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In silico, in vitro i in vivo ispitivanje toksi¢nosti kombinovane primene
imunomodulatora sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa

Sazetak

U ovoj doktorskoj disertaciji sveobuhvatno je ispitivana toksi¢nost imunomodulatora sa
antitumorskim potencijalom, hemijski dobijenog sulforafana (SFN) i soja Pseudomonas
aeruginosa sa hemaglutininskim fimbrijama osetljivim na manozu (PA-MSHA). In silico
analiza je pokazala da SFN moze da izazove oStec¢enje hromozoma i senzibilizaciju koze,
dejstvom na gene ukljucene u procese imunskog odgovora, oksidativnog statusa i
apoptoze, dok PA-MSHA intereaguje sa genima ukljucenim u proces regulacije imunskog
sistema 1 apoptoze. U in vitro uslovima, SFN ostvaruje citotoksican efekat na celije
karcinoma kolona i to dominantno na HCT-116 u odnosu na HT-29 ¢elije, zaustavljanjem
Celijske deobe u G2/M fazi celijskog ciklusa. Citotoksi¢an potencijal kombinovane
primene imunomodulatora dovodi do smrti manjeg broja ¢éelija karcinoma kolona u odnosu
na efekat samog SFN. U in vivo ispitivanju na modelu zebrica utvrdene su letalne
koncentracije za SFN i PA-MSHA, kao i grani¢ni nivoi toksi¢nosti za pracene efekte na
rast i razvoj embriona zebrica. Kombinovana primena SFN i PA-MSHA indukuje Stetne
efekte na embrionima zebrice u koncentracijama u kojima pojedinacne supstance nisu
ispoljile Stetan efekat. U in vivo istrazivanju na modelu pacova pracene su promene
hematoloskih i biohemijskih parametara, nivoa hormona, produkcije citokina i drugih
proteina kao 1 parametara oksidativnog statusa i patohistoloske promene, medu kojima se
pro- i antiinflamatorni citokini, kao i parametri oksidativnog statusa izdvajaju kao
veceg broja pracenih efekata nakon primene pojedina¢nih imunomodulatora i1 utvrdeni su
grani¢ni nivoi toksi¢nosti. Kriti¢an toksi¢ni efekat SFN je smanjenje procenta neutrofila, a
PA-MSHA povecéanje koncentracije transformisSuéeg faktora beta kod muzjaka pacova.
Rezultati ispitivanja pokazuju da kombinacija SFN i PA-MSHA uglavnom izaziva efekte
kao i pojedinac¢na primena PA-MSHA. Rezultati ove doktorske disertacije razjasnjavaju
mehanizme toksi¢nosti pojedinacne 1 kombinovane primene ispitivanih imunomodulatora,
dok utvrdene vrednosti grani¢nih nivoa toksi¢nosti za pojedina¢ne imunomodulatore mogu
biti osnova za dalji odabir doza pri njihovoj kombinovanoj primeni.

Kljuéne redi: imunomodulatori, sulforafan, Pseudomonas aeruginosa sa
hemaglutininskim fimbrijama osetljivim na manozu, in silico, in vitro, pacov, zebrica,
kombinovana primena

Naucna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Toksikologija



In silico, in vitro and in vivo investigation of the toxicity of the combined
application of the immunomodulator sulforaphane and inactivated
bacteria Pseudomonas aeruginosa

Abstract

In this dissertation, the toxicity of immunomodulators with antitumor potential, chemically
derived sulforaphane (SFN) and a Pseudomonas aeruginosa strain with mannose-sensitive
hemagglutinin fimbriae (PA-MSHA) was comprehensively investigated. In silico analysis
showed that SFN can cause chromosomal damage and skin sensitization by affecting genes
involved in the processes of immune response, oxidative status and apoptosis, while PA-
MSHA interacts with genes involved in the process of immune system regulation and
apoptosis. Under in vitro conditions, SFN exerts a cytotoxic effect on colon cancer cells,
especially on HCT-116 compared to HT-29 cells, by killing cells in the G2/M phase of the
cell cycle. A similar cytotoxic potential of the combined use of immunomodulators was
observed, but it leads to the death of fewer colon cancer cells than SFN alone. In an in vivo
test in a zebrafish model, lethal concentrations for SFN and PA-MSHA and thresholds for
toxicity were determined to monitor the effects on growth and development of zebrafish
embryos. The combined administration of SFN and PA-MSHA results in adverse effects
on zebrafish embryos at concentrations at which the individual substances showed no
adverse effects. In in vivo studies in a rat model, changes in hematological and biochemical
parameters, hormone levels, production of cytokines and other proteins, oxidative status
parameters and pathohistological changes were observed, with pro- and anti-inflammatory
cytokines and oxidative stress parameters being the most sensitive to the effects of
immunomodulators. In addition, dose-dependent changes in a number of monitored effects
were observed following the administration of individual immunomodulators and
thresholds for toxicity were determined. A critical toxic effect of SFN is a decrease in the
percentage of neutrophils and of PA-MSHA an increase in the concentration of
transforming factor beta in male rats. The test results show that the combination of SFN
and PA-MSHA generally has the same effects as the use of PA-MSHA alone. The results
of this dissertation clarify the mechanisms of toxicity of the single and combined
application of the tested immunomodulators, while the determined thresholds of toxicity of
the single immunomodulators can be the basis for further selection of doses for their
combined application.

Keywords: immunomodulator, sulforaphane, inactivated bacteria Pseudomonas
aeruginosa, in silico, in vivo, rat, zebrafish, combined application

Academic expertise: Pharmacy
Major in: Toxicology



SPISAK SKRACENICA

AKT1 - AKT serin/treonin kinaza 1

ALT - Alanin aminotransferaza

ALP - Alkalna fosfataza

AST - Aspartat aminotransferaza

AP-1 - Aaktivator proteina 1

AURKA - Aurora kinaza A

BAD - Bcl-2 povezan agonista proteina ¢elijske smrti

BAX - Regulator apoptoze BAX

BMD - Benchmark doza (doza dobijena Benchmark modelovanjem)
CASP3 - Kaspaza 3

CASPS8 - Kaspaza 8

CCL2 - Hemokin ligand 2

CD14 - CD14 antigen

CDHL1 - Kadherin 1

CDK1 - Ciklin-zavisna kinaza 1

CDKNU1A - Inhibitor ciklin-zavisne kinaze 1A

CTLA-4 - Citotoksi¢ni T-limfociti pridruZen protein 4

COX-2 - Ciklooksigenaza-2

CXCL1 - Hemokin C-X-C motiv ligand 1

DEG - Razlicito eksprimirani geni (engl. Differentially expressed genes)
DTNB - 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina

GCL - Glutamat-cistein ligaza

GSH - Glutation

GST - Glutation-S-transferaza

HDL - Lipoprotein visoke gustine

HMOX1 - Hem oksigenaza 1 (gen)

hpf - Sati nakon oplodenja

HO-1 - Hem oksigenaza 1

ICI - Inhibitori imunskih polaznih tacaka

IL-1B - Interleukin 1B (gen)

IL-1p - Interleukin 1 beta

IL-2 - Interleukin 2

IL-4 - Interleukin 4

IL-6 - Interleukin 6

IL-10 - Interleukin 10

IFNG - Interferon gama (gen)

IFNYy - Interferon gama

INOS - Inducibilna sintaza azot-monoksida

JNK - c-Jun N-terminalna kinaza

Keapl - Kelch-like ECH pridruzeni protein (engl. Kelch-like ECH-associated protein 1)
LAG-3 - Gen 3 za aktivaciju limfocita

LDL - Lipoprotein niske gustine

MDA - Malondialdehid

NF-kB - Nuklearni faktor-kapa B

Nrf2 - Nuklearni eritroidni faktor-2

NO - Azot-monoksid

NQOL - NAD(P)H kinon oksidoreduktaza-1

PA-MSHA - Pseudomonas aeruginosa sa eksprimiranim manoza osetljivim
hemaglutininskim fimbrijama (engl. Pseudomonas aeruginosa mannose-sensitive-
hemagglutinin) ili inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa



PARP — poli ADP-riboza polimeraza

PD-1 - Programirani protein smrti ¢elije 1

PD-L1 - Ligand programiranog proteina smrti ¢elije 1
PGE2 - Prostaglandin E2

PLACS - Protein specifican za placenta 8

RUNX2 - Transkripcioni factor 2 povezan sa Runtom
SEN - Sulforafan

SFX-01 - Specifican eksperimentalni molekul (SFX-01)
SH - Sulfhidrilne grupe

SOD - Superoksid dismutaza

TIBC - Totalni kapacitet vezivanja gvozda

TLR4 - Toll-like receptor 4

TLRG6 - Toll-like receptor 6

TNF - Tumor nekrozni faktor

TGFp - Transformisuci faktor rasta beta

TNFa - Tumor nekrozni faktor alfa

UGT - UDP-glukuronoziltransferaza

UIBC - Nezasi¢eni (slobodni) kapacitet vezivanja gvozda
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1. UVOD

Sirom sveta incidenca malignih bolesti je u stalnom porastu. Procene Svetske zdravstvene
organizacije (SZO) ukazuju da ¢e u narednim godinama karcinom postati vodec¢i uzrok
smrti (1). Najée$éi tip karcinoma, koji je ujedno pracen i najveCom stopom smrtnosti je
kod muskaraca najve¢a ucestalost karcinoma pluca, zatim karcinoma prostate i
kolorektalnog karcinoma (2). Ovo ukazuje da su neophodne bolje mere prevencije,
dijagnostike, kao i lecenja (3). Poslednje dve decenije u oblasti terapije karcinoma
obelezene su znacajnim napretkom, posebno uvodenjem nove klase imunomodulatornih
lekova koji se oznaCavaju kao inhibitori kontrolnih tac¢aka (engl. Immune Checkpoint
Inhibitors, ICI). Ciljne molekule delovanja ICI (koji se primenjuju u formi monoklonskih
antitela) su inhibitorni receptori naj¢eS¢e ispoljeni na T limfocitima (citotoksi¢nim T-
limfocitima pridruzen protein 4, (CTLA-4), programirani protein smrti ¢elije 1 (PD-1), gen
3 za aktivaciju limfocita (LAG-3)) i njihovi ligandi (npr. ligand programiranog proteina
smrti Celije 1 (PD-L1)) eksprimirani na ¢elijama solidnih tumora. Primenom ICI stimuliSe
se imunski sistem i pojacava antitumorski imunski odgovor (4). Osim monoklonskih
antitela, razvijeni su i drugi vidovi imunoterapije, kao S$to su adaptivna Celijska terapija
antitumorskim T ¢elijama (autologe tumor-specificne T celije i T ¢elije sa himeri¢nim
antigenskim receptorom, CAR-T ¢elije) i vakcinacija tumorskim antigenima (5). Posebno
se istiCe znacaj primene terapije sa ciljem da se poboljSa imunski odgovor obolelih od
malignih tumora budu¢i da je znaCajno oslabljen usled hroni¢ne aktivacije tumorskim
neoantigenima, kao i zbog primene hemio i/ili radioterapije (6). NaruSena funkcija
imunskog odgovora domacdina moZze olakSati rast i progresiju tumora, ali i uticati na
efikasnost primenjene imunoterapije. Stoga, opravdano je pretpostaviti da
imunomodulatori mogu da doprinesu regulisanju funkcionisanja imunskog odgovora kod
pacijenata obolelih od malignih tumora. Literaturni podaci pokazuju da brojna prirodna
jedinjenja izolovana iz biljaka, morskih organizama i mikroorganizama ispoljavaju
imunomodularnu aktivnost deluju¢i antiinflamatorno, uti¢u¢i na proces angiogeneze |
apoptoze, kao 1 ispoljavaju¢i antioksidativne aktivnosti. Medu njima su ispitivani
rezveratrol, kurkumin, ginseng (7, 8), ali i sulforafan (SFN) (9). Za bakterije je takode
poznato da ispoljavaju antitumorsku aktivnost i to direktnim tumoricidnim efektom ili
indirektno, aktivacijom imunskog sistema, poput inaktivisane i genetski modifikovane
gram negativne bakterije Pseudomonas aeruginosa koja eksprimira fimbrije sa
hemaglutininom osetljivim na manozu (PA-MSHA) (10). Sulforafan i PA-MSHA su
imunomodulatori koji su predmet istrazivanja ove doktorske disertacije.

