i sar., 2006). Do zna¢ajanog smanjenja koncentracije Zn i porasta Fe i Cu (Grafici 1-3, 8.1.
Prilog - Tabele 2-4) u testisima dolazi postepeno nakon 10 dana od pocetka izlaganja Cd.
Akumulacija Cd u celiji je pretezno vezana za citozol (70%) gde se Cd vezuje za —SH grupe
proteina, ukljucujuc¢i i MT. Kadmijum se u znatno manjoj meri deponuje i u nukleusu (15%)
reagujuci sa nukleinskim kiselinama, dok se u membranama vezuje za membranske fosfolipide

(Szuster-Ciesielska i sar., 2000; Casalino i sar., 2002).

Brojne studije ukazuju na razli¢ite funkcije MT, od rezistencije na hemoterapiju u celijama
tumora do neuroprotekcije (Chung i West, 2004; Theocharis i sar., 2004). Metalotioneini su
¢lanovi familije proteina niske molekularne tezine bogatih cisteinom i do sada su identifikovane
ukupno cetiri izoforme MT (I-1V). Metalotioneini mogu da vezu razli¢ite metalne jone, ali su
fizioloski Zn(11), Cd(Il) i Cu(l) najvazniji vezujuci joni. Studije 0 MT su uglavnom fokusirane na
njihovu sposobnost vezivanja za metale (kao $to je Cd) i pokazano je da izoforme MT-I i MT-II
smanjuju toksi¢nost Cd u ¢elijama. Poznato je da Cd uz ostale fizioloske i patoloske faktore,
odnosno uslove u cilju spre¢avanja toksi¢nosti teskih metala, indukuje ekspresiju MT-1 i MT-II
izoforme u razli¢itim organima, kao §to su jetra i bubreg (Klaassen i sar., 1999). Posto su testisi
veoma osetljivi na toksi¢nost Cd, postavlja se pitanje da li se u ovom organu vrsi dovoljna

ekspresija MT radi zasStite od teskih metala.

Kod glodara su MT-I/II lokalizovani na spermatogenim i Sertolijevim ¢elijama (Nishimura i
sar., 1990; De i sar., 1991; Tohyama i sar., 1994; Suzuki i sar., 1998; Kusakabe i sar., 2008), kao
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1 u intersticijalnim ¢elijama, iako postoje neka neslaganja u pogledu njihove precizne cCelijske
distribucije (Danielson i sar., 1982; McKenna i sar., 1996; Ren i sar., 2003a; Kusakabe i sar.,
2008). Pod normalnim uslovima u stanju ravnoteze, nivoi MT-I/II u testisima glodara su veci
nego u drugim organima (De i sar., 1991; Salehi-Ashtiani i sar., 1993; Suzuki i sar., 1998).
Dobro je poznato da tretman Cd izaziva ekspresiju MT-I/11 u nekim tkivima, ali se stabilni nivoi
MT-1/11 ne javljaju u dovoljnoj meri u testisima. Takode, postoje kontradiktorni rezultati u
literaturi o njihovim odgovorima na tretman Cd (McKenna i sar., 1996; Zhou i sar., 1999; Ren i
sar., 2003a,b; Kusakabe i sar., 2008). Takve razlike se mogu pripisati razlikama u
eksperimentalnom dizajnu i/ili izmenjenim uslovima u ovim studijama, kao i koncentracijama
Cd koje nisu identi¢ne. Razlike se mogu pripisati razli¢itim vremenima Sakupljanja uzoraka
nakon tretmana, razli¢itim antitelima koris¢enim za razli¢ite testove koja su dobijena iz razli¢itih
izvora sa drugacijim specificnostima, kao i ¢injenicom da su u nekim slucajevima nivoi mRNK
za MT-I/II ispitivani posto su njihovi proteini kvantifikovani u drugim studijama. Ipak, vazno je
napomenuti da se toksi¢ni efekti Cd u testisima ne mogu smanjiti kod MT-I transgenih miseva,
iako je ekspresija MT-I kod ovih Zivotinja bila 5,2 puta u odnosu na wild type (Dalton i sar.,
1996). Stoga, visoka osetljivost testisa na toksi¢nost Cd mozda nije u potpunosti povezana sa
nivoima MT-I/1I (Liu i sar., 2001). Ostaje nejasno zasto je u testisima visok bazalni nivo MT-I/II

u odnosu na druge organe (npr. jetre), iako se ne uklanjaju teski metali.

Prema literaturnim podacima, smanjeni nivoi Zn u testisima (Grafik 3, Tabela 5) mogu se
objasniti indukcijom prekomerne ekspresije MT-1 gena u jetri i bubrezima, ali ne i u testisima (i
prostati) usled izlozenosti Cd; kao i afinitetom Cd da zameni Zn iz Zn-MT1 kompleksa (koji se
smatra glavnim regulatorom Zn) (Bonda i sar., 2004; Freisinger i Vasak, 2013). Ovakve
okolnosti mogu imati negativne implikacije na spermatogenezu (Nigam i sar., 1999; Shaikh i
sar., 1999; Nagamine i sar., 2007; Jozefczak i sar., 2012).

Postepeni rast testikularnog Fe (8.1. Prilog - Tabela 2) se moze objasniti hemoragijskom
inflamacijom u tkivu testisa koje se smatraju glavnim karakteristikama i kod akutne i kod
hroni¢ne izlozenosti Cd (Thompson i Bannigan, 2008) i koje su u naSoj studiji potvrdene
histopatoloskim nalazom (Slika 2). Neke od studija ukazuju da sadrzaj Fe, pre svega
dvovalentnog jonskog oblika, raste zbog mogucnosti njegove zamene sa Cd u razlicitim
membranskim i citoplazmatskim proteinima (feritin i Fe-S klasteri u Fe-S proteinima) (Maret i
Wedd, 2014). Neke ranije studije povezuju O, i Fe, isti¢uci sposobnost O, da oksiduje [4 Fe-
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4S] klastere dehidrataza, Sto dovodi do oslobadanja Fe. Slobodno Fe, koje se odrzava u
redukovanom obliku od strane redukcionih sredstava, dalje redukuje hidroperokside do hidroksil
i alkoksil radikala u Fentonovoj reakciji. Prema nasim rezultatima Cd drastino povecava
stvaranje O, (Grafik 5), koji dalje vodi ka povecanju koncentracije Fe. U takvom okruZenju, Fe
podsti¢e produkciju ROS, §to doprinosi nastanku OS u testisima (Kini 1 sar., 2011). Pored
ucestvovanja u Fentonovoj reakciji Fe katalizuje redoks reakcije izmedu O, 1 bioloskih molekula
i inicira LPO (Stohs i Bagchi, 1995), koja je potvrdena i nasom studijom (Grafik 6, Tabela 6).
Dakle, povecana koncentracija Fe, dodatno potencira toksi¢nost Cd, putem Fentonove reakcije

pri ¢emu nastaju'OH radikali i stimuli$e se proces LPO (Nordmann i sar., 1990).

Tretman Cd kao ni alkohola nije doveo do promena u homeostazi Mg u testisima, $to
potvrduje snazan kapacitet Mg u odrzavanju homeostaze (Maret i Wedd, 2014). Razumevanje
homeostaze Mg u eukariotskim celijama je i dalje nepotpuno iz raznih konceptualnih i
metodoloskih razloga. Apsolutna zastupljenost ¢elijskog Mg (ukupnog i slobodnog), njegov spor
promet preko bioloskih membrana i relativno male fluktuacije slobodnog [Mg?] u citoplazmi
posle metabolickih 1 fizioloSkih stimulansa, su dovela do pretpostavke ogromne odrZivosti

¢elijske homeostaze Mg (Romani, 2014).

ProduZeno izlaganje Cd, koji se akumulira u testisima (8.1. Prilog - Tabela 1), stvara O,",
povecava nivoe MDA 1 generalno oStecuje antioksidativni neenzimski sistem odbrane (smanjuje
GSH i povecava GSSG). U skladu sa literaturom su i nasi rezultati koji su potvrdili da Cd
uzrokuje smanjenje aktivnosti antioksidativnih enzima zastite tSOD, CAT, GST i GR sa
vremenom, u testisima izlozenih pacova (Tabela 6, Grafici 5-13, 8.2. Prilog - Tabele 1-9).
Kadmijum najverovatnije inhibira ove enzime putem kompeticije/interakcije sa bioelementima
(Zn, Cu, Fe itd.) vezujuéi se za metal-vezujuc¢a mesta i/ili —SH grupe (kao kod GST) pomenutih
enzima, dovode¢i do smanjena njihove aktivnosti (Spiazzi i sar., 2013; Laskey i Phelps, 1991;
Djukic i sar., 2012). Samim tim neadekvatno uklanjanje SR je posledica smanjene aktivnosti
antioksidativnih enzima. Povecane koncentracije SR konac¢no vode ka oksidativnim oSte¢enjima

svih klasa biomolekula, uklju¢ujuéi i same antioksidativne enzime.

Mnoge studije o toksi¢nosti Cd na reprodukciju kod muskaraca ukazuju na OS kao vazan
uzrok patoloskih promena (Ognjanovic i sar., 2010; Spiazzi i sar., 2013). Uprkos niskom

sadrzaju O; koja karakteriSe tkivo testisa, on0 ostaje osetljivo na OS zbog prisustva visokog
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sadrzaja nezasi¢enih masnih Kiselina i potencijalnih sistema za stvaranje ROS (Aitken i Roman,
2008).

Kao prelazni metal, Cd je ukljucen u reakcije sliéne Fentonovoj doprinoseéi razvoju OS jer
ucestvuje u formiranju najpotentnijeg i najStetnijeg HO". Jednom nastali, HO" trenutno pokrece
lancanu reakciju radikalskog tipa, unistavajuci sve tipove biomolekula kao $to su lipidi, proteini 1

DNK (Kini i sar., 2011).

Uloga antioksidativnih enzima je veoma vazna kod OS indukovanog Cd. Osnovni enzimi
ukljuceni u odrzavanje nivoa ROS u organizmima koji se koriste kao biomarkeri stvaranja ROS
su CAT i SOD (Wei i sar., 2011; Cheng i sar., 2011). Superoksidni anjon radikal, ¢iju razgradnju
katalizuje SOD, se moze stvarati posebnim enzimima, kao $to su ksantin i NADPH oksidaza, ili
kao nusproizvod ¢elijskog metabolizma, posebno mitohondrijalnog transportnog lanca elektrona.
Pored direktne oksidacije reduktanata niske molekulske tezine i inaktivacije odredenih enzima,
reakcija O, sa NO dovodi do stvaranja visoko toksi¢nog oksidanta, peroksinitritnog anjona,
ONOO (Aitken i Roman, 2008). U nasoj studiji je opisano smanjenje nivoa tSOD u testisima
nakon duzeg izlaganja Cd, sa prate¢im povecanjem koncentracije O, od prvog dana izlaganja
Cd, sto direktno ukazuje na brz razvoj OS (Grafici 5,7, 8.2. Prilog - Tabela 1,3). Obe izoforme
SOD (Cu/Zn-SOD i Mn/Zn-SOD) katalizuju dizmutaciju O," do H,0, i O,. Toksi¢ni efekat Cd
na aktivnost tSOD moze nastati iz interakcije Cd sa Zn, Cu ili Mn (Ognjanovic i sar., 2010;
Djukic i sar., 2012, 2008).

Nasi rezultati ukazuju da 1.p. izlozenost pacova Cd rezultira znacajnim porastom LPO u
testisima nakon 21 i 42 dana (Grafik 6). Razlog za ovaj odlozeni efekat se moze objasniti
¢injenicom da proizvodnja O, nije dovoljno potentna da izazove LPO (Djukic i sar., 2008) za
razliku od HO". Postepena inhibicija SOD vodi ka smanjenju proizvodnje H,0,, tako da
naknadno nedovoljna proizvodnja HO® kroz Fentonovu reakciju nije dovoljno jak okida¢ za
pokretanje LPO. Objavljeni rezultati koji govore o LPO kao osnovi za ostecenja celija kod
izlozenosti Cd su kontraverzni. Neki autori ukazuju da mnogi toksi¢ni dogadaji prethode LPO
(Casalino i sar., 2000).

Katalaza metaboliSe perokside, narocito H,0O,, stiteci ¢elijske membrane i ¢elijske proteine i
DNK od LPO. U prethodnim studijama koje su se bavile istrazivanjem toksi¢nosti Cd na

testisima pokazani su suprotni rezultati. U nekim studijama Cd je doveo do pada aktivnosti CAT
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(Ognjanovi¢ i sar., 2010; Spiazzi i sar., 2013), dok je u drugim doslo do povecanja aktivnosti
CAT nakon izlaganja Cd (Dzobo i sar., 2013). U naSoj studiji je aktivhost CAT smanjena u
grupama sa Cd (Cd,; i Cds2) u odnosu na kontrolu (Grafik 8). Smanjena aktivnost CAT moze se
objasniti redukovanom koncentracijom H,O, (substrat za CAT) usled: a) neadekvatne konverzije
02" u H,0, (usled inhibicije SOD) (Grafik 7); i b) smanjenja nivoa H,O, putem Fentonove
reakcije (Ognjanovic i sar., 2010; Djukic i sar., 2008, 2012; Valko i sar., 2005). Akumuliranjem
H,0; javlja se moguénost njegovog homolitickog cepanja u HO', koji inicira LPO. Zabelezeni
povecéani nivoi Fe i Cu (Grafici 1,2) doprinose formiranju HO" kroz Fentonovu reakciju, §to

objaSnjava razvoj LPO (Djukic i sar., 2012).