1.1. Sulforafan
1.1.1. Poreklo, struktura i mehanizam dejstva

Izotiocijanati su dominantno zastupljeni u povréu iz porodice krstaSica, Brassicaceae
(brokoli, karfiol, kelj, kupus i drugi), a odredene epidemioloske i klinicke studije pokazuju
da povean unos ovog povréa moze imati povoljan uticaj na organizam i smanjiti
moguénost za razvoj brojnih bolesti (11). Izotiocijanati su proizvodi hidrolize
glukozinolata, sekundarnih metabolita biljaka, koji postaju bioloski aktivni nakon
hidrolize. Hidroliti¢ku reakciju katalizuje enzim endogena mirozinaza (B-tioglukozidaza)
ili humana gastro-intestinalna mikrobiota (12-14). Jedan od najpoznatijih predstavnika ove
grupe je SFN, hemijski 1-izotiocianato-4-(metilsulfinil) butan. Biljke iz porodice
Brassicaceae sadrze glukorafanin, koji u procesu hidrolize prelazi u SFN (aglikonski deo
ovog glukozinolata). Proces pretvaranja glukorafanina u SFN je odbrambeni mehanizam



biljke 1 aktivira se kada je biljka izloZena oStecenju na bilo koji na¢in (patogeni organizmi i
infekcije, mehanicko oste¢enje kao Sto su seckanje, zvakanje, itd). Prilikom oStecenja,
oslobada se mirozinaza, enzim koji katalizuje pomenuti hidroliti¢ki proces (15, 16).

SFN se metabolise kroz merkapturni put. Prva faza metabolizma ukljucuje interakciju
reaktivnog elektrofilnog ugljenika iz funkcionalne grupe izotiocijanata (—N=C-S) i
glutationa (GSH) uz pomoc¢ glutation S-transferaze. Dobijeni kompleks SFN-GSH se dalje
metaboliSe enzimima c-glutamiltranspeptidaza, cisteinilglicinaza i N-acetiltransferaza, do
konac¢nog i glavnog metabolita koji se izlu¢uje urinom, SFN-N-acetilcistein (13, 15). SFN
ima brojne pozitivne efekte na organizam. Na primer, pokazuje antiinflamatorne i
antioksidativne karakteristike, kao i potencijal za primenu u terapiji tumora, dijabetesa,
kardiovaskularnih i drugih bolesti u obliku ekstrakta iz semena brokolija standardizovanog
na SFN (17-19). Na trzistu Srbije, dostupan je u Gel32+® preparatu (Alpha Caps GmBH,
Nemacka), preparatu Sulforaphan® (Swanson, Sjedinjenje Americke Drzave, SAD), kao 1
preparatu Bestin® (GEFA Laboratorija, Francuska). Funkcionalna grupa izotiocijanata u
molekulu SFN smatra se klju¢nom farmakoforom putem koje SFN ostvaruje brojne
pozitivne efekte na ljudsko zdravlje (20).

Jedan od glavnih mehanizama kojim SFN ostvaruje zastitne efekte je aktivacija
transkripcionog faktora, nuklearnog eritroidnog faktora-2 (Nrf2) (21, 22) inhibicijom bZIP
proteina. SEN reaguje sa tio grupama bZIP proteina stvarajuéi tionoacil produkte, koji
reaguju sa cisteinskim ostacima Keapl proteina (engl. Kelch-like ECH-associated protein
1) i time sprecavaju poliubikvitinaciju i razgradnju Nrf2 $to dovodi do Nrf2-Keapl-ARE
signalizacije i nukleocitoplazmatske redistribucije Nrf2 (23). Nrf2 ima vaZnu
antiinflamatornu funkciju u brojnim tkivima aktiviranjem enzima Il faze metabolizma i
inhibicijom signalnog puta nuklearnog faktora-kapa B (NF-kB) (22). Stimulacija Nrf2 od
strane SFN dovodi do pojacane ekspresije gena koji kodiraju enzime, kao §to su:
NAD(P)H hinon oksidoreduktaza-1 (NQO1), hem oksigenaza 1 (HO-1), katalaza,
glutamat-cistein ligaza (GCL), glutation-S-transferaza (GST), UDP-
glukuronoziltransferaza (UGT), epoksid hidrolaza i superoksid dismutaza (SOD) koji
imaju vaznu ulogu u prevenciji oksidativnog stresa u organizmu (24). Modulacijom Nrf2
molekularnog puta, 1 posledi¢énom aktivacijom gena ukljucenih u procese antioksidativne
zastite, antiinflamatorne puteve 1 apoptozu, SFN ostvaruje niz korisnih efekata u prevenciji
brojnih patoloskih stanja (25).

1.1.2. Pozitivni efekti primene sulforafana: in vitro, in vivo i klini¢ke
studije

Brojna in vitro i in vivo ispitivanja, kao i klini¢ke studije su sprovedene sa ciljem da se
utvrde pozitivni efekti SFN. U in vitro i in vivo ispitivanjima SFN je primenjivan kao biljni
ekstrakt ili supstanca dobijena hemijskom sintezom, dok se u klinickim ispitivanjima SFN
isklju¢ivo primenjuje u vidu standardizovanog ekstrakta dobijenog iz semena brokolija
(https://www.clinicaltrials.gov/). Nadalje ¢e biti predstavljeni najznacajniji dostupni
literaturni podaci o pozitivnim efektima SFN dobijeni u razli¢itim vrstama ispitivanja.

1.1.2.1. Antitumorski potencijal

Sprovedene in vitro studije ukazale su na potencijal SFN u prevenciji i leCenju bolesti
poput karcinoma pankreasa, dojke, limfoma, hepatocelularnog karcinoma, leukemije i
karcinoma prostate (26). U jednoj od studija, utvrdeno je da SFN obnavlja gubitak
meducelijske komunikacije/signalizacije kroz poveéanje ekspresije koneksina 43 Sto
dovodi do senzibilizacije rezistetnih celija tumora na primenjenu terapiju (27).


https://www.clinicaltrials.gov/

Antiproliferativni efekti SFN na ¢elijama primarnog efuzionog limfoma posredovani su
stimulacijom apoptotske ¢elijske smrti kroz aktivaciju kaspaza. Dodatno, u ovim c¢elijama,
SEN inhibira fosforilaciju p38MAPK i AKT (28). Takode, in vitro studije ukazuju na
potencijal SFN za primenu uz antitumorske lekove i hemioterapiju uopste. Na primer, kod
¢elija malignih tumora uocena je niska hemiosenzitivnost na cisplatin i pojava brojnih
sistemskih nezeljenih efekata usled subdoziranja cisplatina, deaktivacije cisplatina od
strane jedinjenja koje sadrze sumpor, kao i zbog nespecificne distribucije ¢elija tumora po
fazama celijskog ciklusa, S§to znaCajno ograni¢ava primenu cisplatina u terapiji malignih
tumora. Medutim, kombinovana primena cisplatina i SFN, dovela je do znacajnog
smanjenja nivoa glutationa (GSH), parametra oksidativne zastite, u ¢elijama tumora dojke i
posledi¢no, stimulacije apoptoze izazvane osSteCenjem DNK (29). Efekti SFN takode su
ispitani na mati¢nim leukemijskim celijama (LSC) otpornim na imatinib (IM).
Kombinovani tretman IM i SFN povecao je osetljivost CD347/CD38 LSC ¢elija i
indukovao apoptozu, poviSenom ekspresijom kaspaze 3, PARP (poli ADP-riboza
polimeraza 1) i BAX gena koji kodira Bax protein (Bcl-2 pridruzeni X antigen), i
smanjenom ekspresijom Bcl-2 (B-¢elijski limfom 2). Mehanizam kojim je kombinovani
tretman IM 1 SFN povecao osetljivost LSC ¢elija ukljucuje i indukciju intracelijskih
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species, ROS). LSC ¢éelije pokazale su
smanjen nivo ekspresije glutation-S-transferaze pi 1 (GSTP1) i intracelijskog GSH, §to je
povecalo osetljivost na IM 1 SFN (30). Sli¢no tome, SFN i kapsaicin, jedinjenje izolovano
iz ljutih papri¢ica, dovode do smanjenja broja nuklearnih androgenih receptora,
specifiénog antigena prostate, i nivoa Bcl-XL, kao i do inhibicije proliferacije celija
izazvanu androgenom i Tip60 u humanoj LNCaP ¢elijskoj liniji poreklom iz metastatskog
karcinoma prostate. Takode, ova bioaktivna jedinjenja sprecavaju povecanje glikolize,
aktivnost heksokinaze i piruvat kinaze, i smanjuju stabilnost i aktivnost HIF-1a izazvanu
androgenom i Tip60 u LNCaP ¢elijama (31).

Prikazani in vitro rezultati podrzani su sprovedenim in vivo studijama koje su potvrdile
antitumorski potencijal SFN kod tumora dojke, kolona, jednjaka, koze, itd. (32). Castro 1
sar. (2019) pokazali su da SFN inhibira proliferaciju i diferencijaciju mati¢nih celija
odgovornih za razvoj rezistencije na hemioterapiju i radioterapiju na eksperimentalnom
modelu miSeva kod kojih su injektovane ¢elije trostruko negativnog karcinoma dojke (33).
Pored toga, Tsubura i sar. (2011) demonstrirali su efikasnost SFN u leCenju tumora dojke
na animalnom modelu miSeva postizu¢i dozno-zavisnu inhibiciju proliferacije i indukciju
apoptoze tumorskih ¢elija KLP-1, kao 1 smanjenje broja metastaza u limfnim ¢vorovima
(34). Antitumorski efekat SFN u terapiji tumora jednjaka kod pacova, postignut je
inhibicijom proliferacije tumorskih ¢elija 1 stimulacijom apoptoze posredovane kaspazama,
kao 1 inhibicijom autofagije putem aktivacije Nrf2. Medutim, u niskim dozama (5 mg/kg
t.m./dan) SFN je indukovao autofagiju u ¢elijama tumora, odnosno metabolicki proces koji
omogucava celijama karcinoma da se prilagode metabolickom stresu i1 uslovima
nepovoljnim za rast i razvoj, ¢ime je dalje stimulisano prezivljavanje tumorskih ¢elija (35).
Takode, pokazano je da SFN deluje na ¢elije tumora pankreasa, inhibirajuci njihov rast i,
posledi¢no, smanjuju¢i progresiju tumora i povecavajuéi stopu prezivljavanja BALB/c
miseva (transgeni¢nih misSeva sa adenokarcinomom pankreasa) tretiranih SFN tokom 120
dana (36). Medutim, iako je antitumorska aktivnost SFN do sada pokazana u brojnim
istrazivanjima, u studiji sprovedenoj od strane Rai i sar. (2020) pojedina¢na primena SFN
nije dala oCekivane rezultate, ve¢ je znaCajno smanjenje veli¢ine tumora bez ispoljavanja
toksi¢nih efekata uoceno tek pri kombinovanoj primeni paklitaksela i SFN. Ovo ukazuje na
protektivan potencijal SFN kada se primenjuje kao dodatak hemioterapeuticima,
smanjujuéi pojavu Stetnih efekata (37). Pored studija sprovedenih na animalnom modelu
misa, antitumorski potencijal SFN uocen je i na ksenograft modelu zebrica (Danio rerio)



pri ¢emu je pokazana efikasnost SFN u smanjenju rasta glioblastoma, adenokarcinoma
dojke i cervikalnih tumora (38).

Neki od predlozenih antitumorskih mehanizama SFN su inhibicija ¢elijskog ciklusa u G1 i
u G2/M fazi (39). Indukcija apoptoze takode je istaknuta kao vazan mehanizam, pri ¢emu
je utvrdeno da SFN deluje na mitohondrijski (unutras$nji) i receptorski (spoljasnji) put
apoptoze (39, 40). Pored toga, SFN aktivira mitogenom aktivirane proteinske kinaze
(MAPK), fosfatidilinozitol 3-kinazu (PI3K) i proteinsku kinazu C (PKC), kao i posledi¢no
signalne puteve regulisane pomenutim kinazama. Indukcija ovih signalnih puteva dovodi
se u vezu sa antitumorskim svojstvima SFN (14). SFN takode inhibira histon deacetilaze
(HDAC) i topoisomeraze I 1 I, koje igraju klju¢ne uloge u replikaciji DNK molekula (40).
SFN pokazuje 1 snazne antioksidativne karakteristike, odnosno neutralise i vezuje slobodne
radikale kao S§to su superoksidni, peroksidni i hidroksilni radikali (21). Eliminacijom
slobodnih radikala i oskidanata SFN S§titi organizam od oksidativnog stresa, inflamacije, ali
I karcinogena (23).

1.1.2.2. Antidijabetogeno dejstvo

Brojna istrazivanja pokazala su da se SFN moZe koristiti i u prevenciji 1 leCenju
metabolickih bolesti, medu kojima je i dijabetes.

SFN je pokazao pozitivne antidijabetogene efekte povecavajuéi efikasnost apsorpcije
glukoze 1 poboljSavajuci osetljivost HepG2 ¢elija na insulin. Kao $to je ve¢ receno, SFN
dovodi do povecéanja ekspresije antioksidativnih gena regulisanih aktivno$¢u Nrf2 i1 do
smanjenja nakupljanja lipidnih peroksida, MDA i 4-HNE, ¢ime je insulinska rezistencija
izazvana ishranom bogatom mastima redukovana (41). Axelsson i sar. (2017) pokazali su
antidijabetogeno dejstvo SFN in vivo, na miSevima i pacovima. Tretman misSeva i pacova
razli¢itim dozama SFN doveo je do smanjenja proizvodnje glukoze usled translokacije
Nrf2 i inhibicije enzima ukljuc¢enih u proces glukoneogeneze, a potom je ovaj efekat
potvrden 1 u studiji kod ljudi. U sprovedenom istrazivanju antidijabetogeni efekat SFN
uporeden je sa metforminom, lekom prvog izbora za leCenje dijabetesa tipa II, pri cemu
nije uocena znacajna razlika u efikasnosti, iako je postignut efekat bio rezultat razli¢itog
mehanizma delovanja (42). Pored potencijala u le€enju dijabetesa, istraZzivanja pokazuju da
SFN moze prevenirati 1 razvoj makrovaskularnih komplikacija dijabetesa. Zastita od
razvoja retinopatije, nefropatije i kardiovaskularnih bolesti ogleda se u aktivaciji Nrf2, §to
doprinosi povecanju antioksidativnog kapaciteta somatskih celija usled pojaCane sinteze
HO1, NQO1, GSH, SOD i KAT (43-45). Osim toga, SFN smanjuje nivo proinflamatornih
citokina (TNFa, IL-1b, IL-6) S$to doprinosi prevenciji dijabeticke retinopatije (44).
Aktivacija Nrf2 signalnog puta indukuje apoptozu i feroptozu, sprecavajuéi tako
napredovanje dijabeticke kardiomiopatije (45). Na isti nacin, SFN ostvaruje 1 zaStitni
efekat na bubrege sprecavajuci razvoj nefropatije (43).

1.1.2.3. Kardioprotektivno dejstvo

U brojnim in vitro i in vivo istrazivanjima primeceno je da koris¢enje fitohemikalija poput
SFN moze imati znacajnu ulogu u prevenciji kardiovaskularnih bolesti. Poletto Bonetto i
sar. (2022) pokazali su da SFN ostvaruje kardioprotektivan efekat smanjenjem ekspresije
rianodinskog receptora (Ryr), $to dovodi do modulacije kontrakcije miokarda i boljeg
iskoriS¢avanja kalcijuma kod pacova sa sr€anom ishemijom (46). Jayakumar i sar. (2013)
ukazali su na profilakticki potencijal SFN u akutnoj plu¢noj tromboemboliji in vivo, na
modelu miseva. SFN je delovao protektivno aktiviranjem adenilat ciklaze, §to je rezultiralo
povecanjem nivoa cAMP (cikli¢ni adenozin monofosfat) i naknadnom inhibicijom



signalnih puteva ukljucenih u procese agregacije trombocita §to je potvrdeno u ex vivo
studiji (47). U istrazivanju sprovedenom od strane Zhang i sar. (2022), SFN je poboljsao
sr¢anu funkciju i1 prezivljavanje kardiomiocita kod miSeva sa indukovanom sréanom
ishemijom. Kardioprotektivni efekat postignut je inhibicijom ekspresije CAMK2D gena
odgovornog za sintezu CaMKI16 proteina (kalcijum/kalmodulin zavisna proteinska kinaza
IT), ¢ija smanjena aktivnost Stiti srce od ishemijskih dogadaja. Takode, kod SFN tretiranih
zivotinja uocCena je indukcija gena koji kodira CaMKIIN2 (kalcijum/kalmodulin zavisna
proteinska kinaza I N2) protein, a ¢ija je uloga dalja inhibicija CaMKIIS (48).

Dodatno, SFN ostvaruje kardioprotektivna dejstva, preveniraju¢i hipertenziju,
aterosklerozu i poremecaje na nivou ishemijsko-reperfuzione mikrocirkulacije (I/R) (13)
Sto je pokazano U in vitro i in vivo studijama, a neophodno je dalje potvrditi kod ljudi kroz
klinicke studije. Mehanisticki, aktivacija signalnog puta Nrf2 i posledi¢no suprimiranje
inflamacije i modulacija metabolizma lipida igraju klju¢nu ulogu u SFN-posredovanoj
zastiti kardiovaskularnog sistema (48). Ovaj izotiocijanat poveca lipolizu i1 sprecava
diferencijaciju adipocita, pri ¢emu inhibira ekspresiju transkripcionih faktora PPARYy
(receptor aktiviran proliferatorom peroksizoma gama) i C/EBPa (protein koji se vezuje za
pojaciva¢ CCAAT), uklju€enih u regulaciju diferencijacije adipocita i akumulacije masti,
zahvaljuju¢i ¢emu je inhibicija sinteze triacilglicerida smanjena, a time i mogucnost
formiranja aterosklerotskih plakova (49, 50). Dodatno, dejstvom na lipolizu i sprecavanjem
akumulacije masti, SFN ostvaruje pozitivne metabolicke efekte, i posledi¢no kako
antidijabetogeno, tako i1 kardioprotektivno dejstvo. Mehanisti¢ki, SFN aktivira hormon-
senzitivnu lipazu i stimuliSe diferencijaciju belih adipocita u smede masno tkivo. Rezultati
sugeriSu da SFN moze izazvati lipofagiju putem AMPK-mTOR-ULKI1 signalnog puta, §to
dovodi do parcijalne lipolize adipocita (51), ¢ime je kardiovaskularni sistem zasti¢en od
razvoja dijabeticke kardiomiopatije (52).

1.1.2.4. Neuroprotektivno dejstvo

Neuroprotektivno dejstvo SFN uoceno u in vitro, in vivo i klini¢kim studijama ukazuje na
mogudi terapijski potencijal SFN u lecenju neurodegenerativnih bolesti kao Sto su
Alchajmerova i Parkinsonova bolest (53).

Bahn i sar. (2019) ispitivali su vezu izmedu Nrf2 i Alchajmerove bolesti, in vitro i in vivo,
pri ¢emu su humane ¢elije neuroblastoma, SH-SY5Y, tretirane sa 1 uM SFN. U tretiranim
¢elijskim kulturama, SFN je doveo do hiperprodukcije Nrf2 1 smanjenja transkripcije
memapsin 2 enzima (BACE1l) i BACE1-AS transkripta, koji su ukljufeni u procese
amiloidogeneze (54). S druge strane, Zhang 1 sar. (2015) ukazali su na mogucnost
koriS¢enja SFN u terapiji Alchajmerove bolesti, kori§¢enjem animalnog modela. MiSevi
oboleli od Alchajmerove bolesti tretirani su SFN pri ¢emu je pokazan neuroprotektivni
efekat ovog imunomodulatora. Oni su utvrdili da SFN S§titi mozak od taloZenja amiloida 3
(AP), odgovornog za degeneraciju neurona i sinapsi, obnavlja endogene antioksidanse u
mozgu i regulise aktivnost glutation peroksidaze (GPX) koja je smanjena u Alchajmerovoj
bolesti. U ovoj studiji je takode, uocen anksioliticki potencijal SFN, buduc¢i da je doprineo
povecanju aktivnosti obolelih miseva (55). Pored toga, SFN poboljsava kogniciju kod
miseva sa Alchajmerovom bolesti, te smanjuje nivo AB-oligomera, kada se primeni u fazi
bolesti u kojoj je funkcija nerava minimalno oStecena, tj. na pocetku atipicne formacije
ApB-oligomera, §to je potvrdeno i u in vitro studiji (56). Pretpostavljeni mehanizam kojim
SFN dovodi do poboljsanja kognicije jeste aktiviranje Nrf2, i posledi¢no povecanje
antioksidativne zaStite, kao i smanjenje AP proteina i fosforilacije tau proteina u
hipokampusu (57). Moguénost koriS¢enja SFN u Alchajmerovoj bolesti prikazana je i u
klinickoj studiji koju su sproveli Lee i sar. (2023). Prilikom oralne primene SFN u



dnevnim dozama od 10 do 50 mg/kg uoceno je smanjeno oSteCenje pamcenja
karakteristicno za Alchajmerovu bolest, kao 1 nizi nivoi tau proteina, fosforiliranog tau
proteina i AP proteina, glavnih patofizioloskih faktora ove bolesti. SEN inhibira njihovu
sintezu 1 stimuliSe degradaciju kroz povecanje aktivnosti proteina toplotnog Soka 70,
HSP70, i intereagujuceg proteina C-terminusa HSP70 (59).

SFN pokazuje terapijski potencijal i kod Parkinsonove bolesti. Njegova primena sprecila je
degeneraciju dopaminergic¢kih neurona, §to je rezultiralo poboljSanjem oste¢ene motoricke
funkcije, koordinacije i ravnoteze. Ovaj efekat postignut je povecanjem antioksidativnog
potencijala u substanciji nigri i inhibicijom apoptoze nervnih ¢elija (58-60). Inhibicija
apoptoze postignuta je smanjenjem fragmentacije DNK i aktivnosti kaspaze-3 (59), dok je
poboljsanje antioksidativne zaStite u mozgu ostvareno aktiviranjem Nrf2 i1 povecanjem
transkripcije 1 sinteze antioksidativnih enzima HO-1 i NQO1, kao i uticajem na
metabolizam glutationa (59, 60). Drugim re¢ima, u slucaju Parkinsonove bolesti, SFN
ostvaruje zaStitni efekat smanjenjem oksidativnog stresa u nervnim celijama, i to putem
regulacije  Nrf2-ARE puta koji dovodi do reverzibilnog poveéanja ekspresije
antioksidativnih enzima HO-1 i NQO-1 (61).

Yoo i sar. (2019) i Li i sar. (2013) sproveli su studije na miSevima kojima je indukovan
eksperimenalni autoimunski encefalomijelitis pri ¢emu je uo¢ena moguénost kori$¢enja
SFN kao adjuvantne terapije za multiplu sklerozu. Antioksidativni i antiinflamatorni
potencijal SFN moZe biti od znacaja u terapiji buduc¢i da je multipla skleroza pracena
imunski-posredovanom demijelinizacijom neurona u mozgu, ki¢menoj mozdini i optickom
nervu. Antioksidativni efekat postize se, ponovo, aktivacijom Nrf2 i poslediénim
povecanjem sinteze i aktivnosti antioksidativnih enzima. Pored toga, SFN smanjuje broj
antigen specifiénih Th17 ¢elija, klju¢nih za razvoj autoimunske encefalopatije. Takode,
SFN poboljsava integritet krvno-mozdane barijere inhibiranjem oksidativnog stresa,
smanjenjem ekspresije matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9), ¢ime su nivoi proteina
klaudin-5 i1 okludin koji igraju jednu od kljuénih uloga za odrzavanje integriteta krvno-
mozdane barijere ouvani (62, 63).