Kadmijum ima visoki afinitet vezivanja za —SH grupe antioksidativnih enzima, u odnosu na
druge metale, i/ili moze da zameni metalne kofaktore iz svojih aktivnih mesta, pretvarajuéi ove
enzime u neaktivne oblike (Casalino i sar., 2000; Leverrier i sar., 2007; Thevenod, 2009).
Skorasnja in vivo studija Wanga i saradnika iz 2015. godine o molekularnim mehanizmima
promena aktivnosti CAT 1 SOD indukovanih Cd, koriS¢enjem izotermalne titracione
kalorimetrije, pokazala je da Cd izaziva promene u sekundarnoj strukturi CAT i SOD i dovodi do
enzimskog "rasklapanja”. Njihova molekularna doking studija pokazuje da Cd ometa Sirenje
supstrata u aktivni centar CAT interakcijom sa glavnim aminokiselinama unutar velikog kanala,

dok se u SOD, Cd vezuje za prostor izmedu dve subjedinice enzima (Wang i sar., 2015).

Prema naSim rezultatima, produZeno izlaganje pacova Cd zna¢ajno smanjuje aktivnost GST i
GR, smanjuje GSH i povecava nivoe GSSG u testisima, §to dovodi do povecanja odnosa

GSSG/GSH u odnosu na kontrolu (Grafik 9-13, 8.2. Prilog - Tabela 5-9).

Glutation-S-transferaza je citozolni enzim ukljucen u detoksikaciju velikog broja
ksenobiotika (I faza metabolizma, konjugacija). Protektivni efekat GST ostvaruje tako S$to
Medutim, GST katalizuje vezivanje GSH i produkata LPO (Sto vodi ka okoncanju LPO).
PoviSena aktivnost GST dovodi do smanjenja zaliha GSH, §to u isto vreme moze da dovede do
OS. Stoga, postepena inhibicija aktivnosti GST (od prvoga dana izlozenosti Cd) (Tabela 6,
Grafik 9, 8.2. Prilog - Tabela 5), moze da se interpretira na dva suprotna nacina: pozitivan —
cuvanjem GSH (smanjeno troSenje GSH od strane GST) antioksidativni odbranbeni sistem je

efikasniji; negativan — procesi koji zahtevaju aktivnost GST su onemoguéeni (detoksikacija
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teskih metala, okon¢anje LPO, itd.). Odnos GSSG/GSH je znacajno povecan nakon 21 i 42 dana
izlozenosti Cd (Grafik 13), Sto ukazuje na prevagu elektron- donor reakcija koje zahtevaju
prisustvo GSH (koje katalizuju GR i GPx i koje oslikavaju celijski/tkivni antioksidativni
kapacitet) u odnosu na reakcije u kojima GSH ucestvuje kao heliraju¢i/konjugujuci agens (Harris

i Hansen, 2012).

Vazne komponente AOS celije su GSH 1 enzimi vezani za GSH. Redukovani glutation je
najvazniji hidrofilni antioksidans u c¢eliji, koji ima kljuénu ulogu u odgovoru c¢elije na
oksidativno i nitrozativno oSte¢enje indukovano egzogenim i endogenim toksinima. Reaktivne
kiseoni¢ne/azotne vrste se uklanjaju ne-enzimskom redukcijom sa GSH i/ili enzimskom
degradacijom, u kojoj GSH obezbeduje redukujuce ekvivalente za enzime ukljucene u ove
procese (Jozefczak i sar., 2012). Glutation je posebno efikasan u uklanjanju HOe, koji je od
velikog znacaja, jer ne postoji enzimska odbrana od ove vrste radikala. S druge strane, GSH ne
reaguje direktno (ne-enzimski) sa hidroperoksidima. U stvari, njegova uloga kao ko-supstrata za
Se GPx je najvazniji mehanizam redukcije H,O, i lipidnih hidroperoksida. Stavise, familija
proteina nazvanih peroksiredoksini katalizuje redukciju H,O, preko GSH i/ili drugih tiola, ali sa
cisteinom u njegovom tiolatnom obliku, u njihova aktivha mesta bolje nego sa Se-cisteinom
(Dickinson i Forman, 2002).

Dodatno, GSH ucestvuje u metabolizmu ksenobiotika u fazi Il reakcije detoksikacije.
Konjugacija GSH sa elektrofilnim centrima ksenobiotika je uglavnom posredovana GST, super
familijom enzima faze 1l detoksikacije (Aquilano i sar., 2014). Glutation-S-transferaza stiti ¢elije
od endogenih i egzogenih uzro¢nika OS katalizom reakcije izmedu nukleofilnog atoma sumpora
u GSH i elektrofilne grupe toksicnog jedinjenja. Substrat se konjuguje za GSH ili se redukuje sa
nastalim stvorenim GSSG. Oksidovani glutation koji se odlikuje disulfidnom vezom izmedu dva
molekula GSH, efikasno se redukuje vracanjem u GSH preko GR. Glutation reduktaza normalno
odrzava ukupan depo glutationa u pretezno redukovanom stanju. Povecani nivoi OS mogu

znacajno smanjiti nivo GSH u korist GSSG, uglavnom zbog niske aktivnosti GR.

Glutation formira komplekse sa Cd preko slobodnih —SH grupa, ¢ime menja distribuciju i
izlu¢ivanje Cd (Griffith, 1999; Singhal 1 sar., 1987; Rana 1 Verma, 1996). Poznato je da se nivo
GSH smanjuje u tkivima izlozenim Cd, kao i kompleks koji je formiran izmedu Cd i GSH (Cd-
GS) preko reakcije katalizovane GST (Singhal i sar., 1987; Casalino i sar., 2004).
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Neposredna oksidacija i brza reaktivnost karakteristicne za GSH odredene su prisustvom
slobodne —SH grupe, za razliku od disulfida koji su mnogo manje reaktivni od tiola. Sadrzaj
GSH unutar ¢elije moze biti poveéan kao rezultat aktiviranih adaptivnih mehanizama usled
razvoja OS, kroz povecéanje sinteze GSH ili enzimske redukcije GSSG. Medutim, invazivan OS
moze da smanji nivo GSH zbog gubitka adaptivnih mehanizama i osteti njegovo koris¢enje kao
redukujuceg ekvivalenta u glavnim enzimskim reakcijama i oksidaciji GSH u GSSG (Townsend

i sar., 2003).

Postoji nekoliko mehanizama kojima Cd posreduje toksi¢nost u c¢elijama. Kadmijum
ispoljava svoje efekte preko fizicko-hemijskih svojstava jona Cd, odnosno njegove sli¢nosti sa
Ca?* (sli¢an jonski radijus) i Zn*" (sli¢na elektronska konfiguracija). Kao takav, Cd?** verovatno
moze zameniti Ca®* ili Zn?* u kljuénim fizioloskim procesima koji su posredovani ovim jonima,
Sto rezultira u aktivaciji i/ili inhibiciji nekih signalnih puteva. Na primer, Cd moze izazvati
povecanje OS vezivanjem za —SH grupe proteina i potrosnjom GSH (Valko i sar., 2005). Nakon
toga, OS moze pokrenuti oStecenje DNK reparativnih mehanizama i indukciju celijske
proliferacije, koja, dalje moze dovesti do tumorigeneze (Beyersmann i Hechtenberg, 1997).
Generalno, Cd indukovana toksi¢nost ¢elije verovatno ukljucuje vise signalnih puteva, zbog cega
su testisi veoma Cesto koriS¢eni kao model za istrazivanje. lako u testisima postoji ekspresija vise
antioksidativnih enzima, kao $to su SOD, CAT i1 GPx koje sprecavaju nastanak OS, njihovi nivoi
su znatno smanjeni nakon izlaganja Cd (Gupta i sar., 2004). Zbog toga je pretpostavljeno da
antioksidativni agensi (enzimski i ne-enzimski) mogu spreciti ili barem smanjiti toksi¢nost Cd u
testisima. Kasnije studije sa supstancama koje imaju antioksidativne aktivnosti, kao $to su
vitamini C i E, Zn, Se i melatonin, takode su pokazale da je OS povezan sa oStecenjem testisa
indukovanog Cd, jer ove supstance smanjuju i/ili sprecavaju kako OS, tako 1 oSteCenja testisa

indukovana Cd (Acharya i sar., 2008; Siu, 2009).

Rezultati nase studije su pokazali da subakutna i subhroni¢na ekspozicija Cd smanjuje nivoe
testosterona u plazmi i testisima tretiranih pacova (Tabela 7), Sto je u skladu sa nedavno
objavljenim studijama koje govore da Cd smanjuje produkciju testosterona, testikularni volumen,
broj i pokretljivost spermatozoida (Pandya i sar., 2012; Ekhoye i sar., 2013). Smanjenje mase
muskog polnog organa prepoznato je kao primarni pokazatelj moguc¢ih izmena u androgenom
statusu i moze se pripisati nastanku apoptoze i nekroze tkiva testisa (Szuster-Ciesielska i sar.,

2000). ZabeleZzene promene su u skladu sa literaturnim podacima koji ukazuju na smanjenje
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kvaliteta sperme, funkcije testisa i spermatogeneze u testisima pacova subakutno i subhroni¢no
izlozenih Cd (Slika 2) (Ekhoye i sar., 2013; Ren i sar., 2012; Ola Mudathir i sar., 2008).

Poznato je da Cd ostecuje endokrini sistem tako Sto uti¢e na sintezu i/ili regulaciju nekih
hormona (Henson i Chedrese, 2004; Darbre, 2006). Kadmijum reguliSe ekspresiju androgenog
receptora (AR), kao i aktivnost LNCaP ¢elija (hormonski zavisna humana ¢elijska linija kancera
prostate) (Martin i sar., 2002). Kod muzjaka pacova je ustanovljeno da Cd znacajno menja
cirkuliSu¢e nivoe nekoliko hormona (npr. testosterona, LH, FSH) (Lafuente i sar., 2004).
Prethodne studije su pokazale da Cd smanjuje proizvodnju testosterona u izolovanim Lajdigovim
¢elijama bez uticaja na njihovu vijabilnost (Laskey 1 Phelps, 1991), pokazujuéi da je
steroidogeno oStecenje u ovim Celijama verovatno pocetni cilj toksi¢nosti Cd kao endokrinog
modulatora. Kadmijum takode smanjuje steroidogeni akutni regulatorni protein (StAR), LH
receptor i cAMP nivoe u testisima (Gunnarsson i sar., 2007). Kadmijum moze menjati i nivo
hormona preko ose: hipotalamus-hipofiza-testisi u razli¢itim aspektima, ne samo preko njegovih
efekata na Lajdigove Celije. Na primer, Cd utice ne cirkadijalni na¢in oslobadanja noradrenalina,
regulaciju hipotalamicke sekrecije hormona, Sto rezultira promenama u dnevnom ritmu
testosterona i LH nivoa u plazmi (Lafuente i sar., 2003). Pored toga, nivoi hipofiznih hormona u
plazmi (npr. LH, FSH, prolaktin, ACTH) su takode modifikovani nakon izlaganja Cd (Lafuente i
sar., 2003). Ukratko, vazno je napomenuti da ¢e endokrini poremecaj izazvan Cd verovatno biti
multi faktorijalni, posredovan njegovim efektima na Lajdigove celije i/ili osu: hipotalamus-

hipofiza-testisi (Lafuente i sar., 2003).

Utvrdeno je da Cd smanjuje produkciju testosterona tako Sto smanjuje broj testikularnih
receptora za LH, nivoe mRNK i cikli¢nog adenozin monofosfata kod pacova (Marettovaa i sar.,
2015; Gunnarsson i sar., 2003). Smanjenje nivoa testosterona u testisima stimuliSe oslobadanje
gonadotropin oslobadaju¢eg hormona iz hipotalamusa. Medutim, nakon akumulacije Cd u
hipotalamusu, hipofizi i testisima, nastaje smanjen nivo FSH u plazmi, $to pokazuje da Cd remeti

osu hipotalamus-hipofiza-testisi (Lafuente i sar., 2000).