Pored toga, primena SFN dovela je do poboljSanja ponasanja sli¢nog depresiji kod pacova
deluyju¢éi na metabolizam serotonina 1 inhibirajuéi njegovo preuzimanje od strane
presinaptickih nervnih zavrSetaka (64).

1.1.3. Toksi¢nost

Toksikoloski profil SFN je za sada nedovoljno ispitan, ali dostupne studije ukazuju da
moze imati potencijal za izazvanje brojnih Stetnih efekata. Na primer, in silico ispitivanje
otkrilo je hepatotoksi¢ni potencijal SFN, zatim moguénost za izazivanje Stetnih efekata na
kozi, kao 1 mutageni potencijal na osnovu hemijske strukture i interakcije sa genima (65).
Takode, u studiji na miSevima pracen je efekat visokih doza na pojavu toksi¢nih efekata,
pri ¢emu je pokazano da primena 150-300 mg/kg t.m./dan hemijski dobijenog D,L-SFN
indukuje sedaciju, hipotermiju, poremecaje motorne koordinacije 1 dovodi do smanjenja
snage skeletnih misi¢a (66). Dodatno, modifikovanjem aktivnosti Nrf2 signalnog puta,
SEN moze uticati na funkciju tiroidne zlezde i remetiti sintezu tiroidnih hormona (67).
Vazno je napomenuti da su dokazi o potencijalnoj toksi¢nosti SFN, uglavnom zasnovani
na in silico studijama koje pruzaju dragocene uvide u mehanizme koji stoje iza efekata
SFN, ali su njihovi nalazi ograniCeni i treba ih potvrditi daljim istraZivanjima i
eksperimentalnom validacijom.



1.2. Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Novi pristup u terapiji malignih oboljenja je upotreba specifi¢nih formi bakterija koje bi
mogle da prevazidu ogranicenja konvencionalnih terapija koje se koriste u leCenju
malignih oboljenja kao §to su hemio- i radioterapija (68, 69). Poznato je da bakterije
ispoljavaju antitumorske efekte aktiviranjem imunskog odgovora posredstvom razlicitih
mehanizama, kao na primer povecanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i time inflamatornog
odgovora ili stimulaciju efektorskih T-¢elija koje imaju antitumorsku aktivnost (70).
Studije su pokazale da odredeni sojevi bakterija poput Salmonella typhimurium,
Streptococcus pyogenes i Pseudomonas aeruginosa imaju visok antitumorski potencijal
(71). Upotreba specificnih formi bakterija u leCenju razli¢itih vrsta tumora pokazuje
obecavajuce rezultate. Osim toga, mali broj prate¢ih nezeljenih efekata na zdrave celije,
daje dodatnu prednost upotrebi bakterija kao adjuvantnih agenasa (72). RazliCite vrste
zivih inaktivisanih bakterija, genetski modifikovane bakterije, kao i bakterijski metaboliti
koriS¢eni su sa ciljem zaustavljanja rasta i razvoja tumorskih ¢elija (72, 73). Takode, spore
anaerobnih bakterija iskori$¢ene su za sintezu, razvoj i proizvodnju antitumorskih agenasa,
ali 1 kao nosaci za isporuku lekova do tumorskih tkiva (73). Bakterijske spore ispoljavaju
antitumorski potencijal u kontaktu sa hipoksijom-izazvanim nekroti¢nim tkivom, gde dalje
klijaju 1 razmnoZavaju se. Sredinom 20. veka, istraziva¢i su pokazali da genetski
modifikovane bakterije selektivno deluju na tumore i uticu na ekspresiju enzima ukljucenih
u proces apoptoze u tumorskim celijama (74). Do sada, najviSe proucavani bioloski
modifikovani sojevi bakterija su Salmonela, Clostridium i Listeria. Ipak, sve veci broj
modifikovanih bakterija ispituje se zbog njihovog antitumorskog potencijala, medu kojima
je 1 Pseudomonas aeruginosa (75).

1.2.1. Nacin dobijanja i primena

Pseudomonas aeruginosa je gram-negativna, acrobna bakterija koja moze izazvati ozbiljne
infekcije kod pacijenata sa oslabljenim imunskim sistemom (76). lako se Pseudomonas
aeruginosa klasifikuje kao aerobna bakterija, ona zapravo funkcionise kao fakultativna
anaerobna bakterija, sposobna za prezZivljavanje i proizvodnju energije i u uslovima
smanjenog prisustva kiseonika koriS¢enjem alternativnih akceptora elektrona poput nitrata
(NO*), nitrita (NO?%), i azot-(I)-oksida (N20) (77). Dok je ziv oblik Pseudomonas
aeruginosa visoko virulentan i moze izazvati fatalne infekcije kod ljudi, inaktivisan oblik
Pseudomonas aeruginosa, koji je dodatno genetski modifikovan kao i njen toksin,
egzotoksin A, pokazuju imunomodulirajucu i citotoksi¢nu antitumorsku aktivnost (78-80).
Genetski modifikovani podtip bakterije, Pseudomonas aeruginosa sa eksprimiranim
manoza  osetljivim  hemaglutininskim  fimbrijama (engl. Mannose  Sensitive
Hemagglutination, MSHA\), predstavlja soj bakterije umrtvljen na temperaturi od 65 °C, a
potom koriS¢enjem bioloSkog inZenjeringa oblozen krhkim i pravim manoza osetljivim
hemaglutininskim fimbrijama (81). PovrSinski sloj MSHA smanjuje toksi¢ni potencijal
Pseudomonas aeruginosa i to tako Sto onemogucava eksprimiranje Stetnih faktora
virulencije na povrSini bakterije (82). In vivo i klini¢ki podaci pokazuju da PA-MSHA
moze stimulisati imunski odgovor putem TLR4 signalnog puta (engl. Toll-like receptor 4
signaling) i tako spreciti nastanak sepse nakon hirur§kog zahvata. PA-MSHA stimulise
oslobadanje proinflamatornih citokina (TNFa, IL-1p i IL-6) 8 dana nakon intervencije, ali
povecéava i sekreciju antiinflamatorne citokina (IL-4 i IL-10) nakon 16 dana, balansirajuci
tako aktivnost imunskog odgovora u cilju prevencije infekcija (78, 83). PA-MSHA
odobrena je kao komplementarna antitumorska terapija jo§ 1998. godine u Kini
zahvaljuju¢i pokazanim imunomoduliSu¢im 1 antitumorskim karakteristikama. Ova
komplementarna terapija ima za cilj stimulaciju imunoloskog odgovora pacijenata 1 time



poboljSanje leCenja malignih tumora kao S$to su karcinom dojke, zeluca, beSike,
hepatocelularni i kolorektalni karcinom (71, 84, 85).

PA-MSHA pokazuje pozitivne antitumorske efekte kod brojnih tumora i to intereagujuci sa
imunskim sistemom na razli¢ite nacine: indukcijom M1 polarizacije makrofaga,
stimulacijom Thl imunskog odgovora i povecanjem sekrecije IFNy, uz modulaciju
sekrecije interleukina-10 (1L-10) i interleukina-4 (1L-4) (86, 87).

U ovoj doktorskoj disertaciji kori§¢en je termin inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa koji se odnosi na PA-MSHA u cilju lakSeg pracenja rezultata i diskusije.

1.2.2. Antitumorski potencijal

1.2.2.1. In vitro studije

Sve vise podataka ukazuje da PA-MSHA moze inhibirati rast ¢elija tumora i indukovati
apoptozu c¢elija U in vitro okruzenju, s tim da literaturni podaci pokazuju inhibiciju rasta
¢elija u opsegu od 11% do 26%, Sto se prema nekim autorima ne moze smatrati
citotoksi¢nim efektima. Na primer, Zhao i sar. (2016) su pokazali da PA-MSHA moze
izazvati apoptozu i zaustaviti Celijski ciklus u razli¢itim ¢elijama krupnocelijskog
karcinoma pluc¢a (PC-9, A549 i NCI-H1975) na vremenski i dozno-zavisni nacin. Kao
najosetljivija ¢elijska linija izdvojila se NCI-H1975 sa 1C50 od 0,140 x 10%ml nakon 72
sata, dok je u ¢éelijama A549 IC50 nakon 72 sata iznosio 0,922 x 10%ml. Osim toga,
pokazano je da PA-MSHA stimuli$e unutrasnji apoptotski put povecavajuci nivo aktivne
kaspaze 3 i kaspaze 9 u celijama tretiranim PA-MSHA (71). Dodatno, pokazano je da
kombinacija PA-MSHA sa gefitinibom ispoljava ja¢i apoptotski potencijal prema
karcinomu pluéa, in vitro i in vivo, nego svaki od agenasa pojedina¢no. Takode,
kombinacija PA-MSHA i gefitiniba dovodi do povecanog aktiviranja kaspaze-3 i kaspaze-
9, kao i inhibicije EGFR-zavisne aktivacije AKT/ERK signalnog puta uklju¢enog u
prezivljavanje tumorskih ¢elija (88).

PA-MSHA inhibira proliferaciju humanih ¢elijskih linija karcinoma dojke i stimuliSe
njihovu apoptozu. Proto¢nom citometrijom utvrdeno je da PA-MSHA dovodi do zastoja
¢elijskog ciklusa u GO/G1 fazi, sprecavajuci proliferaciju tumorskih ¢elija dojke. Dodatno,
povecan nivo aktiviranih kaspaza 3, 8, 9 1 proteina Fas ukazao je na veci stepen apoptoze
tumorskih celija tretiranth PA-MSHA u poredenju sa kontrolnom grupom (89). Takode,
uoceno je 1 da PA-MSHA pokazuje antitumorski potencijal prema ¢elijama rezistentnim na
doksorubicin, MCF-7/ADR, ali ne i na ¢elijama osetljivim na pomenuti citostatik, nakon
12 1 48 sati. Osnovni mehanizam se moZze bar delimi¢no objasniti snizenom ekspresijom
Nrf2/p62 (90).

Yin i sar. (2016) tretirali su ¢elijske linije humanog karcinoma grli¢a materice PA-MSHA
tokom 24, 48 1 72 h. Inhibicija rasta celija bila je najizrazenija nakon 72 sata, dok je
antitumorski potencijal PA-MSHA primeéen pri svim ispitivanim dozama (0,15 x 10°%/ml,
0,3 x 10%ml i 0,6 x 10%ml) , pri ¢emu je najjaéi citotoksi¢ni potencijal uoen kod ¢elija
izlozenih najvisoj dozi PA-MSHA (0,6 x 10%ml) (91). Sliéni rezultati videni su i na
¢elijama karcinoma beSike; PA-MSHA je indukovao dozno-zavisnu inhibiciju rasta
tumorskih celija, stimulacijom ekspresije kaspaza 8 1 9, kao i proteina Fas. Takode, u
¢elijama tretiranim PA-MSHA uoceno je smanjenje aktivnosti PI3K/AKT signalnog puta
(92).



PA-MSHA zaustavlja deobu ¢elija hepatocelularnog karcinoma u S fazi ¢elijskog ciklusa i,
na taj naCin, stimuliSe njihovu apoptozu. Ovaj efekat je posredovan manoznim ostacima na
bakterijskoj povrSini, koji direktno aktiviraju kaspazu-8 1 receptorski (spoljasnji)
apoptotski put (93). Pored toga, PA-MSHA smanjuje transkripciju gena odgovornog za
sintezu PD-L1 i time smanjuje njegovu ekspresiju na ¢elijama hepatocelularnog karcinoma
(94). PD-L1 se vezuje za svoj receptor PD-1 na povrsini T-efektorskih ¢elija, Sto zaustavlja
aktivaciju T ¢elija i inhibira imunski odgovor. Drugim rec¢ima, eksprimiraju¢i PD-L1 na
svojoj povrsini tumorske ¢elije ga koriste kao strategiju da izbegnu imunoloski odgovor
domacina (95). Takode, antitumorski efekti PA-MSHA mogu se povezati s aktivacijom
¢elija imunskog sistema, pre svega prirodnih ¢elija ubica stimulisanih citokinima (CIK), i
smanjenjem ekspresije inhibitornih molekula na povrsini ¢elija, pre svega PD-1 i CTLA-4
(96). PA-MSHA promoviSe diferencijaciju/sazrevanje dendritskih ¢elija posredstvom TLR
I time aktivira Thl-imunski odgovor, §to dovodi do poveéane sekrecije IFNy, i smanjene
sekrecije imunoregulatornih citokina, IL-10 i IL-4. VaZno je napomenuti da je ovaj efekat
primeéen samo u dozi do 1,15 x 10° ml™%, dok su vise doze izazvale smanjenu aktivnost
dendritskih c¢elija (97). Na osnovu prethodno pomenutih in vitro rezultata, moze se
pretpostaviti da PA-MSHA doprinosi antitumorskom efektu kroz: 1) stimulaciju apoptoze
tumorskih celija; 2) aktivaciju imunskih celija 1 stimulaciju citotoksi¢nog imunskog
odgovora.