Histopatoloskom analizom tkiva testisa utvrdili smo da subakutna i subhroni¢na aplikacija
Cd dovodi do degeneracije seminiferusnih tubula, germinativnih ¢elija i odsustva
spermatogeneze (Slika 2). Na mikroskopskim preparatima je vidljiva atrofija i propadanje

lumena seminiferusnih tubula, dok se razlike izmedu tubularnog i intertubularnog kompartmenta
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ne mogu uvek uoditi (Slika 2). Smanjen nivo testikularnog testosterona moze se pripisati
njegovoj smanjenoj produkciji od strane Lajdigovih ¢elija smeStenih u intersticijumu, koje su
prema nasem zapaZenju postale edematozne prilikom izlaganja Cd (Slika 2) (Laskey i sar.,
1984). Nepravilna preraspodela spermatogenih ¢elijskih linija potvrduje  odsustvo
spermatogeneze (Slika 2). Rezultati najnovijih studija dokazuju da Cd dovodi do abnormalne
depozicije Ca-kalcifikacije krvnih sudova testisa, kolagenih vlakana u intertubularnom prostoru i
citoplazme germinativnih ¢elija seminiferusnog epitela. Rezultati transmisione elektron
mikrografije pokazuju da ekspozicija Cd izaziva vakuolizaciju germinativnih ¢elija, uvecanu
kondenzaciju hromatina i piknozu, Sto zajedno predstavlja citoloski dokaz celijske smrti

(Cupertino i sar., 2017).

Pocetne morfoloske analize pokazale su da Cd moze uzrokovati duboko i nepovratno
osteCenje testisa sisara, pri ¢emu su opisana oStecenja endotelnih celija, edem i hemoragija
(Parizek, 1960; Mason i sar., 1964) kao rezultat primarnog oSteCenja vaskularnog sistema
(Parizek, 1965), Sto povratno moze uticati na semeni epitel i dovesti do ishemije 1 nekroze testisa
jedinstvene vaskularizacije (Mason i sar., 1964; Gunn i Gould, 1970). Setchell i Waites su 1970.
godine pokazali da je KTB mnogo podloznija toksi¢nosti Cd nego tesne veze (tight junction) u
mikrovezikulama testisa odraslih pacova, posto se oste¢enje KTB desava pre u mikrovezikulama
intersticijuma. Pored toga, jedna niska doza Cd od 1 mg/kg TM ostecuje tight junction povezane
sa mikrofilamentima u Sertolijevim c¢elijama pacova i1 dovodi do oSte¢enja spermiacije bez
vidljivih vaskularnih oSte¢enja u testisima (Hew 1 sar., 1993a,b). Posmatrano zajedno, ova
zapazanja su viSe nego neobicna, jer je KTB jedna od najuzih barijera izmedu krvi i tkiva testisa
kod sisara (Wong 1 Cheng, 2005; Yan i sar.,, 2008). Drugim rec¢ima, iako je KTB bolje
"zatvorena" od tight junction propustljivosti barijere koja se nalazi u mikrovezikulama, ona
manje efikasno Stiti testise od toksicnosti izazvane Cd. Krvno testisna barijera doprinosi
uglavnom preko susednih Sertolijevih ¢elija pronadenih u blizini bazalnog dela semenog epitela.
Ova barijera je nastala preko tight junction, desmosome-like junction, gap junction i bazalne
ektoplazmatske veze (Cheng i Mruk, 2002; Wong i Cheng, 2005; Mruk i sar., 2008).
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5.3.UTICAJ INDIVIDUALNE SUBAKUTNE IZLOZENOSTI DISULFIRAMU NA STATUS
BIOELEMENATA, OKSIDATIVNI STRES, TESTOSTERONA | MORFOLOSKE PROMENE U
TESTISIMA PACOVA

Rezultati prethodnih studija su pokazali da DSF pokazuje antioksidativne i pro-oksidativne
efekte (Ploemen i sar.,1996; Wadhwa i Mumper, 2013). Kako bismo ispitali efekat terapijske
doze DSF, davali smo DSF per os u dozi od 178,5 mg/kg t.m. pacova $to odgovara dozi
odrzavanja za ¢oveka (125 mg/70 kg t.m./dan). Subakutna izlozenost DSF dovela je do promena
u statusima Fe (povecanja) i Cu (smanjenja) (Grafik 1,3, Tabela 8). Disulfiram je izazvao
povecéano stvaranje O, , smanjenje aktivosti tSOD i GST i sadrzaja MDA u testisima pacova 21
dan nakon primene (Tabela 9, Grafik 5-7,9, 8.2. Prilog - Tabele 1-3,5). Prema nas$im rezultatima

DSF per se nije uticao na produkciju testosterona, niti je izazvao morfoloske promene u testisima

(Tabela 1, 10, Slika 3).

Imajuéi u vidu znacaj pomenutih esencijalnih metala, istrazivali smo da li terapija sa DSF,
kao i DSF per se uti¢e na homeostazu bioelementa u reproduktivnim organima muzjaka pacova.
Tretman DSF kod pacova koriséen je kao animalni model koji vrlo blisko imitira alkoholne
zavisnike na terapiji DSF i procenjuje odrzivost balansa metala u tkivu testisa. Predstavljeni

rezultati pokazuju da primena DSF izaziva promene u statusu bioelementa na testisima pacova.

Dve najvaznije promene statusa metala odnose se na Cu (znacajno smanjenje) i Fe (znac¢ajno
povecanje). Disulfiram nije znacajno uticao na Zn i Mg. NaruSen status bioelemenata moze
dovesti do promena u strukturi i funkciji metaloproteina/metaloenzima.

Oksidaciono stanje metala diktira tip hemijskih veza sa drugim molekulima unutar Celija.
Tako se bakar (11) jon (Cu*") vezuije za azot i kiseonik-donor ligande, dok se bakar (1) jon (Cu'*)
vezuje kovalentnim vezama za sumpor-donore. Druga razlika se odnosi na koordinacioni broj i
koordinativhu geometriju. Bakar (II) jon uglavnom zauzima cetiri ili pet vezuju¢ih mesta
(maksimalna elektrostaticka interakcija), dok Cu'* gradi dve ili tri koordinativne veze
(Blackburn i sar., 2014). Sintezom DDTC Cu (1) u laboratorijskim uslovima, Han je sa kolegama

potvrdio da Cu'* jon formira binuklearni kompleks sa DDTC (Han i sar., 2013).

Prema naSim rezultatima, koncentracija Cu je smanjena u testisima 1 povecana u jetri
tretiranih pacova nakon izlaganja DSF, §to se moze objasniti masovnim formiranjem kompleksa

DDTC-Cu (I) u jetri i posledi¢nom distribucijom u druga tkiva, ukljucujuéi i testise (Begic i sar.,
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2017). Vezivanjem Cu, DSF inhibira brojne enzime, medu kojima i SOD, dopamin-B-
hidroksilazu, karboksilestarazu i holinesterazu (Zemaitis i Green, 1976; Schroeder i sar, 2010).
Dodatno, kompleks DSF-Cu sinergisticki moze znacajnije da indukuje intracelularne stresogene
odgovore nego sam Cu (II/I) jon, Sto se moze koristiti u ciljnim tumorskim ¢elijama u

antikancerskoj terapiji (Lin i sar., 2011; Dalecki i sar., 2015).

Kod odraslih muzjaka su povecani zahtevi testisa za Zn, $to je povezano sa ve¢im nivoom Zn
u prostati, nego u bilo kom drugom organu. Nedostatak Zn smanjuje aktivnost ACE, §to uzrokuje
potroS$nju testosterona i inhibiciju spermatogeneze. OStecenje spermatozoida je Cesto opisano
kod Zn-deficijentnih pacova (Bedwal i Behuguna, 1994). Celije testisa odrzavaju homeostazu
Zn, §to je od velikog znacaja za funkcionisanje reproduktivnog sistema. Nasi rezultati su 1, 31 10
dana nakon izlaganja DSF pokazali smanjenu koncentraciju Zn u testisima (8.1. Prilog - Tabela
4). Medutim, ¢elijski reparacioni mehanizmi bili su u moguénosti da vrate nivoe Zn na kontrolne

vrednosti posle 21 dan, §to dokazuje vaznost ocuvanja homeostaze Zn u testisima.

Gvozde je u Celiji vezano za GSH S$to predstavlja citozolno skladiSte ovog metala, dok
kljuénu ulogu u sintezi Fe-S Klastera imaju glutaredoksini (Hider i Kong, 2013). Ovi proteini su
neophodni za membranski vezane respiratorne transportne lance elektrona i za aktivnost enzima
(Shergill i Cammack, 1994; Atta i sar., 1998; Schilke i sar., 1999). Opisana akumulacija Fe u
testisima nakon subakutne izlozenosti DSF u ovoj studiji, moZe se objasniti sintezom Fe-S
klastera i shodno tome, u nasem slucaju, vezivanjem Fe za cistein u DDTC (Thomson i sar.,
1981). Povecanje sadrzaja Fe u testisima moze biti odgovorno za Stetni uticaj ROS na tkivo
testisa 1 oSte¢enu reproduktivnu funkcije muskih pacova kod alkoholicara, kao i alkoholicara
tretiranih DSF (Dosumu i sar., 2012). Povecane koncentracije Fe pokazuju negativan uticaj na
pokretljivost sperme, njihovu morfologiju i koncentraciju, §to moze dovesti u vezu
reproduktivnu toksi¢nost sa povisenim koncentracijama Fe u testisima (Marzec-Wrdblewska i
sar., 2012).

Homeostaza Mg u testisima se odrzala tokom subakutnog davanja DSF (Grafik 4, Tabela 8)

Sto je u skladu sa podacima iz literature.

Rezultati ove studije potvrduju da DSF ima veliki potencijal za prelazne metale.

Predstavljeni rezultati po prvi put ukazuju na veliki uticaj DSF na sadrZzaj biometala u muskim
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reproduktivnim organima. Potrebna su dalja istrazivanja da odrede posledice izmenjene

homeostaze bioelemenata u testisima pacova tretiranih DSF.

Disulfiram poput drugih tiola niske molekulske tezine (D-penicilamin, N-acetil cistein,
kaptopril, tetratiomolibdat, itd) paradoksalno pokazuje antioksidativne i oksidativne efekte
(Wadhwa i Mumper, 2013), koji su u skladu sa rezultatima naSe studije. Prema podacima naseg
istrazivanja subakutna izlozenost DSF uzrokuje porast nivoa O,", smanjenu aktivnost tSOD i
GST i smanjenu koncentraciju MDA dok promene ostalih parametara nisu uo¢ene (GSH, GSSG,
odnos GSSG/GSH, CAT i GR) u testisima u odnosu na kontrolu (Tabela 9, Grafik 5-13, 8.2.
Prilog - Tabela 1-9). Antioksidativne mogucnosti DSF i njegovog glavnog metabolita DDTC
mogu da se objasne prisustvom slobodne —SH grupe koja funkcioni$e kao donor elektrona i
uzrokuje skupljanje radikala na slican nacin kao GSH (Trachootham i sar., 2008; Wadhwa i
Mumper, 2013). S druge strane, —SH grupa moze da se oksiduje u prisustvu jona prelaznih
metala (kao $to su Cu i Cd), $to dodatno izaziva stvaranje SR. Stvaranje ROS preko tiola zavisi
od proizvodnje tiolatnog anjona koji u suprotnom, zavisi od kiselosti —SH grupe, pH medijuma,
koncentracije jona prelaznih metala i njihove sposobnosti da katalizuju oksidaciju DSF
(Vinterbourn i sar., 2008; Zheng i sar., 2010). Takode je potvrdeno da —SH grupe mogu biti
direktno ukljucene u Fentonovu reakciju i ne zavise od stvaranja H,O, (Mundai i sar., 1989,
1994; Wadhwa i Mumper, 2013).

Primena DSF je dovela do smanjenja nivoa MDA (Grafik 6, Tabela 9) i nije uzrokovala
promenu nivoa GSH, GSSG i GSSG/GSH odnosa (Grafik 11-13, Tabela 9) u poredenju sa
odgovarajucom kontrolnom grupom, S§to potvrduje da DSF ima znacajnu ulogu u
antioksidativnoj zastiti GSH. Oksidacija GSH se desava u reakcijama u kojima je GSH donor
redukcionih ekvivalenata (kao Sto je reakcija koju katalizuje GPx). Najverovatnije redoks par
DSF/DDC postaje aktivan u bioloSkom medijumu (DDC prestaje biti dostupan u slobodnoj formi
usled vezivanja za metale ili kroz reakcije tiolizacije, odnosno postaje dostupan oslobadanjem iz
veze sa metalima) tako da $titi oksidaciju GSH 1 ne dozvoljava narusavanje GSSG/GSH odnosa

(Liu i sar., 1998).

Kako subakutna primena DSF nije dovela do promena u koncentraciji testosterona ni u
plazmi ni u testisima tretiranih zivotinja (Tabele 1, 10), nisu oc¢ekivane ni promene u

spermatogenezi, §to je i potvrdeno histopatoloskom analizom (Slika 3). Na mikroskopskim
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preparatima su vidljive bazalne ¢elije i oCuvana je normalna struktura tkiva. Takode, moze se
uocCiti da su ocCuvane sve faze spermatogeneze, Sto ukazuje da subakutna izlozenost DSF u

primenjenoj dozi ne remeti strukturu tkiva, niti ometa produkciju testosterona.