1.2.2.2. In vivo studije

Antitumorska svojstva PA-MSHA pokazana su u brojnim in vivo studijama (98, 99). Na
primer, subkutana primena PA-MSHA (2,2 x 10 ¢elija/ml) tokom 45 dana smanjuje rast i
razvoj malignih tumora dojke sa pojacanom ekspresijom EGFR (99). Sli¢no tome, u studiji
na miSjem modelu adenokarcinoma pankreasa sa pojacanom ekspresijom EGFR,
subkutana primena PA-MSHA (2,2 x 10'%ml) u kombinaciji sa paklitakselom (10 mg/kg,
2 puta nedeljno, tokom 7 nedelja) dovela je do apoptoze tumorskih Celija i inhibicije rasta i
razvoja tumora (100).

Ova bakterija inhibirala je rast tumora, smanjila invazivnost i podstakla apoptozu
tumorskih celija, pretezno putem aktivacije transkripcionog faktora NF-kB, neophodnog za
sintezu proteina ukljuCenih u Celijski ciklus ¢elija tumora. PA-MSHA stimuliSe M1
polarizaciju makrofaga. Makrofagi se kategorizuju u dva fenotipa: M1, proinflamatorni
makrofagi sa antitumorskim karakteristikama, i M2 makrofagi, koji stimuli$u angiogenezu
i rast tumora. Stoga, povecanjem odnosa M1 prema M2 makrofagama, PA-MSHA
stimuliSe imunski odgovor u tumorskoj mikrosredini 1 time smanjuje veli¢inu tumora (101,
102). Takode, istrazivanja na modelu miseva kojima su injektovane tumorske celije,
pokazala su da PA-MSHA dovodi do povecanja broja efektorskih T c¢elija i nivoa
proinflamatornih citokina, poput IFNy 1 TNFa, u serumu, ¢ime ostvaruje antitumorske
efekte (103). Sli¢no tome, u studiji sprovedenoj od strane Hung i sar. (2022), PA-MSHA u
kombinaciji sa anti-PD1-antitelom, suzbija rast tumora i produzava prezivljavanje miseva
u eksperimentalno indukovanom tumoru posredstvom imunskog sistema (101). Jo§ jedan
antitumorski mehanizam PA-MSHA ukljucuje inhibiciju EGFR signalnog puta i
posledi¢nu aktivaciju apoptotskog procesa. Vazno je napomenuti da je PA-MSHA
indukovao apoptozu samo tumorskih ¢elija dok su zdrave Celije urotela (epitela prelaznog
tipa koji oblaZze urinarni trakt) ostale intaktne Sto ukazuje na potencijalno selektivno
dejstvo PA-MSHA usmereno na tumorske ¢elije (104).

Zhang i sar. (2022) su pokazali efikasnost PA-MSHA u lec¢enju kolorektalnog karcinoma
rezistentnog na cetuksimab i to spre€avanjem Sirenja metastaza tumora, kao i indukcijom
apoptoze tumorskih ¢elija putem signalnog puta miR-7-5p/Akt/Wnt-B-catenin, koji je



suprimiran kod tumorskih ¢elija rezistentnih na cetuksimab. PA-MSHA tretman stimuliSe
ekspresiju miR-7-5p, inhibira Akt sintezu, inaktivira Wnt-B-katenin signalni put i kona¢no,
stimuliSe apoptozu (82).

Cheng i sar. (2016) su pokazali da PA-MSHA-indukovana apoptoza tumora pankreasa
zavisi od inhibicije EGFR signalnog puta. U ksenograftskom modelu adenokarcinoma
pankreasa, miSevi su tretirani sa subkutanom injekcijom PA-MSHA (2 x 10'%ml), 0,1 ml
dnevno, ili kombinacijom PA-MSHA i Nab-paklitaksela (10 mg/kg, dva puta nedeljno)
tokom 7 nedelja. Po zavrSetku tretmana utvrdeno je da PA-MSHA dovodi do smanjenja
zapremine tumora, aktivacije kaspaze-3 i posledicno apoptoze, samostalno ili u
kombinaciji sa Nab-paklitakselom. Pored toga, PA-MSHA inhibira EGFR signalni put na
dozno-zavisni na¢in (100). Opisani su i drugi mehanizmi apoptoze tumorskih celija
izazvane od strane PA-MSHA. Na primer, Xu i sar. (2014) su objasnili da PA-MSHA
moze stimulisati stres endoplazmatskog retikuluma (ER) i time aktivirati apoptotski proces
(84). Medutim, neki dokazi ukazuju da stres ER doprinosi rastu i razvoju tumora kroz
indukciju autofagije. Autofagija predstavlja metaboli¢ki proces koji pomaze celijama
tumora u kasnim fazama razvoja da prezive u uslovima poviSenog stresa, kao Sto je
tumorsko okruZenje koje je deficitarno nutritijentima (105). Stoga su, Xu 1 kolege tretirali
zivotinje obolele od tumora kombinacijom PA-MSHA i inhibitorom autofagije, Sto je
dovelo do smanjenja veli¢ine tumora i boljeg ukupnog prezivljavanja tretiranih Zivotinja

(84).

Kao §to je ve¢ pomenuto, antitumorski efekat PA-MSHA zavisi od aplikovane doze.
Tretman 108 ¢elije/ml PA-MSHA jednom nedeljno tokom 3 nedelje dovodi do efikasnijeg
suzbijanja rasta tumora i produzava vreme prezivljavanja miSeva sa tumorom pluca u
odnosu na nize doze (97). Medutim, Wang 1 sar. (2022) su pokazali da PA-MSHA moze
stimulisati imunski odgovor i inhibirati imunosupresivne molekule i kod misSeva koji
nemaju tumor dok su misevi sa tumorom, tretirani PA-MSHA pokazali povecanu
ekspresiju PD-L1 proteina na efektorskim ¢elijama, $to je rezultiralo neuspehom u le¢enju.
Stoga je, odrZzavanje ravnoteze izmedu adaptivnog i urodenog imunskog odgovora kljucno
za uspesno lecenje tumora PA-MSHA (106).

Studije na zivotinjama pokazale su obecavajuée rezultate u vezi sa upotrebom PA-MSHA
u le¢enju razlicitih vrsta malignih oboljenja, poput karcinoma pluca, besike, dojke, kolona,
zeluca, pankreasa i hepatocelularnog karcinoma (98-106). Utvrdeno je da je PA-MSHA
efikasan u inhibiciji rasta tumora i produZenju prezivljavanja Zivotinja, sa ograni¢enim
podacima o njegovom toksi¢nom potencijalu. Dostupni podaci ukazuju da PA-MSHA
poseduje pazljivo izbalansirane imunomodulatorne karakteristike (97, 101-103). Medutim,
nekoliko aspekata njegovog mehanizma delovanja jo§ uvek ostaje nerazjasnjeno, kao na
primer, da li trenutni status imunskog sistema utice na efekte PA-MSHA in vivo. Potrebna
su dalja istrazivanja s ciljem ispitivanja potencijalnih pozitivnih i negativnih efekata PA-
MSHA.

1.2.2.3. Klinicke studije

Sliéno rezultatima dobijenim u sprovedenim in vivo studijama, primena PA-MSHA kod
ljudi dovodi do modulacije imunskog odgovora domacina kroz interakciju sa T-celijskim
odgovorom, stimuliSe diferencijaciju dendriticnih ¢elija 1 povecava polarizaciju
proinflamatornih M1 makrofaga (107). Prvi klini¢ki podaci prijavljeni su jo§ 1999. godine
kada su Li i sar. (1999) tretirali pacijente sa karcinomom plu¢a, sa PA-MSHA u
kombinaciji sa hemioterapijom tokom 10 nedelja pri ¢emu je uoceno da primena PA-
MSHA smanjuje stopu infekcija u poredenju sa kontrolnom grupom (15,91% naspram
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40%) 1 poboljsava funkciju imunskog sistema. Naime, kod pacijenata tretiranih PA-MSHA
bio je veci broj urodenoubilackih (engl. Natural Killer, NK) ¢elija i izmereni su visi nivoi
proinflamatornog IL-2, kao i vi$i odnos CD4/CDS8 efektorskih T-¢elija u poredenju sa
kontrolnom grupom (108). Ista istrazivacka grupa sprovela je jo$ jedno klinicko ispitivanje
u kom je dodatak PA-MSHA poboljsao efikasnost hemioterapije sa 69,77% na 95,56% kod
pacijenata sa malignim limfomom i sa 42,22% na 59,09% kod pacijenata sa karcinomom
pluca (109). PA-MSHA pokazao je pozitivne antitumorske efekte kod pacijenata sa
karcinomom dojke tretiranih TAC (docetaxel, doxorubicin i ciklofosfamid) protokolom.
Nakon dva ciklusa hemioterapije, kod pacijenata koji su primali PA-MSHA uoceno je
znacajno smanjenje veli¢ine tumora, ¢ime je omogucena resekcija hirurSkim putem (110).
Takode, pacijenti oboleli od metastatskog HER-2 negativnog karcinoma dojke, tretirani
kombinacijom kapecitabina i PA-MSHA imali su duze vreme prezivljavanja bez progresije
bolesti i duze ukupno prezivljavanje. Osim toga, istrazivaci su primetili da su umereni
nezeljeni imunski dogadaji kao Sto su groznica ili induracija koze na mestu injekcije bili u
vezi sa boljim ishodom tretmana, $to ukazuje na dozno-zavisne efekte PA-MSHA (111).
Gong 1 sar. (2023) sproveli su skorasnju studiju u kojoj je 75 pacijenata sa HER-2
negativnim karcinomom dojke tretirano paklitakselom i karboplatinom sa ili bez PA-
MSHA. Uoceno je da dodatak PA-MSHA neoadjuvantnoj hemioterapiji poboljsava
klini¢ki odgovor pacijenata sa malignim tumorom modulisu¢i imunski odgovor domacina.
Pacijenti kod kojih je primenjena PA-MSHA imali su visi nivo IFNy i procenat efektorskih
T-Celija u krvi, kao i CD8*/CD4" T-¢elija, CD8"CD28" T-lelija, i NK celija. Pored toga,
detektovan je sniZzen nivo IL-4 u serumu, Sto sve ukazuje na aktivaciju imunskog sistema
posredovanu primenjenom terapijom. Bolji odgovor na primenjeni tretman uocen je kod
pacijenata sa izrazenim neZeljenim imunskim dogadajima Sto ukazuje na klju¢nu ulogu
imunskog sistema stimulisanog od strane PA-MSHA u le¢enju malignih oboljenja (85).

Na kraju, Zhang i sar. (2017) sproveli su klinicko istrazivanje koje je ukljucilo 20
pacijenata sa karcinomom pluca, jajnika, kolona, rektuma i jednjaka. Pacijenti su podeljeni
u 2 grupe, pri ¢emu je prva primala hemioterapiju plus CIK ¢elije dobijene iz mati¢ne krvi
pacijenta, dok je druga primala hemioterapiju plus CIK celije tretirane PA-MSHA.
Prime¢eno je da PA-MSHA stimuliSe proliferaciju CIK ¢elija i smanjuje ekspresiju
povrsinskih inhibicionih markera, kao §to su Tim-3 i PD-1. Osim toga, CIK ¢elije tretirane
PA-MSHA luce vise proinflamatornih citokina poput IFNy, Sto ukazuje na jacu aktivaciju
imunskog sistema (112).