5.4.UTICAJ KOMBINOVANE SUBAKUTNE IZLOZENOSTI ALKOHOLU | KADMIJUMU NA
STATUS BIOELEMENATA, OKSIDATIVNI STRES, TESTOSTERONA | MORFOLOSKE
PROMENE U TESTISIMA PACOVA

Poznata je povezanost izmedu konzumiranja alkohola i procesa puSenja, ali kombinovani
efekat nikada nije proucavan. Najces¢i parametri koji su posmatrani ispitivanjem morfologije
sperme bili su: zapremina sperme, koncentracija, pokretljivost (kao % pokretnih spermatozoida),
morfologija (kao % spermatozoida normalnog oblika), ukupan broj spermatozoida u milionima i
vijabilnost (kao % zivih spermatozoida). Posmatranjem studija navike pusenja i morfologije
sperme pokazano je da puSenje ima veoma mali efekat na morfologiju sperme. Analizom
mnogobrojnih ¢lanaka pronadene su samo tri studije, od kojih je jedna sprovedena u Meksiku
(Merino i sar., 1998), druga u Kuvajtu (Al-Bader i sar., 1999), a tre¢a u Kini (Zhang i sar., 2000),
koje jasno pokazuju uticaj pusenja na neke od parametara spermatogeneze. Studija Merino i
saradnika iz 1998. godine je pokazala da pusaci imaju loSiji procenat pokretljivosti
spermatozoida, manji procenat normalne morfologije spermatozoida i manji procenat pokretnih
spermatozoida od nepusaca. Zhang je 2000. godine sa saradnicima pokazao da pusaci za razliku
od nepusaca imaju manju gustinu i vijabilnost sperme. Al-Bader i saradnici (1999) su ukazali na
vezu izmedu pusenja i gustine sperme, pokretljivosti i morfologije. Tri druge studije (Goverde i
sar., 1995; Chia i sar., 1998; Rubes i sar., 1998) su pokazale selektivne efekte pusenja na
zapreminu sperme. Jedna studija iz 2000. godine (Mak i sar., 2000) je potvrdila da pusac¢i imaju
veci procenat izmenjenih spermatozoida, koja se smatra morfoloSkom promenom povezanom sa
osteCenom funkcijom spermatozoida. Efekat razliCitih doza puSenja razmatran je u nekoliko
studija, od kojih se u Cetiri (Merino i sar., 1998; Al-Bader i sar., 1999; Zhang i sar., 2000; Wang i
sar., 2001) ukazuje na moguéu vezu doznog odgovora. Dve studije (Oldereid i sar., 1992a,b;
Goverde i sar., 1995) ne pokazuju dozno zavisne efekte, dok se u jednoj (Wong i sar., 2000) ipak

ukazuje na doznu zavisnost.
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Paralelna subakutna ekspozicija Cd i etanolu dovela je do povecanja Fe i Cu u odnosu na
kontrolnu grupu, kao i do povecanja koncentracije Cu u odnosu na Ay; grupu i smanjenja u
odnosu na Cd; grupu (Grafik 1,2, Tabela 11, 8.1. Prilog - Tabela 2,3). Rezultati sprovedene
studije ukazuju da subakutna koekspozicija Cd i etanolu smanjuje koncentraciju Zn u testisima u

poredenju sa odgovaraju¢om kontrolnom grupom (Grafik 3, Tabela 11, 8.1. Prilog - Tabela 4).

Studija Brzoske i saradnika je pokazala da A indirekto indukuje sintezu MT, koji su klju¢ni
proteini za vezivanje Cd i smanjenje njegove toksi¢nosti (Brzoska i sar., 2000). Upravo indukcija
sinteze MT od strane A moze biti objasnjenje zasto je 10. i 21. dana po koekspoziciji etanolu i
Cd koncentracija Zn u testisima veca, a Cu manja u odnosu na pojedina¢nu ekspoziciju Cd (8.1.
Prilog - Tabele 3,4). Naime, sintetisani MT vezuju Cd i spre¢avaju njegov negativan efekat na

homeostazu Zn.

Ni paralelna izlozenost Cd i etanolu nema uticaj na homeostazu Mg u testisima (Tabela 11,
Grafik 4, 8.1. Prilog - Tabela 5), sto je u skladu sa objavljenim podacima (Brzoska i sar., 2000) i
potvrduje da Mg ima stabilne mehanizme za odrZavanje homeostaze (Maret i Wedd, 2014), te je

najstabilniji bioelement u uslovima paralelne i pojedina¢ne intoksikacije Cd i A.

Poznato je da oba agensa Cd (Pal i sar., 1993; Bagchi i sar, 1996; Kulikowska-Karpinska i
sar., 1997) i A (Shaw i Jayatilleke, 1990; Kukielka i sar., 1994; Montoliu i sar., 1994; Dupont i
sar., 1998; Thurman i sar, 1999) remete oksidativnu ravnotezu organizma i prepoznato je da su

procesi nastajanja SR ukljuceni u mehanizme toksi¢nosti ovih supstanci.

Promene u metabolizmu Zn, Cu i Fe, koje smo i mi zabelezili (Grafici 1-3, Tabela 11) takode
mogu da dovedu do poremecaja u AOS (Stohs i Bagchi, 1995; Kulikowska-Karpinska i
Moniuszko-Jakoniuk, 2001). Vise autora je sugerisalo da interakcija izmedu Cd i A moze da
uti¢e na oksidativni status organizma i ukazali da su alkoholi¢ari koji su izloZeni i Cd izlozeni
vecem riziku po zdravlje (Sharma 1 sar., 1991; Pal 1 sar., 1993). Ipak, jos uvek se ne moze naci

mnogo informacija o OS koji nastaje kao posledica simultane intoksikacije ovim supstancama.

Suprimirana aktivnost tSOD zabelezena je usled koekspozicije Cd i etanlu u odnosu na
kontrolnu grupu (Grafik 7). Inhibicija enzima je u skladu sa porastom nivoa O,  koji je znacajno
manji u odnosu na porast u Cdy; grupi, dok se ne razlikuje znac¢ajno od porasta u Ay grupi
(Grafik 5)
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Aktivnost CAT tokom koekspozicije Cd i etanolu je znacajno smanjena u odnosu na
kontrolnu grupu (Grafik 8). Niska aktivnost enzima ukazuje na visok sadrzaj H,O; §to poveéava
mogucénost stvaranja potentnog OH’ kroz Fentonovu reakciju i nastanak LPO, $to je i potvrdeno
nasim rezultatima. Porast nivoa MDA u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja je zabeleZen pri
paralelnoj ekspoziciji. Medutim, ovaj porast je istog nivoa kao prilikom pojedinacne izloZenosti
Cd i etanolu, te se ne moze govoriti o sinergistiCkom efektu etanola i Cd na razvoj LPO (Grafik
6).

Simultana subakutna ekspozicija Cd i etanolu je dovela do smanjenja GSH i povecanja
GSSG nivoa sto je rezultiralo porastom GSSG/GSH odnosa u testisima tretiranih zivotinja u
odnosu na kontrolnu i Az grupu (Grafik 11-13, Tabela 12). Za ocekivati je bilo da ¢e Cd dovesti
do praznjenja depoa GSH u testisima, kao $to je zabelezeno kod individualne ekspozicije Cd,

budu¢i da individualna ekspozicija etanolu nije pokazala efekat na GSH (Grafik 11).

NaruSavanje glutationskog statusa je potvrdeno i zabeleZenim smanjenjem aktivnosti GST u
odnosu na kontrolnu i Ay; grupu Zivotinja (Grafik 9, Tabela 12). Redukovani glutation je supstrat
za GST, enzim koji je odgovoran za detoksikaciju velikog broja ksenobiotika. Smanjene rezerve
GSH mogu biti jedno od objasnjenja smanjene aktivnosti GST u testisima pacova kojima smo

simultano davali Cd i etanol.

Paralelna subakutna izlozenost etanolu i Cd dovodi do smanjenja koncentracije testosterona u
plazmi u odnosu na pojedinac¢nu izlozenost ovim agensima, dok je u testisima zabelezeno
smanjenje koncentracije testosterona samo u odnosu na A-grupu (Tabele 1,13). Histopatoloskom
analizom utvrdeno je da paralelna ekspozicija dovodi do sli¢nih oStecenja tkiva testisa kao i

usled pojedina¢ne primene Cd (Slika 4).

5.4.1. Uticaj nadovezane subakutne izloZenosti alkoholu (1-21 dana) pa disulfiramu (22-42
dana) na na status bioelemenata, oksidativni stres, testosterona i morfoloske
promene u testisima pacova

Pojedina¢na primena etanola smanjuje koncentraciju Zn (Grafik 3), a DSF smanjuje Cu
(Grafik 2), dok oba agensa prilikom pojedinac¢ne ekspozicije povecavaju koncentraciju Fe u
testisima pacova (Grafik 1). Primena DSF nakon subakutne izloZenosti etanolu (podrazumeva se
prestanak unosa etanola) povecava Fe i smanjuje Cu u testisima izlozenih pacova (Grafik 1,2).

Nije opisan efekat na Mg u bilo kojoj eksperimentalnoj grupi (Grafik 4, Tabela 14).
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Nivo Zn u testisima je ispod kontrolnih vrednosti u svim A/DSF eksperimentalnim grupama,
ali je ipak blago poviSen (bez znaaja) u poredenju sa Aj; grupom (Tabela 14, 8.1. Prilog -
Tabela 4). Opisani rezultati ukazuju da DSF smanjuje uticaj etanola na nivo Zn u testisima.
Visoka potreba za Zn u testisima kod odraslih ljudi je povezana sa funkcijom prostate.
Nedostatak Zn smanjuje aktivnost ACE, s§to dovodi do nedostatka testosterona i inhibicije
spermatogeneze. OSteCenja spermatozoida se Cesto mogu videti kod Zn-deficijentnih pacova
(Bedwal i Behuguna, 1994). Odrzavanje homeostaze Zn u testisima je od velikog znacaja za
pravilno funkcionisanje reproduktivnog sistema. Prema nasim rezultatima, alkoholi¢ari imaju
visok rizik od gubitka Zn, tako da i blago povecéanje koncentracije ovog metala do koga dovodi
uvodenje DSF moZe biti od izuzetnog znaaja i svedo¢i o protektivnom dejstvu DSF na
homeostazu Zn. Uticaj na status Zn se najverovatnije moze pripisati metabolitima DSF ¢ije —SH

grupe vezuju ovaj esencijalni metal (Bonda i sar, 2004).

Sam DSF znacajno smanjuje nivo Cu u testisima sa vremenom, dok je suprotno pri
subhroni¢noj izloZenosti etanolu, a potom DSF u trajanju od 3 i 10 dana primeceno zna¢ajno

povecéanje Cu (8.1. Prilog - Tabela 3).

Uvodenje DSF nakon zavrSene subakutne ekspozicije etanolu je ispoljilo povoljan efekat na
samo nekoliko parametara OS (O, , MDA i GSH) u testisima tretiranih Zivotinja (Grafik 5, 6,
11, Tabela 15). Stvaranje O, je znacajno nize U Ay.21/DSF25.42 grupi u odnosu na Az grupu, ali i
dalje vise od produkcije u odgovarajucoj kontrolnoj grupi (Grafik 5). Medutim, zabelezeno
smanjenje sadrzaja MDA u Aj.21/DSF5,.42 grupi u odnosu na Az; grupu i priblizavanje vrednosti
ovog parametra kontrolnoj vrednosti se izdvaja kao najznacajniji pozitivan efekat DSF na
narusen oksidativni status u testisima pacova usled subakutne izlozenosti etanolu (Grafik 6).
Imajuéi u vidu da se razvoj LPO u testisima dovodi u vezu sa poremecajima morfologije 1
pokretljivosti sperme i degenerativnim promenama seminiferusnih tubula (Glaucia i sar., 2015),
smanjenje LPO nakon uvodenja DSF, ukazuje na njegov protektivni efekat na tkivo testisa
(Tabela 15). Disulfiram slicno GSH ima slobodnu —SH grupu jakih redukcionih svojstava, usled

Cega moze uticati na redoks balans (Schafer i Buettner, 2001).

Imitiraju¢i GSSG/GSH par, bioloska aktivnost DDTC/DSF para moZe poboljsati naruSenu
redoks homeostazu u testisima pacova prethodno izlozenih etanolu. Iako je zabelezeno povecanje

nivoa GSH u A121/DSF2,.42 grupi u odnosu na Api grupu, u istoj eksperimentalnoj grupi je
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registrovan pad GSSG/GSH odnosa u poredenju sa Ay grupom (Grafik 11, 13, Tabela 15, 8.2.
Prilog - Tabele 7, 9). Kako je GSSG/GSH odnos jedan od glavnih pokazatelja antioksidativnog
kapaciteta, smanjenje GSSG/GSH odnosa nakon uvodenja DSF potvrduje njegov antioksidativni
efekat (Tabela 15).

Medutim, davanje DSF nakon zavrSene subakutne aplikacije etanola nije pokazalo pozitivan
efekat na sve parametre OS. Uvodenje DSF je izazvalo dalje smanjenje aktivnosti tSOD i GST u
odnosu na kontrolne vrednosti (Grafici 7, 9).

Uvodenje DSF po zavrsetku subakutnog davanja etanola pokazao je trend daljeg smanjenja
nivoa testosterona u plazmi, dok je u homogenatima testisa zabelezen blagi porast testosterona u
odnosu na Aj; grupu (Tabela 3). Nasa studija je potvrdila koncept da je LPO metabolicka
posledica davanja etanola i da je pojava LPO u korelaciji sa poremecajima funkcije gonada
(Rosenblum i sar., 1989). Kako nasi rezultati ukazuju na protektivno dejstvo DSF na stepen LPO
u testisima pacova nakon zavrSenog subakutnog tretmana etanolom (Grafik 6), delimi¢no
protektivni efekat DSF na produkciju testosterona u testisima pod istim uslovima je opravdan
(Tabela 13).

Histopatoloskom analizom utvrdili smo da DSF nije doveo do znacajnijih promena u A;.
21/DSF2.42 grupi u odnosu na Ay; grupu. Evidentno je prisustvo sloZzenog slojevitog epitela
kanali¢a u razli¢itim fazama spermatogeneze. Intraluminalno u semenim kanali¢ima vidi se
sloZeni slojeviti germinativni, odnosno semeni epitel. Narusen proces spermatogeneze ne deSava
se istovremeno i opisana asihronija je poznata pod imenom ciklus semenog epitela. Adluminalno
se jasno vidi veliki broj spermatida i njihovih flagela povezanih sa Sertolijevim ¢elijama (Slika
5).

5.4.2. Uticaj paralelne subakutne izloZenosti kadmijumu i disulfiramu na status
bioelemenata, oksidativni stres, testosterona i morfoloSke promene u testisima
pacova

S obzirom na visoku osetljivost tkiva testisa na insult Cd, od velikog zna€aja su prevencija
i/ili terapijske intervencije. Helatori metala, kao Sto su ditiokarbamati i monoizoamil mez0-2,3-
dimerkaptosukcinat (Mi-ADMS) pokazuju ograni¢en uspeh, zbog svoje efikasnosti samo ukoliko

se primenjuju jedan sat nakon davanja Cd (Kojima i sar., 1992; Yan i sar., 1997).
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Disulfiram i njegovi metaboliti DDTCs, imaju veliki potencijal za —SH grupe i prelazne
metale (Cd je jedan od njih), Sto ih ¢ini veoma reaktivnim ne-specificnim hemikalijama
(Iakishich, 2001) i potvrduje kao potentne in vivo i in vitro inhibitore mnogih enzima u
bioloskim sistemima. Neke od ovih enzima smo opisali u nasoj studiji, ukljuéuju¢i GST
(Ploemen i sar., 1996) i SOD (Marikovski i sar., 2003), ali takode i nekoliko bakar-zavisnih
enzima: dopamin R-hidroksilaza (DBH), karboksilestaraza i holinestaraza (Zemaitis i Greene,
1976; Barth 1 Malcolm, 2010; Schroeder i sar., 2010). Smatra se da ovo bakar-heliraju¢e dejstvo
indukcijom inhibicije proteazoma i posledicnom apoptozom ¢elije (Wang i sar., 2011), dovodi
do predloga da se DSF mozZe koristiti u antikancerskoj terapiji (Lin 1 Lin, 2011). Ovi inhibitorni
efekti su pripisani bakru i/ili drugim osnovnim metal-heliraju¢im aktivnostima DSF metabolita
DDTC.

Disulfiram sadrzi RIR2NC(S)SR3 funkcionalnu grupu, koja mu daje moguénost da gradi
komplekse sa metalima. U studiji Li i saradnika (Li i sar., 2008) su prvo ispitivani kompleksi
DSF sa raznim metalima, ukljuc¢ujué¢i Mg, kalcijum (Ca), Cd, hrom (Cr), mangan (Mn), kobalt
(Co), nikl (Ni) i Zn, na njihove proteazom-inhibitorne aktivnosti u humanim PC-3 ¢elijama
kancera prostate i pronadeno je da je kompleks DSF-Cd najpotentniji. DSF-Cd kompleks
selektivno inhibira aktivnost proteozoma u humanim c¢elijama kancera dojke, ali ne i kod
netumorskih ¢elija 1 njihove selektivne inhibicije proteozoma koja je povezana sa pove¢anom
osetljivos¢u na indukciju apoptoze u humanim c¢elijama kancera dojke. Studija pokazuje
potencijalno kori§¢enje DSF kao agensa koji prevodi kancerogeni Cd selektivni lek protiv
kancera inhibicijom proteazoma. Ovo je prvi nain efikasnog leenja nakon hroni¢ne
intoksikacije Cd, posebno pretvaranjem ovog kancerogena u specifi¢ne ubice tumorskih ¢elija.
Zanimljivo je da kompleks DSF-Cd dovodi do vise od 95% inhibicije pod istim uslovima, $to
ukazuje da je ovaj kompleks mnogo mocniji proteozomski inhibitor od kompleksa DSF-Cu.
Drugi ispitivani metali sa DSF nisu uspeli da inhibiraju proteozomsku aktivnost u testiranim

eksperimentalnim koncentracijama (Chen i sar., 2006).

Uvodenje DSF (posle 21 dan i.p. izlaganja CdCl,, DSF je aplikovan per os narednih 21 dan
sa kontinuiranim davanjem CdCl,) ostvaruje pozitivan efekat na narusenu homeostazu Fe i Cu
(Grafici 1,2, Tabela 17, 8.1. Prilog - Tabele 2, 3,). Disulfiram je ostvario protektivni efekat i na

Cd narusen oksidativni status u testisima $to se ogleda u poviSenim aktivnostima tSOD, CAT i
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GR i smanjenim koncentracijama O, i MDA, kao i u smanjenju odnosa GSSG/GSH u odnosu

na odgovaraju¢u Cd grupu zivotinja (Grafik 5-9, 13, Tabele 1, 18, 8.2. Prilog - Tabele 1-5, 9,).

Koekspozicija DSF i Cd u trajanju od 21 dana, kod pacova koji su prethodno subakutno bili
izlozeni pojedina¢nom tretmanu Cd rezultirala je smanjenjem koncentracije Cd u testisima
tretiranih pacova (8.1. Prilog - Tabela 1), Sto implicira da DSF ispoljava zastitni efekat na

testise, vezujudi i uklanjanjajuc¢i Cd iz pomenutog tkiva.

U pogledu narusene homeostaze bioelemenata, koja se javlja usled subakutne i subhroni¢ne
izlozenosti Cd, DSF je ispoljio pozitivan efekat na sadrzaje Fe i Cu u testisima tretiranih
zivotinja. Disulfiram je smanjio prekomerno uveéanu koncentraciju Cu, koja je posledica
subakutnog davanja Cd, i ponovo uspostavio homeostazu ovog bioelementa u testisima
snizavajuc¢i njegovu koncentraciju ¢ak ispod kontrolnih vrednosti (Grafik 2). Takode, DSF je
uspeo da povecéa koncentraciju Zn (ali ne statisticki znacajno), koja je prethodno smanjena usled
subakutnog davanja Cd (Grafik 3). Uspostavljanje homeostaze ovih metala se moze dovesti u
vezu sa porastom aktivnosti tSOD pri koekspoziciji Cd i DSF, koja je prethodno smanjena pod
dejstvom pojedinacéne izloZenosti Cd (Grafik 7). Posto je za normalnu aktivnost SOD neophodna
odgovarajuca koncentracija Cu 1 Zn, ponovnim uspostavljanjem njihove homeostaze se obnavlja

i inhibirana aktivnost SOD.

Kombinovana ekspozicija Cd i DSF ostvarila je i pozitivan efekat na Cd narusenu
homeostazu Fe u testisima tretiranih pacova. Prilikom individualnog aplikovanja Cd zabelezen je
drastican porast koncentracije Fe, dok kombinovano aplikovanje Cd i DSF (Cdi-42/DSF25.42
grupa) dovodi do pada vrednosti Fe u odnosu na Cda2 grupu (Grafik 1). Nasi rezultati su u skladu
sa rezultatima studije Ono i saradnika (1997) koji su dokazali da je porast testikularnog Fe nakon
aplikovanja Cd gotovo potpuno blokiran visokim dozama DSF ili DED, dok niske doze DSF ili
DED nisu ostvarile ovaj efekat (Ono i sar., 1997).

Rezultati nase studije pokazuju da su aktivnosti tSOD, CAT i GR u testisima znacajno vece,
a koncentracija O, i MDA, kao i GSSG/GSH odnos znacajno manje u Cds.4o/DSF25.42 grupi u
odnosu na Cds, grupu (Grafik 5-8, 10, 13, Tabela 18). Na osnovu ovih podataka moze se
zakljuciti da DSF ima zastitni efekat na oksidativne promene izazvane izlaganjem Cd u testisima

tretiranih pacova. Medutim, aktivnosti tSOD i GST su i dalje nize u odnosu na odgovarajucu
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kontrolnu grupu (Grafik 7,9). U Cd;-42/DSF22-42 grupi vrednosti GSH su i dalje ispod, a GSSG i
GSSG/GSH odnosa iznad kontrolnih (Grafik 11-13, Tabela 18).

Nivo MDA je Cesto koriSéen parametar za odredivanje LPO i oksidativnog ostecenja, jer je
MDA jedan od proizvoda LPO (Songur i sar., 2003). Membrane testisa su bogate lipidima koji
su osetljivi na oksidativno ostec¢enje (Ognjanovic i sar., 2010). Nakon duzeg izlaganja Cd dolazi
do povisenih nivoa MDA 1 smanjenja aktivnosti CAT i tSOD, §to ukazuje na naruSen balans
antioksidativne odbrane unutar ¢elije 1 prekomerne koli¢ine ROS koje napadaju lipide celija
(Grafik 6-8). Zato naSi rezultati u kojima DSF aplikovan zajedno sa Cd vraca povisene
koncentracije MDA u testisima pacova na kontrolne vrednosti mogu biti od velikog znacaja i
ukazuju da aplikacija DSF zajedno sa Cd onemogucava prekomerno stvaranje ROS i odrzava

ravnotezu antioksidativnog balansa u ¢elijama.

Primena DSF dovela je do znacajnog povecanja aktivnosti CAT i GR u testisima (u Cd;-
42/DSF2,.42 grupi u poredenju sa Cdg, grupom) pacova i vratila aktivnosti ovih antioksidativnih
enzima na kontrolne (Grafik 8,10), $to je u skladu sa skora$njim studijama na ¢elijama

fibroblasta koje su otkrile da su aktivnosti GR 1 CAT bile statisticki znacajno vece nakon

izlaganja DDTC (Rahden-Staron i sar., 2012).

Disulfiram moze ispoljiti pozitivan efekat na oSteceni redoks balans glutationa i aktivnost
enzima koji su uklju€eni u odrzavanje homeostaze redoks balansa glutationa. Disulfiram vraca
sve merene parametre koji se odnose na GSH i metabolizam GSH, a kompromitovani su zbog
izlaganja Cd ka kontrolnim vrednostima (Grafik 9-13, Tabela 18). Disulfiram i DDTC
predstavljaju bioloski aktivni redoks par slican GSH-GSSG paru (Mankhetkorn i sar., 1994), koji
je potvrden u na$oj studiji. Disulfiram se redukuje in vivo ili in vitro u DDTC preko GSH ili
drugih proteinskih tiola. Prema skorasnjoj studiji, tretman sa DSF, u vecini ¢elijskih linija, utice
na nivoe GSH 1 GSSG samo pri najvecoj koncentraciji, isticu¢i da homeostaza glutationa zavisi
od koncentracije DSF i/ili njegovih metabolita na ciljnom mestu (Giustarini i sar., 2015). U
zavisnosti od koncentracije, DSF/DDTC moZe imati razli¢ite uloge u razli¢itim uslovima, kao §to
su modifikacija nivoa GSH ili umrezavanje (eng. cross-linking) proteina. DDTC inhibira
peroksidativno ostecenje lipida izazvano troSenjem GSH. DDTC je takode aktivan u uklanjanju
ROS, O, i H,0,, $to daje iste proizvode, prvenstveno hidratisani oblik DSF. Tako, egzogeni

redoks par DSF/DDTC delimicno moze nadoknaditi oSteCenu homeostazu endogenog
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GSH/GSSG redoks para. Ovo moze biti jedno od objasnjenja za protektivne efekte DSF na

poremecenu redoks homeostazu u testisima pacova prethodno izlozenih Cd.