1.2.3. Toksi¢nost

lako detaljne toksikoloSke studije jo$ uvek nisu sprovedene ili rezultati nisu dostupni,
podaci dobijeni u in vivo i klinickim studijama ukazuju na dobar sigurnosni profil
inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa. PA-MSHA moze izazvati ne-hematoloske
nuspojave kao Sto su iritacija koze u 44,3% pacijenata, sindrom Saka-stopalo (crvenilo,
oticanje, bol i pukotine na dlanovima i tabanima) u 32%, groznicu kod 29,9%, kao i osip
kod 5,2% pacijenata obolelih od HER-2-negativnog metastatskog karcinoma dojke kada se
koristi u kombinaciji sa taksolom. Stavise, PA-MSHA je izazvao blagu do umerenu
hematolosku toksicnost, dok se kod 5% pacijenata javio tezak oblik neutropenije,
leukopenije i trombocitopenije (111). Gong i sar. (2023) opisali su iste nuspojave kod
pacijenata obolelih od malignih bolesti, pri cemu su naj¢esci nezeljeni efekti bili blago do
umereno oste¢enje koze na mestu primene injekcije, osip 1 groznica. Medutim, kod 64,9%
pacijenata prijavljen je bar jedan nezeljeni efekat stepena 3 ili 4 (tezina nezeljenih efekata
opisana je skalom od 1 do 4). Najces¢i ozbiljni nezeljeni efekti bili su neutropenija i
leukopenija, koje su se javile kod 59,5% i 4,5% pacijenata, respektivno. Pored
hematoloske toksi¢nosti, primec¢ena je ozbiljna periferna neuropatija kod 5,4% tretiranih
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pacijenata. Medutim, vazno je napomenuti i da je ozbiljnost pomenutih Stetnih efekata
pozitivno korelirala s ishodom terapije, potvrdujuci ulogu imunskog sistema u regresiji
malignih tumora (85). Sve prijavljene nuspojave povezane su s oslobadanjem
proinflamatornih citokina, uglavnom IFNy, i stimulacijom imunskog sistema (113). S
druge strane, Chen i sar. (2009) pokazalu su da PA-MSHA smanjuje ucestalost i ozbiljnost
nezeljenih efekata kao Sto su edemi, nekroza koznog reznja i infekcije, kod pacijenata
obolelih od karcinoma dojke, a kod kojih se primenjuje TAC protokol (110), ukazujuéi na
potrebu za dodatnim razumevanjem toksi¢nog potencijala PA-MSHA kroz in silico, in
vitro i in vivo ispitivanje toksi¢nosti.

Inaktivisana bakterija moze biti koristan adjuvantni/komplementarni agens hemioterapiji,
zahvaljujuc¢i dozno-zavisnom uticaju na inhibiciju rasta i razvoja razliCitih vrsta tumora,
poput limfoma, karcinoma pluéa i dojke. Inhibicija ¢elijskog ciklusa, indukcija apoptoze i
aktivacija imunskog sistema predloZeni su kao osnovni mehanizmi antitumorskog dejstva
PA-MSHA. Medutim, neophodna je evaluacija njenog bezbednosnog profila kroz in vitro i
in vivo istrazivanja kako bi se objasnio odnos koristi i rizika primene PA-MSHA kod
pacijenata obolelih od malignih bolesti.

1.3. Kombinovana primena imunomodulatora

Za sada u dostupnioj literaturi nema podataka o kombinovanoj primeni imunomodulatora
SFN i inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa. Brojna istrazivanja pokazala su da
su SFN i PA-MSHA prepoznati kao imunomodulatori sa potencijalnom da pokrenu ili
zaustave imunski odgovor. Dijetetski suplementi sa ekstraktom semena brokolija
standardizovani na SFN §iroko su dostupni u praksi. Osim toga, brojne klinicke studije se
sprovode sa ovom molekulom u terapiji razli¢itih bolestim dok se pozitivna svojstva
sintetski dobijenog SFN (D,L-SEN) sve viSe istrazuju. Na drugoj strani, PA-MSHA je
nasla primenu u Narodnoj Republici Kini i koristi se ve¢ preko dve decenije kao dodatna
terapija u lecenju karcinoma. Medutim, nema podataka o njihovoj kombinovanoj primeni,
niti dostupnih in silico, in vitro ili in vivo ispitivanja koja bi razjasnila, ne samo pozitivan
efekat njihove zajednicke primene, vec¢ i1 utvrdila grani¢ne nivoe toksi¢nosti kao polaznu
osnovu za utvrdivanje bezbedne doze njihove kombinovane primene.

1.4. Ispitivanje toksi¢nosti

Testovi toksi¢nosti se tradicionalno sprovode na eksperimentalnim Zivotinjama, ali buduci
da su vremenski, finansijski i eticki zahtevni, ¢ine se veliki napori kako bi se razvili novi,
validirani in vitro modeli ispitivanja toksi¢nosti. Takode, u poslednje vreme sve se vise
koriste in silico metode koje koriste brojne racunarske tehnike za analiziranje, simuliranje,
vizualiziranje, ili predvidanje toksi¢nosti koriS¢enjem podataka u dostupnim bazama
podataka (11). Pored in silico i in vitro testova, poslednjih godina, sve vecu ulogu u
ispitivanjima toksi¢nosti zauzima i model zebrice (Danio rerio) ¢ije se prednosti ogledaju
u kratkom reproduktivnom ciklusu, slicnosti genoma sa humanim genomom, i
moguéno$cu optickog pracenja promena zahvaljujuéi njihovoj transparentnosti (12). Ove
metode, pre svega, nastoje da predvide toksi¢nost ili genetsku predispoziciju na Stetno
dejstvo razlicitih jedinjenja formiraju¢i osnovu za dalja in vitro i in vivo istrazivanja.
Dodatno, kombinovanjem in silico, in vitro i in vivo analiza mogu se detaljno razjasniti
mehanizmi nastanka toksi¢nosti, dovode¢i ih u vezu sa razvojem razlicitih Stetnih efekata,
kao na primer sa poremecajima na nivou krvi, jetre, bubrega, kardiovaskularnog sistema,
reproduktivnih organa, ali i drugih poremecaja na nivou organizma.
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Imajué¢i u vidu sve veéu incidencu pojave malignih bolesti i nedovoljnu efikasnost
dostupih terapijskih pristupa, potreba za uvodenjem novih lekovitih supstanci u terapijske
protokole je evidentna. Velike nade polazu se u primenu imunomodulatora, medu kojima
su i SFN i PA-MSHA, koji ¢e poboljsati terapiju malignih tumora poja¢avanjem imunskog
odgovora. Ovo je posebno od znacaja kada se primenjuju drugi terapijski postupci koji u
znaCajnoj meri oStecuju i slabe dejstvo imunskog sistema. Brojne studije potvrdile su
pozitivne efekte pojedinacne primene SFN (standardizovanog biljnog ekstrakta) i PA-
MSHA, dok se sintetski dobijen SFN za sada koristi isklju¢ivo u eksperimentalne svrhe. U
cilju njihove bezbedne primene, posebno hemijski sintetisanog SFN, neophodno je ispitati
1 potencijal za izazivanje toksi¢nih efekata. S obzirom na to da je broj studija toksi¢nosti
imunomodulatora SFN i1 PA-MSHA gotovo zanemarljiv, postoji potreba za
sveobuhvatnom analizom toksi¢nosti pojedinacnih imunomodulatora, ali 1 toksicnosti
njihove kombinovane primene. Posebno je od znacaja da se ispita da li su toksi¢ni efekti
dozno-zavisni, kao i da li se toksi¢ni efekti kombinovane primene ovih imunomodulatora
razlikuju od Stetnih efekata pojedina¢no primenjenih imunomodulatora. Neophodnost ovih
istrazivanja je evidentna za poboljSanje terapije malignih bolesti i dobijeni rezultati bi
pruzili nauc¢ni doprinos pri odabiru bezbednih doza za kombinovanu primenu
imunomodulatora.

Opsti cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je bio da se sveobuhvatno ispita toksicnost
pojedinacne 1 kombinovane primene imunomodulatora, SFN i PA-MSHA uz razjasnjenje
mehanizama toksi¢nosti ispitivanih imunomodulatora i utvrdivanje grani¢nih nivoa
toksi¢nosti izra¢unavanjem Benchmark koncentracije/doze. Dodatno, in vitro testovi u ovoj
disertaciji koristili su se kako bi se pokazao antitumorski efekat pojedinacne i
kombinovane primene SFN i PA-MSHA i odredile koncentracije ispitivanih
imunomodulatora koje ispoljavaju antitumorski efekat.

Specifi¢ni ciljevi istraZivanja u okviru svakog dela ispitivanja ove doktorske disertacije su:

In silico analizom

e |Ispitati odnos strukture i dejstva SFN, zatim povezanost SFN sa razvojem
bolesti/Stetnih efekata posredstvom interakcija sa genima, kao i potencijal za
izazivanje negativnih efekata kod pacijenata obolelih od razli¢itih vrsta malignih
tumora;

e Ispitati povezanost PA-MSHA sa razvojem razli¢itih bolesti/Stetnih efekata
posredstvom interakcija sa genima;

e Pronaéi zajednicke, SFN i PA-MSHA intereagujuée gene i za njih istraziti
najznacajnije molekularne puteve, bioloske procese 1 molekularne funkcije
uklju¢ene u mehanizam toksi¢nosti ispitivanih imunomodulatora pojedina¢no i pri
kombinovanoj primeni.

In vitro ispitivanjem

1. Ispitati uticaj rastuc¢ih koncentracija SFN i PA-MSHA, pojedina¢no i u kombinaciji na
citotoksi¢nost/antiproliferativno dejstvo;

2. Ispitati uticaj SFN na uvodenje tumorskih ¢elija u apoptotsku ¢elijsku smrt, distribuciju
tumorskih ¢elija po fazama celijskog ciklusa, promenu mitohondrijskog membranskog
potencijala (Aym) tumorskih ¢elija, nivo mitohondrijskog superoksid anjon radikala i
nivo ukupnih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.
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In vivo ispitivanjem na modelu zebrica (Danio rerio)

1. Ispitati toksi¢ne efekte SFN i/ili PA-MSHA u razli¢itim koncentracije na prezivljavanje,
uticaj na rast i razvoj, uticaj na razvoj mehura, kardiotoksi¢nost, hepatotoksi¢nost.

2. Ispitati doznu zavisnost toksi¢nih efekata SFN i/ili PA-MSHA:

Uporediti toksicne efekte ispitivanih imunomodulatora pri pojedinacnoj i
kombinovanoj primeni kod zebrica;

Odrediti Benchmark koncentracije za imunomodulatore pri pojedinac¢noj i
kombinovanoj primeni za ispitivane toksi¢ne efekte na embrionima zebrica.

In vivo ispitivanjem na modelu pacova
1. Ispitati uticaj subakutne (28 dana) ekspozicije imunomodulatorima (SFN i/ili PA-
MSHA) u razli¢itim dozama na:

Unos vode i hrane, piraste telesne mase i relativnu masu organa;

Hematoloske i biohemijske parametre;

Hormonski status;

Produkciju razli¢itih citokina i drugih proteina;

Parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u krvi i tkivima pacova;
Ocuvanost strukture tkiva patohistoloskom analizom.

2. Ispitati doznu zavisnost toksi¢nih efekata SFN i/ili PA-MSHA:

Uporediti toksi¢ne efekte kombinovane primene ispitivanih imunomodulatora sa

toksi¢nim efektima njihove pojedinacne primene kod pacova;

Odrediti Benchmark doze za imunomodulatore pri pojedina¢noj i kombinovanoj

primeni za ispitivane toksi¢ne efekte.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Insilico ispitivanje
3.1.1. Analiza odnosa strukture i dejstva

Analiza odnosa strukture i dejstva, odnosno predvidanje toksi¢nosti na osnovu hemijske
strukture SFN sprovedeno je koris$¢enjem softvera Derek Nexus 2020, verzija 1.0 (Lhasa
Limited, Leeds, Yorkshire, Ujedinjeno Kraljevstvo). Ovaj softver je komercijalni softver
koji se moze koristiti za kvalitativno predvidanje toksicnosti supstanci na osnovu njihove
hemijske strukture koriste¢i pravila zasnovana na hipotezama izvedenim iz dostupnih
toksikoloSkih i hemijskih podataka. Baza podataka Derek Nexus softvera sadrzi
informacije koje povezuju hemijsku strukturu i toksi¢ni efekat obuhvatajuéi Sirok spektar
toksi¢nih ishoda. Podaci Derek Nexus baze podataka se izmedu ostalog koriste za
predvidanje mutagenog i karcinogenog potencijala testirane supstance, kao i njenog uticaja
na senzibilizaciju koze (114, 115). Program ima graficki interfejs za unos prethodno
pripremljenih ili kreiranih hemijskih struktura koje su predmet analize. Na osnhovu
dostupnih podataka, sistem prepoznaje delove strukture koji mogu intereagovati s
bioloskim sistemima i dovesti do pojave toksicnih efekata, koje se nazivaju ,,toksofore”.
Svaka toksofora pracena je sazetkom podataka, koji ukazuje na identifikovani rizik, kao i
listom referenci koje navode vezu izmedu toksofore i potencijalne toksicnosti (114, 116).

U ovom radu koris¢ena je SMILES formula D,L-SFN, CS(=0)CCCCN=C=S (PubChem
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Sulforaphane). Predvidanje toksi¢nosti PA-
MSHA na osnovu hemijske strukture nije primenljivo.

3.1.2. Toksikogenomicka analiza podataka

In silico analiza toksikogenomickih podataka podrazumeva ispitivanje uticaja hemikalija
na ekspresiju gena, kao 1 njthovu vezu sa nastankom bolesti, koriS¢enjem softvera, baza
podataka, alata i programskih jezika. U ovoj doktorskoj disertaciji koris¢eni su:

1. Komparativna  toksikogenomicka baza  podataka (engl.  Comparative
Toxicogenomics Database, CTD; http://ctdbase.org), javno dostupna baza podataka
koja sadrzi informacije o interakcijama hemikalija 1 gena, kao i njihovu vezu sa
razvojem bolesti, preuzete iz dostupne literature, pri ¢emu korisnik moZe pristupiti
svoj koriS¢enoj literaturi. Razumevanje veze hemikalija-gen-bolest omogucava
generisanje mreze puteva Stetnih ishoda 1 mehanizama toksic¢nosti (117, 118). CTD
baza se redovno azurira, sadrzi preko 86 miliona toksikogenomickih interakcija i
integriSe podatke sa drugim bazama podataka: National Center for Biotechnology
Information (NCBI), Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) i Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (119-121). CTD bazi pristupljeno je
tokom decembra 2023. godine kada su preuzeti podaci vezani za ispitivani
imunomodulator SFN, buduci da baza ne sadrzi podatke za PA-MSHA. Sama baza
podataka sadrzi i alate koji olakSavaju njeno pretrazivanje i preuzimanje podataka
od znacaja za toksikogenomicku analizu. Alati koris¢eni u ovom radu su: Batch
Query, Set Analyzer i CTD Tetramers.

Batch Query koriscen je za pretragu podataka o SFN i PA-MSHA. Kako CTD ne
sadrzi podatke o PA-MSHA, dalje je koris¢ena za detaljniju analizu uticaja SFN na
gene. Set Analyzer omogucava analizu setova gena i generisanje pojmova
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ontologije gena, metabolickih puteva i bolesti regulisanih od strane unetih gena.
Nova alatka pridodata CTD bazi, CTD Tetramers predstavlja bioinformaticki
pristup koji integriSe rucno kreirane interakcije zasnovane na literaturi s ciljem
formiranja bloka informacija nazvanog ,,CGPD-tetramer”. Ovaj blok sastoji se od 4
jedinice organizovane tako da ¢ine molekularni mehanizam koji povezuje unetu
hemikaliju (SFN), sa interaguju¢im genom/ima, zatim fenotipom i boles¢u kao
krajnjim ishodom (122).

STITCH (engl. Search Tool for Interacting Chemicals, STITCH;
http://stitch.embl.de/) baza podataka sadrzi poznate i predvidene interakcije izmedu
hemikalija 1 proteina. Interakcije ukljucuju direktne (fizicke) i indirektne
(funkcionalne) asocijacije koje poticu iz kompjuterski predvidenih veza, kao i
informacija preuzetih iz drugih (primarnih) baza podataka kao $to su DrugBank,
Matador, Reactome, ChEMBL i druge (123). STITCH sadrzi informacije za preko
9 miliona proteina iz 2031 razli¢itih organizma. U istrazivanju ove doktorske
disertacije, STICH je kori$¢ena u cilju identifikovanja veze izmedu SFN i proteina
(decembar, 2023).

. Literatura pretraga tokiskogenomickih podataka o PA-MSHA sprovedena je
koris¢enjem  PubMed baze podataka  (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/,
pristupljeno maja 2022.). PubMed je pretrazen za sve publikacije koje sadrze
Pseudomonas aeruginosa mannose - sensitive hemagglutinin, Pseudomonas
aeruginosa-MSHA, ili PA-MSHA u svom naslovu. Pronadeno je ukupno 93
publikacija: 9, 45 i 39, redom. Nakon odbacivanja literaturnih podataka napisanih
na jeziku koji nije engleski, ne-relevantnih studija i duplikata, preostale su 24
publikacije koje su sistematski analizirane sa ciljem identifikovanja gena ¢ija je
ekspresija izmenjena pod uticajem PA-MSHA (124).

Cytoscape (https://cytoscape.org) omoguéava vizuelizaciju, modelovanje i analizu
mreza interakcija izmedu gena kombinujuéi podatke i alate iz razli¢itih baza
podataka koje sadrze informacije o proteinima, DNK i genetskim interakcijama.
Pored toga, alati koji su dostupni u okviru Cytoscape softvera omogucavaju
sprovodenje dodatnih analiza u cilju ispitivanja povezanosti gena i molekularnih
funkcija, bioloskih procesa, ili puteva nastanka Stetnih efekata/bolesti (125, 126).
Cytosape plug-in dodaci kori$¢eni u ovoj studiji Su:

a. STRING alat/cytoscape dodatak (https://apps.cytoscape.org/apps/stringapp)
omoguc¢ava mreznu analizu odnosno, pomaze u predvidanju medusobnih
veza izmedu ispitivanih gena iz seta 1 20 srodnih gena pri ¢emu je nivo
pouzdanosti podeSen na > 0,4.

b. Cytoscape dodatak CytoHubba (https://apps.cytoscape.org/apps/cytohubba)
iskoriS¢en je za identifikaciju top 20 gena, odnosno top 20 esencijalnih
proteina iz mreze uz pomo¢ MCC metode (engl. Maximal Clique
Centrality) pri ¢emu je nivo pouzdanosti podesen na > 0,5.

c. Cytoscape dodatak BINGO (https://apps.cytoscape.org/apps/bingo) sluzi za
analizu ontologije gena (GO), odnosno predvidanje bioloskih procesa i
molekularnih funkcija regulisanih genima iz seta (p < 0,05). Analiza je
ograni¢ena na analizu gena iz ljudskog genoma, dok je hipergeometrijski
test sa FDR korekcijom za viSestruka testiranja izabran kao statisticki test.

d. ClueGO + CluePedia: ClueGO integriSe GO termine i KEGG/BioCard
molekularne puteve formiraju¢i mrezu GO/molekularnih puteva. MoZe da
analizira jednu ili uporedi dve liste gena i sveobuhvatno vizuelizuje
molekularne puteve i GO. Pri formiranju veza izmedu GO termina i
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molekularnih puteva koriS¢en je dvofazni hipergeometrijski statisticki test
sa Bonferroni step-down korekcijom i k vrednos¢u 0,3. ClueGo analiza
integrisana je sa CluePedia alatkom koja sluzi za pretragu biomarkera
povezanih sa molekularnim putevima iz mreze. CluePedia izracunava
linearne i nelinearne statisticke zavisnosti iz eksperimentalnih podataka
dobijenih u in silico, in vitro i/ili in vivo studijama (127).

5. DAVID (engl. Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery,
DAVID; https://david.ncifcrf.gov/) predstavlja javno dostupan alat koji sluzi za
analizu ontologije gena, kao i njihovu vizualizaciju na BioCarta i KEGG mapama,
zatim omogucava prosirenje liste gena od znacaja funkcionalno sli¢nim genima kao
1 njithovo povezivanje sa bolestima (128). U ovoj disertaciji, DAVID je koris¢en za
analizu ontologije gena kako bi se potvrdili prethodno dobijeni rezultati.

3.1.3. Predvidanje toksi¢nosti na nivou gena

In silico analiza je sprovedena u cilju pronalaska razli¢ito eksprimiranih gena (engl.
Differentialy Expressed Genes, DEG) u tumorskim tkivima. Razli¢ito eksprimirani geni
izmedu zdravog i1 tumorskog tkiva odredeni su u tri vrste malignih tumora: karcinom
kolona, prostate i pankreasa.

Kljucne reci: ,,karcinom kolona”, , karcinom prostate” i ,,karcinom pankreasa’ pretrazene
su u javno dostupnom repozitorijumu podatka, GEO (engl. Gene Expression Omnibus,
GEO, ncbi.nlm.nih.gov/geo/). GEO sadrzi genske profile uzoraka maligno izmenjenih
tkiva i uporedne uzorke zdravih, neizmenjenih tkiva, kao i alate za identifikaciju, analizu i
vizualizaciju podataka, kao §to je GEO2R (129). Pretrazivanje je ograni¢eno na Homo
sapiens, i vrstu studija koje sadrze podatke o genskoj i RNK ekspresiji u odabranim
vrstama tumora. Selekcija genskih setova izvrSena je na osnovu broja uzoraka u setu (vise
od 6) i platforme koriS¢ene za njihovo sekvencioniranje ([HuGene-1_0-st] Affymetrix
Human Gene 1.0 ST Array [transcript (gene) version], [HG-U133 Plus_2] Affymetrix
Human Genome U133 Plus 2.0 Array). Tri seta gena (GSE41258, GSE62932 i GSE68468)
za karcinom kolona i za karcinom pankreasa (GSE22780, GSE27890 i GSE183795)
zadovoljila su kriterijume pretrage, odnosno dva za karcinom prostate (GSE6919 i
GSE29079). Uzorci svakog od seta podeljeni su u dve grupe - primarno tkivo tumora i
normalno/zdravo tkivo koje predstavlja kontrolu. DEG izmedu uzoraka primarnog tumora i
zdravog tkiva (kontrole) u GSE skupovima identifikovani su koriS¢enjem GEO2R alata
(ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r). Na osnovu logFC vrednosti izdvojeni su geni sa pove¢anom
ekspresijom (logFC>1) i geni sa smanjenom ekspresijom (logFC<-1), dok je p vrednost
omogucila selekciju statisti¢ki znacajnih gena (p < 0,05). Medu detektovanim DEG, geni
koji povecano eksprimirani, 0dnosno smanjeno eksprimirani u karcinomu kolona, prostate
I pankreasa identifikovani su koris¢enjem alata za crtanje Venn dijagrama (Interactivenn,
http://www.interactivenn.net/) i formiranjem preseka izmedu setova gena.

Dobijeni setovi gena, ukrSteni su sa SFN-intereaguju¢im genima preuzetim iz CTD baze
podataka 1 dalje analizirani prethodno objaSnjenjom analizom ontologije gena. Povecano i
smanjeno eksprimirani geni analizirani su zajedno u narednim koracima istrazivanja.

3.2. Hemikalije i inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

U in vitro i in vivo ispitivanjima, koris¢eni su D,L-SFN (> 90%, molekularna masa 177,29,
Santa Cruz, Dalas, Teksas, SAD) i dimetilsulfoksid (DMSO, 99,9%, molekularna masa
78,13, Fisher Chemical, Loughborough, Velika Britanija).
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Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa suspendovana je u fosfatnom puferu (PA-
MSHA, Beijing Wonder Biopharmaceutical Co., Ltd, Peking, Narodna Republika Kina).
Jedan mililitar PA-MSHA sadrzi 1,8 x 10° éelija.