Na osnovu nasih rezultata primene DSF posle izlaganja Cd, dobijeni su pozitivni efekti
merenih oSteCenih parametara OS. Ovaj fenomen se moze objasniti jakim kapacitetom heliranja
DSF 1 antioksidativnim kapacitetom DSF/DDTC redoks para slicno endogenom GSH/GSSG
redoks paru. Vezivanjem toksi¢nih Cd jona DSF onemogucéava prelaznom metalu da ostvari
svoje Stetne oksidativne efekte na tkivo testisa. Kadmijum helatna aktivnost DSF moze dovesti
do redukcije prooksidativne aktivnosti Cd, medutim, DSF moze takode delovati kao prooksidant
helacijom esencijalnih metala i smanjenjem njihove katalitiCke aktivnosti u antioksidativnim
enzimima. S druge strane, imitiranjem aktivnosti GSH/GSSG redoks para, bioloska aktivnost
DSF/DDTC redoks para moze dovesti do poboljSanja oste¢ene redoks homeostaze u testisima

pacova indukovane izlaganjem Cd.

Subakutni tretman DSF nije pokazao protektivni efekat na produkciju testosterona u
testisima, koja je prethodno narusena subakutnim izlaganjem Cd. Udruzena izloZenost Cd 1 DSF
dovela je do povecanja nivoa testosterona u plazmi u grupi Cd;-4o/DSF,.42 u 0dnosu na Cdgs, ali
su te vrednosti i dalje daleko ispod kontrolnih vrednosti (Tabele 1, 19). Oc¢igledno da primena
DSF u trajanju od 21 dana nije uspela da otkloni posledice OS, pre svega LPO, prethodnog
izlaganja Cd na endokrinu funkciju testisa. Cinjenica da je uvodenje DSF uspelo da ublazi $tetni
efekat Cd na nivo testosterona u plazmi je ohrabrujuca i zahteva dalja ispitivanja efekata DSF na

androgene hormone i regulaciju sinteze testosterona.

Histopatoloska analiza u naSoj studiji potvrduje da DSF nema potencijal da popravi
negativne efekte na morfoloske promene do kojih je dovela subakutna upotreba Cd (Slika 6). Sa
mikrografija se teSko moze pretpostaviti da se radi o tkivu testisa (jedino je dobro definisana
bazalna membrana). Lumen kanali¢a je potpuno acelularan i ispunjen grudvicasto-homogenim ili
mrvicasto-rastresitim sadrzajem koji se boji jako eozinofilno. Na mikrofotografiji jednog

preparata u intertubularnom prostoru vide se pojedinacni celularni elementi.
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5.4.3. Uticaj udruZene izloZenosti disulfiramu (22-42 dana), kadmijumu (1-42 dana) i
alkoholu (1-21 dana) na status bioelemenata, oksidativni stres, testosterona i
morfoloske promene u testisima pacova

Postavka ove eksperimentalne grupe imala je za cilj da imitira okolnosti otpocinjanja terapije
DSF kod alkoholicara-pusaca, koji tokom odvikavanja od konzumiranja etanola nastavljaju sa
pusenjem. Posle 21 dana izlaganja CdCl, (i.p) i etanolu (per os), uvedeno je aplikovanje DSF
(per os) narednih 21 dan uz nastavak davanja CdCl, i prestanak administracije etanola.
Disulfiram je ostvario pozitivan efekat na narusenu homeostazu Fe, Cu i Zn izazvanu paralelnim
davanjem etanola i Cd (Grafik 1-3, 8.1. Prilog - Tabele 2-4, Tabela 20), kao i protektivni efekat
na naruSen oksidativni status u testisima S§to se ogleda u pomeranju vrednosti svih merenih

parametara ka kontrolnim vrednostima (Grafik 5-13, 8.2. Prilog - Tabele 1-9, Tabela 21).

Pri kombinovanoj ekspoziciji Cd, etanola i DSF akumulacija Cd u testisima je znac¢ajno veca
u odnosu na koekspoziciju Cd i etanolom, dok se ne razlikuje znac¢ajno u odnosu na individualnu
ekspoziciju Cd tokom 42 dana (8.1. Prilog - Tabela 1).

Nivo Fe u A1.21/Cd1.42/DSF2.42 grupi je nizi u odnosu Cdgs, grupu, ali se ne razlikuje od
kontrolnih vrednosti (Grafik 1). Disulfiram je ostvario znacajan protektivni efekat na homeostazu
Cu. O tome svedoci znacajno niza koncentracija testikularnog Cu u Aj-1/Cd;-42/DSF22-42 grupi u
odnosu na Cdg4; grupu (Grafik 2, Tabela 20). Subakutno aplikovanje DSF Zivotinjama koje su
prethodno subakutno bile izlozene etanolu i Cd uz prestanak unosa etanola, a nastavak Cd,

dovelo je do porasta nivoa Zn, koji je bio smanjen usled paralelne izloZenosti etanolu i Cd
(Grafik 3, Tabela 20).

Uticaj koekspozicije etanola, Cd i DSF na koncentraciju Mg u testisama je zanemarljiv kada
se uporedi Aj.21/Cd;.42/DSF2.42 grupa sa odgovaraju¢om kontrolnom grupom, kao i sa A- i/ili
Cd- grupama (Grafik 4, Tabela 20).

Uvodenje DSF u tretman dovelo je do zna¢ajnog smanjenja nivoa O," U A1.21/Cd1.4o/DSF5.42
grupi u odnosu na Cd, grupu, iako je koncentracija O," i dalje iznad kontrolne vrednosti (Grafik
5). Po zavrSetku kombinovanog tretmana aktivnost tSOD je i dalje drasti¢no ispod nivoa
kontrolne vrednosti (Grafik 7, Tabela 21). Pozitivan efekat na aktivnost tSOD DSF je ostvario
jedino u Aj.21/Cd1.42/DSF22.42 grupi u odnosu na Cdg, grupu. Restauracija aktivnosti SOD je u

skladu sa pozitivnim efektom DSF na ponovno uspostavljanje homeostaze Cu i Zn u testisima
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pacova podvrgnutih kombinaciji etanola, Cd i DSF (Grafik 2,3) i verovatno je rezultat reakcije
izmedu DDC-a i Cd.

Koekspozicija Cd i etanolu dovodi do smanjenja aktivnosti CAT, uvodenje DSF u tretman je
rezultiralo povecCanjem aktivnosti u Aj-1/Cd;42/DSF22.4, grupi u odnosu na Ayi/Cdy; grupu
(Grafik 8, Tabela 21), sto ukazuje na to da inhibicija CAT aktivnosti nastaje verovatno usled
vezivanja Cd za imidazolne ostake His-74 u strukturi CAT, i da DSF vezuju¢i Cd smanjuje
inhibiciju CAT.

Lipidna peroksidacija je toliko smanjena u kombinovanoj Aj.»1/Cdi42/DSF2-42 grupi u
odnosu na individualnu ekspoziciju/koekspoziciju Cd i etanolu da je dostigla kontrolne vrednosti

(Grafik 6). Znacajno smanjena LPO ukazuje na delimi¢no protektivni efekat DSF (Tabela 21).

U A121/Cd142/DSF22.42 grupi registrovano je povecanje aktivnosti enzima glutationskog
ciklusa, pri cemu GR dostize kontrolne vrednosti, dok je aktivnost GST znacajno veéa u odnosu
na Cds, grupu (Grafik 9,10, Tabela 21). Disulfiram je ispoljio protektivno dejstvo na testise
zivotinja prethodno izlozene Cd i etanolu stite¢i glavni Celijski antioksidans GSH. Uvodenjem
DSF u tretman zivotinjama koje su prethodno subakutno paralelno izlozene etanolu i Cd u A;z.
21/Cd1-42/DSF2-42 eksperimentalnoj grupi zabeleZen je porast GSH u odnosu na Cds, grupu,
smanjenje sadrzaja GSSG u odnosu na Cds, grupu, §to je rezultiralo nizim vrednostima
GSSG/GSH odnosa u poredenju sa Cdsy i A21/Cdy1 grupama (Grafici 10-13). Kako se vrednosti
GSSG i GSSG/GSH odnosa u Aj.21/Cd;.42/DSF22.42 grupi ne razlikuju od kontrolnih (Grafik
12,13, Tabela 21), kapacitet DSF da popravi narusenu homeostazu glutationskog ciklusa usled
paralelne subakutne izloZenosti Cd i etanolu se isti¢e kao jedno od klju¢nih saznanja ove studije i
dokaz da DDTC/DSF par u bioloskim uslovima imitira GSSG/GSH redoks par. Preuzimejuci
ulogu redukcionog ekvivalenta DSF $tedi GSH rezerve u ¢eliji i $titi ih od OS.

U grupi A1.21/Cd;-42/DSF2,.4, detektovano je blago povecanje koncentracije testosterona u
plazmi u odnosu na Cds,; grupu Zivotinja, ali ne i u odnosu na A, /Cd, (Tabela 22).
Koncentracija testosterona u homogenatima testisa je nastavila sa trendom opadanja i nakon
uvodenja DSF, te je u grupi A1-21/Cd1.42/DSF2;.47 drasticno niza u odnosu na Az i kontrolnu
grupu (Tabele 1, 22), tako da ne mozemo govoriti o protektivnom efektu DSF na nivo

testosterona u testisima.
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Na osnovu analize preseka tkiva testisa ne moze se zakljuc¢iti da li je DSF ostvario

protektivni efekat u odnosu na pojedina¢ne 1 udruzenu ekspoziciju etanolu i Cd (Slika 7).

119



6. ZAKLJUCAK

Postavljeni ciljevi sprovedenog eksperimenta na Zivotinjama su bili da se utvrde mehanizami
reproduktivne toksi¢nosti alkohola i kadmijuma, kao i potencijalno protektivna uloga DSF.
Doprinos studije je i rasvetljavanje uzro¢no-posledi¢ne veze izmedu naruSavanja homeostaze
pojedinih bioelemenata i razvoja oksidativnog stresa u testisima tretiranih zivotinja. Potvrda
ostvarenih toksi¢nih efekata ispitivanih supstanci je narusavanje morfologije testisa, kao i

poremecaj u sintezi testosterona.
Analizom rezultata sprovedene studije izvedeni su slede¢i zakljudci:

4. pri odabranoj dozi i subakutnoj izloZenosti etanolu, u testisima pacova doslo je do nastanka
OS, generisanjem slobodnih radikala tokom njegovog metabolizma, inhibicijom
antioksidativnih enzima (SOD i GST) i razvojem procesa LPO. Nastalim promenama je
doprineo i porast kataliticki aktivnog Fe, oslobodenog iz feritina, koje u Fentonovoj reakciji
doprinosi nastanku LPO;

5. pri odabranoj dozi i subakutnoj i subhroni¢noj izlozenosti Cd doslo je do nastanka OS, §to se
ogleda u stvaranju SR, razvoju LPO, oSte¢enju antioksidativhog neenzimskog sistema
odbrane (smanjenju GSH i povecanju GSSG) 1 inhibiciji aktivnosti antioksidativnih enzima.
Nastanak OS je praten i naruSavanjem homeostaze merenih bioelemenata (povecanja
koncentracije Fe i Cu i smanjenja koncentracije Zn);

6. paralelna izlozenost Cd i etanolu je narusila redoks balans u testisima u vecoj meri nego
pojedinacni tretmani, posebno se istiCe poviSen GSSG/GSH odnos u poredenju sa
individualnim tretmanima;

7. protektivni efekat DSF na testise pacova prethodno izloZene etanolu se moze opisati kao
delimi¢no antioksidativan, posto je, prema naSim rezultatima DSF pozitivno uticao i
znacajno smanjio koncentracije O, i MDA,

8. uvodenje DSF u tretman nakon ekspozicije Cd i nastavak koekspozicije ostvario je pozitivan
efekat na naruSenu homeostazu merenih metala (Fe, Cu, Zn) i vratio gotovo sve merene

parametre OS na kontrolne vrednosti;
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9. uvodenje DSF i nakon kombinovanog tretmana Cd i etanola je ostvarilo protektivni efekat na
naruSene homeostaze bioelemenata (smanjenje koncentracije metala u odnosu na
pojedinacnu izloZenost primenjenih supstanci) i redoks sistema u testisima tretiranih pacova,

10. subakutni tretman DSF nije pokazao protektivni efekat na produkciju testosterona u
testisima, koja je prethodno narusena izlaganjem etanolu (subakutno) i/ili Cd
(subakutno/subhronicno);

11. DSF nema potencijal da reparira narusenu morfologiju testisa pacova prethodo subakutno

izlozenih etanolu A i/ili Cd.
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8. PRILOZI

8.1.PRILOG - STATUS METALA

Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = SD (n = 6). Oznake za razlike izmedu grupa u

odnosu na odgovaraju¢u Cd; grupu (k) Zivotinja. Jednofaktorska ANOVA - nivo znac¢ajnosti:

**0<0.01 *** i p<0.001.

Tabela 1. Status metala- kadmijum u testisima pacova

Parametar

1 dan

3 dana
10 dana
21 dan
22 dana
24 dana
31 dan
42 dana

0,35 =007 0.35=0,071

0,45 = 0,001

1,05 =
0,178, ni#d
2,70 =
0,550, it

350 =
0,844, wiss
441 =
0,932, k¥t

Cd (pg Cdlg tkiva)

0,33 = 0,050

0,86 = 0,180
L17=
0,047, w2ed

2.67=
0,432, wiis
224 =
0,421, wiis

140 =
0,030, k##

1,80 =
0,261, k*2*

234 =
0,023, k2*

144

1,65 =
0,234, wiéd
145 =
0,101, w&**
218=
0,171, w*#
513 =
0,574, w#¥



Tabela 2. Status metala- gvozde u testisima pacova

12211883 170322318 13010941 153321342  1308=1230 13271638

1 dan
21521214,
1d 132621481 186221262 13070786 e g
10 14791401 18562806 13151002 .25 5,421,
18791258, 21673870, 21120508, 1872:1214,
21 dan 1205215 | 129521578 [ [k KEEE K*
+ T,
2 15842557 13152333 13,44‘*1.31.
244 15790458 15381088 158921746
38895300, 147421484, 160021550,
3920+ 9,004, 20561097, | 171221175, 16310619,
42 dana AL | WLe L ®* Brrr Brer

Tabela 3. Status metala- bakar u testisima pacova

08120027 12820221 0810077 08820087 0660136 % 0530101

1dan
3 dana 0saz00m 1070160 T pigz0zer
10 dana 0850053 147+0210,x* 0,68=0,123, %% 1350200
21 dan 0%2:0067  Laszonee  amzons MR AL mm:nzzzs;m
22 dana 10120173 1.35;:,’143, m;fflﬁ
2o S | S
31dan Ratead Lsgg 0RO 0sszooe
42 dana 09120027 14720301 e 0nzam, ﬂ,:;tm 19520102

Tabela 4. Status metala- cink u testisima pacova
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1 dan

3 dana

10 dana

21 dan

22 dana

24 dana

31 dan

42 dana

365623197 328225207

204123077 32815937

IBILLI | 340716626

316522388 32BSE08T  2B762406

306432272 282332500 283432060
265221673, 258021327,
K K

254821101, 12033715
KEEr EEEE

28,602,131

31012989

24.11+6.346,

242025167,

Tabela 5. Status metala- magnezijum u testisima pacova

32755241

18,132,578,
e, o=, B

3088118
16,18+4288,

254221047, 263123737, 261822041,
KEEE KEEE KEEE

203021482, 272022701,
KEE KHEE
284520803, 302023618,
[ K*

15080,701

234025278

17TE0610  2eg4z1aaa  IETLEER

3 dana

10 dana

11 dan

22 dana

24 dana

31 dan

42 dana

122162
14847+

AT £3.302 10945

12585+

ueTszsa T

12028 1907z

15646 14841

152,01 152102 154703671

12,012 17672 K
1:1’];;* 152616032 152802 6347
14805

1495229107 14844
E1£9, 21572 4425630

14710 4,610 1534128313 131839316

128302
23187
13386
31308

146

14488 =

17253

13157+

18,424

13820

17455

145,50 6,442
14437z 15288
14096 l7es | HESERTE
15 +
U e

13013 +4002 130530640 148446670

12858
13948 5782 jroz | MLADESA9



8.2.PRILOG - PARAMETRI OKSIDATIVNOG STRESA

Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = SD (n = 6). Oznake za razlike izmedu grupa u
odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu grupu (x), A grupu (a) i Cd grupu (B) zivotinja.

Jednofaktorska ANOVA - nivo znacajnosti: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Tabela 1. Parametar oksidativnog statusa - superoksid anjon radikal u testisima pacova

Parametar SAR (nmol red NBET/min/mg proteina)
Tretman Eiq MUy42 Apan Cdy g2 DEF1.1 Aray/ ENES Cdy g2/ Ao/
Cdyay DSFngp DSFung  Cdpgy
DuZina ekspozicije DSFa4n
23155
e case L. L 14678 24823 p
1 dan 6TA6=EIEE  BOOLESAD TAMIINNND Lo, oo, 1976L(ke
330, 506, e
- 27467
17703 £ 17351 4742
3 dana - - 10,676, w, o,
23‘:.!_161 }:*1‘* 1 |'.|3:!'E., }:**k 1 l'm~ 1’:*** B}**{*
182,01 = 186,45 25841 216,73
10 dana 11732 k% 11883, %% 40242 x***  B36Lx**
19704
201,13 25338 KB
dan 223283 722711688 = 11332
21 68,2 2 2 25183, kTt 1010 KTt | IEEAL kT B}***{h
205322 26107 184,45
22 dana 4505w DTO0LktTY | 13685 e
196,77 £ 10301 £
100220 : :
24 dana AEE namee s
K B}%‘&'k B}***
_ 186,04 18792+
4222 17513 ~
31 dan 21 056 ogTg e | 1998E0C BTGk
= ALK By i)
B 146,67 18371 16797
42 dana STSE=11720 TTET1LTM oo e STRE k*FE 1176 [k 10,206, {x,
4T % P Byrrer Ry
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Tabela 2. Parametar oksidativnog statusa - malondialdehid u testisima pacova

Parametar
Tretman

DuZina ekspozicije

1 dan

3 dana

10 dana

21 dan

11 dana

24 dana

31 dan

42 dana

K4

136,48 5341

1346026374

14251 =
17,748

MDA (nmol MDA/mg proteina)
MUy 42 Arg Cdy g DSF1a1 Araf Apar/
Cdyyy  DSFng
14701 L 12775 14946
7733 13835308
lsoge (SAG4ETTII LIISIISL 600 19113, x*
111142
02,6+ 8,537,
179366551 132482 0878 _f“"‘ 27406, (x,
K B}***
E y =
186,682 14107 10257 21132
636, K+t 15566 ngee MK
4,636, 25 A28 u By
144,782 100,63 19208 101.86= 12521
16138 | 13240 x***  32080,x**  10686,xk*  J0283 ktrr
17886
18801, k*
161624328
20,72 14840 =
38270, iter 6283, ot
16082 = 282§+ 14280
14518 36213, grer 6411, oree

Cdy 42/
DS5Fa 4

104772
A Q0S gEEE

108,02 =
21,025, Br+*

%231 £ 8,886,

REEE

13458
21288 prex

EVE
Ciy 4o/
DSFaa 42

o102+
19928 pree

15030 =
27887, a*¥,
kEE
136,70
7533, (o B,
e
1338
20,169, (o B,

-Ir}###

Tabela 3. Parametar antioksidativnog sistema zastite - ukupna superoksid dismutaza u testisima pacova

Parametar
Tretman

DuZina ekspozicije

1dan

3 dana

10 dana

21 dan

22 dana

24 dana

31 dan

41 dana

Ko

6,51 £ 0,622

6,43 £0823

8430663

148

tSOD (U tSOD/mg proteina)
MU A1 Cdyan DSF1n LV LV
Cdy;y  DSFug
. oL 4S6:0326, SM=076, 4160116,
6970684  ET0E0 e e P
4500410, 2580388 2750413, 3090515,
}:!.'!.'1‘ }:!.'!.'!.‘ }:!.'!.'!.‘ {}:' E}***
3350575, 2010344, 2510316 2430351
hkk# }:kkk K*kk K##*-B*
Lo 280:0F43 1420148, 2040151, 1880224,
69020471 KEEE KEEE KEEE KEEE
2730210,
K*kk
2,620,060,
K***
2,482 0,040,
1190220 e
. 100,139, 2,060,251,
TE4Z0806 KEEE KEEE

Cdygaf
DSFa3.40

140158

KEEE

137z0,181,

KEEE

141£0,122,

KEEE

2750371,
(i, By

Al

Cdy-g2/
D5Fa3.40

18420182,

KEEE

1840269,

KEEE

1080267,

KEEE

2,130,382,

KEEE RE



Tabela 4. Parametar antioksidativnog sistema zastite - katalaza u testisima pacova

1dan

3 dana

10 dana

21 dan

22 dana

24 dana

31 dan

41 dana

62220407 51421145 6010760

5,640,631

E66=1450

6400411  S610708 47707

6091221 6211148

6781210 65631071 SAS:0596

532+0543 6711454 4410848

savx0s12 | 6atElga ooith
K
44420017, 3202087,
T sgrzian NN
5270626 4510604 43Z0926x*
49821280 4810958 5310980
+
3,99"11;“13, 50420274  SO0E0807T 5080568
3470759, 60651120, 52320815,
e 4AT=0,598 oo -

Tabela 5. Parametar antioksidativnog sistema zastite - glutation-S-transferaza u testisima Wistar pacova.

1 dan

3 dana

10 dana

21 dan

21 dana

24 dana

31 dan

42 dana

076011800 B160=10440 DEO0: 17656 03 FE=21T

6523
18642, v*
6327
13,800, wtt
10846 ITPSE1TI,
P e

8179216172 B666= 6539

51682
6457
15033, (o,
K’ﬂ
16,146, By
45542
iz T +
TATILAMT 650715805 )
32,62+ 7018, 390025153,
561926535

173327701, 363428267, 11994760,

gEEE KEEE KEEE ¥
4832 19946096, 2478
129210 | krTr | 10783,k
2EEL506, 2561
sasr1e1s2 T
16030, 2838
9891775 wasnasms T
001:2315, 4781 2017:4440 233123043,
KrEE 16,021, k*** KrEE wEEE
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Tabela 6. Parametar antioksidativnog sistema zastite - glutation reduktaza u testisima pacova

1 dan

3 dana

10 dana

21 dan

21 dana

24 dana

31 dan

42 dana

25820442 24721071

2250276

1360458

J44=z0333

25520340 2550027 2240200

2511080 2,690,568

18420217

1,770,151

1,78 0,187

14320241,
K

13820183,

12520146,

LEpx0580

18420406

2750236

24020582

1op0544

1850151

19720104

1600117

18720321

13g0me

33820.662

23T=04TT

LA 20,087,

280= 0,408,

1300,205,

2,770,669, ,
n—]—]—l

1910288

1218£0,648

227 0,689

27120402,
ﬁ'l'l']‘

Tabela 7. Parametar antioksidativnog sistema zastite - redukovani glutation u testisima Wistar pacova.

1 dan

3 dana

10 dana

21 dan

22 dana

24 dana

31 dan

42 dana

27713011 3714:4006 38813802

351426437

2018 4 660

350223508 JB0TIEGER 32ATXIAE

396523696 38605382

3786=4,850

17833861

30744587

2526 6,054,
Ki'.l'l

18,851 450,

17,26 0,638,

150

25622514

3025+ 4061

242821538,
KEEE

39313187

23224536

274422225,
¥ B

2420+2,082,
KEEE

22,00 1,588,
KR gre

30,712 5347,

3736+4354

4146=5104

41304381,

26575540,

13,71 = 5,600,

29181209,

249720543,

KEEE

240721904,

443=181

242822033

26883318,

WL fre



Tabela 8. Parametar oksidativnog statusa - oksidovani glutation u testisima pacova

1 dan

3 dana

10 dana

21 dan

212 dana

24 dana

31 dan

1370085 1460054

12720086 1330187

1,40 = 0,106

140=0152

1560114

1570073

1390198 1380135

1370244 L1302

1530252 1700359

L -

20220174,
KEEE

150+0,104

1,780,184

19320163,

2070334,
e

1,742 0,426,
K*

1480173

1380223

19620443, 2050211,
KT KT g

1870106, 208=0,108
K K g*

19020133, 18520285,
K¥EE K

Tabela. 9. Marker oksidativnog stresa - odnos oksidovanog i redukovanog glutationa u testisima pacova

1dan

3 dana

10 dana

21 dan

21 dana

24 dana

31 dan

42 dana

0,04+0,002 0,040,005

0,030,005 0,040,009

0,030,003 0,040,004

0,04 0,004

0,04 £0,014

0,050,008

0,05 £ 0,006

004 0,007 0,040,004

0,040,007 0,030,007

0,070,016,
0,05 £ 0,010 KEE

0,07 = 0,020,
K 0,03 % 0,004

0,100,014

0,130,010,

151

0,05 £0,007

0,07 20,008,
e By

0,08 = 0,010,
WL

0,08£0,010,
L

0,06£0,023

0,04 £ 0,004

0,030,005

0,03 £ 0,006

0,080,038, 0,080,008,

0,000,018, | 0,080,005,

0,060,005, 0,080,016,
KEE pEEE KEEE gF

0,08+0,011, = 0.06+0,013,
(e By L i



8.3.PRILOG - PRIRAST MASE TESTISA

Tabela 1. Prirast mase testisa Wistar pacova kontrolnih i eksperimentalnih grupa.

0
0,69 = 0,079
0,69 = 0,0,087
0
0,82 0,106
0,89 = 0,075
0,44 = 0,065
0,3 0,030, ***
0,22 = 0,043
020,029, c+**
0,72 = 0,062
0,60 = 0,044
0,350,054
0,22 £ 0,105
0,710,034
0,70 = 0,07
0,60 = 0,037
0,82 0,038
0.3 +0,050
0,28 + 0,061, xc*++
0,23 = 0,052, k***

020 £ 0,043, ***
Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = SD (n = 6). Oznake za razlike izmedu grupa u odnosu na odgovarajuéu
kontrolnu grupu (k) Zivotinja. Jednofaktorska ANOVA - nivo znacajnosti: ¥**p<0.001.
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8.4.PRILOG - KORELACIJE

8.4.1. Korelacije izmedu metala i parametara oksidativnog statusa u testisima pacova

DSF1 grupa AIDSF21 grupa
010 220
008 L] 200 r=-0.8857*
L] L]
. 006 <
n r=0.8857* g 180
O 0.04- L) [
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002
L]
0004 140+ r
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Fe Fe
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6.0 011
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2 . < 00 /
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40 008
35+ r r r r \ 007+ v v \
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26 0.040
24 . (] 0.035:
o . - ® 1=0.9429*
9]
222 R ® 0030
3 o
r=0.8117* )
20 0025
Y L]
18 r . . 0020+ r
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Cd/DSF42 grupa Cd/DSF42 grupa
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0.0030 U . 26
L]
r=-0.9429*
& o025 2 \
[}
. 1=0.8857* 3
0.0020 i 24
0.0015+ T T T T 3 23+ T T T T 3
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Fe Fe
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240 0.05
L]
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220
L 003 .
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Grafik 1. Spearman-ova korelacija izmedu gvozda i parametara oksidativnog statusa u testisima pacova
izloZzenih subakutno i subhroni¢no kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i subhroni¢no
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kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i kadmijuma,
alkohola i disulfirama.

DSF1 grupa DSF21 grupa
6.51 501
[ ]
6.0 454
[ L4 —_ *
A 557 0. . 6 =-0.8857
B ool r=-0.8857* o
454 354 (J
[ ]
4.0 T T T T ! 30 T T T T ]
0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Cu Cu
A/DSF21 grupa Cd21 grupa
0.08- 61
° [ ]
0.06 °
/‘ 5
= =
P 0.041 ° S
* r=0.8857* 4 r=0.8857*
0.024
[}
0.00 T T T ! 3 T T T ]
0.6 0.8 1.0 12 14 1.6 1.8 2.0 22 24
Cu Cu
A/Cd1 grupa A/Cd21 grupa
1.84 61
1.7 °
1.6+ ° 44
Q ® —
9] 4 °
8 15 \\ r=-0.9549* 6 . s .
1.4 2 2- r=0.9429*
[
1.3
12 T T T 1 O T T T T 1
0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 0.8 1.0 1.2 14 16 18
Cu Cu

Grafik 2. Spearman-ova korelacija izmedu bakra i parametara oksidativnog statusa u testisima Wistar
pacova izlozenih subakutno i subhroni¢no kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i subhroni¢no
kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i kadmijuma,
alkohola i disulfirama.
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DSF1 grupa A/DSF21 grupa

91 0.08-
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Grafik 3. Spearman-ova korelacija izmedu cinka i parametara oksidativnog statusa u testisima Wistar
pacova izlozenih subakutno i subhroni¢no kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i subhroni¢no
kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i kadmijuma,
alkohola i disulfirama.
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Grafik 4. Spearman-ova korelacija izmedu magnezijuma i parametara oksidativnog statusa u testisima
Wistar pacova izlozenih subakutno i subhroni¢no kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i
subhroni¢no kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i
kadmijuma, alkohola i disulfirama.
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8.4.2. Korelacije izmedu parametara oksidativnog statusa u testisima wistar pacova
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Grafik 5. Spearman-ova korelacija izmedu O,” i ostalih parametara oksidativnog statusa u testisima
Wistar pacova izlozenih subakutno i subhroni¢no kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i
subhroni¢no kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i
kadmijuma, alkohola i disulfirama.

GSH
w
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A/DSF21 grupa

r=0.9429*

. . .
N o o o
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Grafik 6. Spearman-ova korelacija izmedu MDA i ostalih parametara oksidativnog statusa u testisima
Wistar pacova izlozenih subakutno i subhroni¢éno kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i
subhroni¢no kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i
kadmijuma, alkohola i disulfirama.

157



Al grupa A/IDSF42 grupa
1801 0.087
L)

170 0.06
< 160 o e 5 oo
= 1501 o

_ * —
1204 r=0.9429 0.024 r=0.9429*
130 T T T T ! 0.00 T T T T T |
45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 14 16 18 20 22 24 26
SOD SOD
Cd1lgrupa A/Cd1 grupa

504 45

451 ° 40

a0 r=-0.9429*
& L] Q . & 35-
O 35 o r=0.9429*

201 . 30 .

L]
25 T T T , 25 T T T ,
35 40 45 5.0 55 38 40 42 44 46
SoD SOD
A/Cd21 grupa

0.0254

0.0204

0.0154

GST

0.0104
r=0.9429*

0.0054

0.000 T T T T d
16 18 20 22 24 26

SOD

Grafik 7. Spearman-ova korelacija izmedu SOD i ostalih parametara oksidativnog statusa u testisima
Wistar pacova izlozenih subakutno i subhroni¢no kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i
subhroni¢no kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i

kadmijuma, alkohola i disulfirama.
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Grafik 8. Spearman-ova korelacija izmedu CAT i ostalih parametara oksidativnog statusa u testisima
Wistar pacova izlozenih subakutno i subhroni¢éno kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i
subhroni¢no kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i

kadmijuma, alkohola i disulfirama.
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Grafik 9. Spearman-ova korelacija izmedu GST i ostalih parametara oksidativnog statusa u testisima
Wistar pacova izlozenih subakutno i subhroni¢no kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i
subhroni¢no kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i
kadmijuma, alkohola i disulfirama.
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Grafik 10. Spearman-ova korelacija izmedu GSH i ostalih parametara oksidativnog statusa u testisima
Wistar pacova izlozenih subakutno i subhroni¢éno kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i
subhroni¢no kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i
kadmijuma, alkohola i disulfirama.
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Grafik 11. Spearman-ova korelacija izmedu GR i ostalih parametara oksidativnog statusa u testisima
Wistar pacova izlozenih subakutno i subhroni¢no kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i
subhroni¢no kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i
kadmijuma, alkohola i disulfirama.
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Grafik 12. Spearman-ova korelacija izmedu GSSG i ostalih parametara oksidativnog statusa u testisima
Wistar pacova izlozenih subakutno i subhroni¢no kadmijumu, subakutno etanolu i disulfiramu, i
subhroni¢no kombinaciji kadmijuma i alkohola, alkohola i disulfirama, kadmijuma i disulfirama, i
kadmijuma, alkohola i disulfirama.
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Korelacija je procenjena izmedu svih parametara za odabrane vremenske intervale
ekspozicije (Cd: 21 i 42 dana; A: 21 dan; DSF: 21 dan; Cd 21 i A 21 dan koekspozicije; A 21 i
DSF 21 dan kombinovane ekspozicije; Cd 42 i DSF 21 dan kombinovane ekspozicije i A 21, Cd
42 i1 DSF 21 dan kombinovane ekspozicije). Wistar pacovi su izlozeni i.p. 1 mg CdCl,/kg
t.m./dan, per os 3 ml 20 % etanola/dan i per os 178,5 mg DSF/kg t.m./dan. Spearman-ov
koeficijent korelacije (r) > + 0,70 je razmatran. Parametri su izrazeni u slede¢im jedinicama:
malondialdehid (MDA): nmol MDA/mg proteina; superoksidni anion radikal (O,°*"): nmol red
NBT/min/mg proteina; superoksid dismutaza (SOD): U SOD/mg proteina; katalaza (CAT): U
CAT/mg proteina; glutation — redukovani i oksidovani (GSH i GSSG): nmol GSH i GSSG/mg
proteina; glutation reduktaza (GR): U GR/mg proteina; glutation-S-transferaza (GST): U
GST/mg proteina; i koncentracija metala — gvozde (Fe): ug Fe/g tkiva; bakar (Cu): ug Cu/g
tkiva; cink (Zn): pug Zn/g tkiva i magnezijum (Mg): pug Mg/g tkiva. Razmatrane su razlike

statisticke znacajnosti za p < 0,05.
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Oobpa3an 5.

UsjaBa o ayTopcTBY

Nwme u nipesume ayropa: Ana bypuh

bpoj unnekca: 24/08

HU3jaBbyjem
J1a je JIOKTOPCKA IMCepTaIlHja o] HACTIOBOM:

,» Edekar nucyndpupama Ha MexaHHU3ME PETPOTYKTUBHE CyOaKyTHE TOKCHYHOCTH €TaHOJa
W/WIM KaJIMHUjyMa KOJl My’KjaKa maroBa‘.

® PE3YJTAaT CONCTBCHOT UCTPAKUBAYKOI palia,

® Ja aucepranydja y LEIMHUA HHU y JeJIOBUMa HHje OWia MpeUIoKeHa 3a CTUIAlkE JpYre
JTUIUIOME TpeMa CTYAM)CKUM MPOrpaMuMa JAPYTUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAaHOBA,

¢ J1a Cy pC3yJITaTu KOPECKTHO HABCACHHU U

e Jla HUCAM KpILIMO/JIa ayTOpPCKa IpaBa M KOPUCTUO/JIa WHTENEKTYalHY CBOJUHY IPYIHX
JM1A.

IHornuc ayropa

VY Beorpany, 05. maj 2017.

165



Oobpa3an 6.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paga

Nwme u npe3ume ayropa: Ana DBypuh
bpoj unnekca: 24/08
Crynujcku nporpam: [JJoktopcke crynuje (M360pau Mmoayn: TOKCHKONONIKA XeMH]a)

Hacnos panma: ,Edexar nucyndupama Ha MeXaHU3ME pENPONYKTHUBHE CyOaKyTHE

TOKCUYHOCTH €TAHOJIA /WM KaJIMHjyMa KOJT My»KjaKa maroBa‘.
Mentop: IIpod. n1p Mupjana bBykuh

U3jaBpyjem na je mtammaHa Bep3dja MOT JOKTOPCKOT paja UCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEep3WjU KOJy caM TIpenao/yia paad ToxpameHa y JIUruTaJsHoM Ppemo3uToOpujymy

Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Ja ce o0jaBe MOjU JIMYHM TOJAIM BE3aHU 3a J00Hjame aKaJeMCKOT Ha3uBa

AOKTOpa HAayKa, Kao ITO Cy UMC U IIPE3UME, TOANHA U MECTO polje}La " 1aTyM ozL6paHe pana.

OBu 1UYHH noganmu Mory ce O6jaBI/ITI/I Ha MPCKHUM CTpaHUIIaMa TUTHUTAIHC 6I/I6J'II/IOTCK6, y

€JIEKTPOHCKOM KaTajiory U y nybiukanujama YHuBep3utera y beorpany.

IHornuc ayropa

VY Beorpany, 05. maj 2017.
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Oobpa3an 7.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnamhyjem YHuBep3utercky OuoOimoreky ,,CBerozap MapkoBuh® na y Jlururamau

peno3uTopujyM YHHUBep3uTeTa y beorpany yHece MOjy TOKTOPCKY AMCEPTAI]y MOJI HACIIOBOM:

,» Edekar nucyndupama Ha MEXaHHU3ME PENPOTYKTUBHE CYOaKyTHE TOKCHYHOCTH €TaHOJa

W/WM KaJIMHjyMa KOJT My’KjaKa rmaroBa‘.
KOja je MOje ayTOPCKO Jeo.

HI/IcepTaHI/ij ca CBUM IIPpHJIO3HMA npeﬂao/na CaM Yy CJICKTPOHCKOM (I)OpMaTy IIOT'OJHOM 3a

TPajHO apXUBUPAE.

Mojy TOKTOPCKY JUCEpTAlH]jy OXpambeHy y JJururainoM perno3utopujymy Y HUBEp3UTETA y
beorpany u mocTynHy y OTBOPEHOM IPHCTYIy MOTY Jia KOPHUCTE CBU KOjH TOINTYjy oapende
caap:kane y onadbpanom tumy jauienne Kpeatusue 3ajennuie (Creative Commons) 3a Kojy caMm

ce OJITy4ro/a.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. AyropctBo — HekomepimjaiHo (CC BY-NC)

AyrtopcTBo — HekoMepIjanHo — 6e3 nmpepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMepIHjaaHO — Aeauth o uctuM yeimosuma (CC BY-NC-SA)

5. AyropctBo — 0e3 mpepazaa (CC BY-ND)

6. AyropctBo — nenutu noa uctum yciosuma (CC BY-SA)

(MonuMo 1a 3a0Kpy>KUTE camo JeHy O IecT MoHyheHuX JuieHnr. KpaTak onuc JUieHIm

j€ cacTaBHH JIe0 OBE M3jaBe).

IIornuc ayropa

VY Beorpany, 5. maj 2017.
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