Ostale koris¢ene hemikalije, bile su visokog kvaliteta i analiticke Cistoce (p.a.) Obezbedene
iz komercijalnih izvora.

3.3. In vitro ispitivanje
3.3.1 Celijske linije

In vitro ispitivanje sprovedeno je na Institutu za onkologiju i radiologiju Beograd, Srbija.
Sve ¢elijske linije koris¢ene u ovoj doktorskoj disertaciji dobijene su od American Type
Culture Collection (Rockville, MD). Celijske linije karcinoma kolona (HT-29 i HCT-116)
I MRC-5 (fibriblasti plu¢a) su gajene kao jednoslojne kulture u hranljivom medijumu.
Hranljivi RPMI 1640 medijum je rastvoren u sterilnoj dejonizovanoj vodi, nakon ¢ega je
dodat penicilin (192 U/ml), streptomicin (200 pg/ml), HEPES (25 mM), L-glutamin (3
mM) i 10% FCS (pH 7.2). Celije su gajene na 37 °C u 5% CO; u atmosferi povecane
vlaznosti.

3.3.2. Citotoksi¢nost

Citotoksicna aktivnost i1 antiproliferativni efekat SFN i PA-MSHA, pojedinacno i u
kombinaciji ispitivana je u rasponu koncentracija 1-50 pumol/l za SFN i 1% do 10% (0,018-
0,18 x 10° ¢elija/ml) za PA-MSHA na 72 h kontinualnog tretmana. Nakon tretmana
citotoksi¢na aktivnost, odnosno antiproliferativni efekat SFN i PA-MSHA odreden je
koriste¢ci MTT test. MTT test je kolorimetrijska metoda bazirana na redukciji
tetrazolijumskih soli. Tetrazolijumske soli se u metabolicki aktivnim celijama brzo
redukuju do formazana koji predstavljaju kolorimetrijski reagens za citohemijsku
kvantifikaciju broja metaboli¢ki aktivnih c¢elija. Nakon 72 h inkubacije celija sa
ispitivanim jedinjenjima u mikrotitar plo¢ama sa 96 udubljenja, dodato je 20 pl rastvora
MTT, (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromida, Sigma Aldrich, St. Louis,
USA). Posle 4 h inkubacije tretiranih celija bojom, dodato je 100 pl 10% SDS.
Apsorbancija je merena sledeceg dana. Celijsko preZivljavanje je izradunato kao odnos
apsorbancija na 570 nm (A 570 nm) tretiranih i kontrolnih ¢elija uvecanim 100 puta. Kao
rezultat testa dobija se srednja inhibitorna koncentracija (IC50), koja je numericki
pokazatelj cititoksicnog potencijala 1 antiproliferativne  aktivnosti ispitivanih
imunomodulatora. IC50 vrednost odgovara onoj statisticki dobijenoj koncentraciji
ispitivanog imunomodulatora pri kojoj je u datom vremenskom periodu doslo do 50%
smanjenja u celijskom prezivljavanju 1 predstavlja polazni parametar u daljem
eksperimentalnom dizajnu ispitivanja mehanizma delovanja imunomodulatora.

3.3.3. Proapoptotski potencijal

Kinetika programirane celijske smrti u celijskim linijjama kolorektalnog karcinoma
tretiranih  imunomodulatorima ispitana je u tri vremenska perioda (24, 48, i 72 h
kontinualnog tretmana). Gubitak asimetrije plazma membrane predstavlja prvi korak u
procesu apoptotske celijske smrti. U apoptoticnim celijama, membranski fosfolipid,
fosfatidil-serin se premesta sa unutra$nje na spoljasnju stranu plazma membrane, ¢ime se
omogucava vezivanje Aneksin V (kalcijum zavisnog fosfolipid-vezujuéeg proteina), koji
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ima veliki afinitet za fosfatidil-serin. Za Aneksin V moze biti vezana fluorescentna boja,
kao §to je fluorescejin izocijanat (FITC). KoriS¢enjem dvokolornog bojenja celija sa
Annexin V-FITC i propidijum jodida (PI), mogucéa je detekcija ¢elija u ranoj fazi
apoptotske Celijske smrti u odnosu na eseje bazirane na odredivanju nuklearnih promena,
kao Sto je DNK fragmentacija.

Proapoptotsko delovanje imunomodulatora na c¢elijskim linijama HCT-116 i HT-29
ispitano je dvokolornim bojenjem (Aneksin V — FITC/PI) pri ¢emu su uzorci pripremljeni
slede¢i uputstva proizvodaca. Udeo celija u apotozi odreden je na proto¢nom citometru
FACS Calibur Becton Dickinson koris¢enjem kompjuterskog programa Cell Quest (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA). Aneksin V+/PI- ¢elije su definisane kao ¢elije u ranoj
apoptozi, a dvostruko pozitivne ¢elije (Aneksin V+/PI+), kao ¢elije u kasnoj apoptozi ili
nekrozi.

3.3.4. Distribucija Celija po fazama cCelijskog ciklusa

Raspodela ¢elija po fazama celijskog ciklusa ispitana je kori§¢enjem protocnog citometra.
Celije uzgajane u Petrijevim $oljama (2 x 10° ¢elija po Petrijevoj $olji dimenzija 60 x 15
mm, NUNC), kontinuirano su tretirane jedinjenjima u prethodno izracunatim IC50
koncentracijama (Tabela 1), tokom 24 ili 48 h. Celije su sakupljene tripsinizacijom, isprane
dva puta hladnim fosfatnim puferom 1 fiksirane 30 minuta u 70% etanolu. Fiksirane ¢elije
su ponovo isprane fosfatnim puferom i inkubirane na 37 °C sa RNazom A (1 mg/ml) 30
minuta. Neposredno pre analize na proto¢nom citometru, ¢elije su obojene propidijum-
jodidom (PI, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) u koncentraciji 400 pg/ml. Pl se vezuje za
molekule DNK. Raspodela ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa na osnovu koli¢ine DNK
analizirana je na proto¢nom citometru FACS Calibur Becton Dickinson koris¢enjem
kompjuterskog programa Cell Quest (BD Biosciences, San Diego, CA, SAD).

3.3.5. Promena mitohondrijskog membranskog potencijala

Jedan od pocetnih dogadaja u procesu apoptoze jeste depolarizacija mitohondrijske
membrane 1 takvu promenu mitohondrijalnog membranskog potencijala je moguce
detektovati. Promene mitohondrijskog membranskog potencijala (Aym) netretiranih i
tretiranih tumorskih ¢éelija (HCT-116 i HT-29) pracene su bojenjem sa 5°,6,6’-tetrahloro-
1,1,3,3’- tetraetilbenzimidazolilkarbocijanin-jodidom (JC-1) (130) bojom na proto¢nom
citometru. Celije su tretirane prethodno izradunatom IC50 koncentracijom
imunomodulatora u jednoj vremenskoj tacki, a potom je 1 x 10° ¢elija resuspendovano je u
200 pL fosfatnog pufera i obojeno JC-1 (15,4 uM finalno) u toku 15 minuta na 37 °C.
Posle ispiranja, uzorci ¢elija analizirani su na proto¢nom citometru FACS Calibur Becton
Dickinson koris¢enjem kompjuterskog programa Cell Quest (BD Biosciences, San Diego,
CA, SAD).

JC-1 boja pokazuje potencijal-zavisnu akumulaciju u mitohondrijama, pri ¢emu
fluorescentna emisija na 529 nm (zelena svetlost) ukazuje na monomerni oblik probe, koja
prelazi u crvenu svetlost (590 nm) usled formiranja J-agregata. Shodno tome,
depolarizacija mitohondrijske membrane je indikovana smanjenjem odnosa intenziteta
crvene/zelene svetlosti.

3.3.6. Merenje nivoa slobodnih radikala

Uticaj ispitivanih imunomodulatora na generisanje mitohondrijskog superoksida odreden
je bojenjem celija MitoSox Red fluorescentnom bojom. Celije su kultivisane 1 tretirane
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ispitivanim jedinjenjima dok su netretirane Celije predstavljale kontrolni uzorak. Posle
perioda inkubacije u trajanju 24 i 48 h, ¢elije su sakupljene, isprane dva puta fosfatnim
puferom (PBS), resuspendovane u (5 uM finalno) MitoSox Red i inkubirane na 37 °C 15
minuta na tamnom mestu. Nivo mitohondrijskog superoksidnog radikala je ispitan na
proto¢nom citometru (FACS Calibur Becton Dickinson). Ekscitaciona talasna duzina bila
je 485 nm, a fluorescencija je izmerena na 530 nm. Rezultati su analizirani koriS¢enjem
kompjuterskog programa Cell Quest (BD Biosciences, San Diego, CA, USA).

Generisanje ROS u ¢elijama pod uticajem ispitivanih imunomodulatora odredeno je
koris¢enjem ROS osetljive fluorescentne probe 2’,7’-dihlordihidrofluorescein-diacetata
(DCFH-DA). Sam DCFH-DA nije fluorescentan. Dejstvom unutarcelijskih esteraza najpre
dolazi do hidrolize acetata, a zatim se DCFH oksiduje prisutnim reaktivnim kiseoni¢nim
vrstama do fluorescentnog dihlorfluoresceina (DCF). Celije su kultivisane i tretirane
ispitivanim jedinjenjem. Netretirane Celije su predstavljale kontrolni uzorak. Posle perioda
inkubacije u trajanju 24 i 48 h, ¢elije su sakupljene, isprane dva puta fosfatnim puferom,
resuspendovane u 10 mM DCFH-DA i inkubirane na 37 °C 30 minuta u mraku. Nivo
unutaréelijskih ROS je ispitan na proto¢nom citometru (FACS Calibur Becton Dickinson).
Ekscitaciona talasna duZina bila je 485 nm, a fluorescencija je izmerena na 530 nm.
Rezultati su analizirani koris¢enjem kompjuterskog programa Cell Quest (BD Biosciences,
San Diego, CA, USA).

3.3.7. Pripremanje cCelijskog lizata za Western blot analizu

Proteinski uzorci HTC-116 i HT-29 ¢elija su ekstrahovani za Western blot analizu 24 h
nakon tretmana SFN pri IC50 koncentraciji. Celije su isprane dva puta hladnim PBS-om, a
zatim lizirane u RIPA puferu, uz dodatak proteaznih i fosfataznih inhibitora. Nakon
centrifugiranja na 13000 rpm, 10 min., odredena je koncentracija proteina BCA metodom
(upotrebom bicinhoninske kiseline) prema uputstvu proizvodaca.

Natrijum-dodecil sulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE) i Western blot
analiza: Razdvajanje proteina izvodi se na 10% poliakrilamidnom gelu pri denaturiSu¢im
uslovima, u prisustvu SDS. Na gel se nanosi 20 pg ukupnih proteina. Nakon elektroforeze
sledi transfer proteina na PVDF membranu. Po zavrSenom blokiranju membrana u TRIS
puferu uz dodataka 5% bezmasnog mleka i 0,1% Tween20, membrana se inkubira sa
primarnim antitelima (0,1-1 pg/ml) na 4 °C, preko noci. Zatim sledi inkubacija membrane
sa sekundarnim antitelima (1:1000 — 0,2-1 pg/ml, ili 1:2000) na sobnoj temperaturi 1 h uz
neprestano muckanje. Koris¢enjem kita za hemiluminiscenciju detektuju se vezana antitela
koris¢enjem Azure Biosystems 600 Imaging sistema.

3.4. In vivo ispitivanje na modelu zebrice

3.4.1. Zebrice

Embrioni zebrica (Danio rerio) AB soja (engl. wild type) koris¢eni su u ovoj doktorskoj
disertaciji. U uzgajaliStu Instituta za molekularnu genetiku i1 geneticko inzenjerstvo
Univerziteta u Beogradu, gajene su odrasle zebrice pod kontrolisanim uslovima i to,
svetlosni rezim bio je 14 h dan i 10 h no¢, a temperatura je odrzavana na 28 + 1 °C.
Adultne zebrice su hranjene tri puta tokom dana proteinskom SDS300, lisnatom
(TetraMinFlakes) i zivom (Artemia salina) hranom.
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3.4.2. Eksperimentalni protokol

Smernice Evropske uredbe (EU2010/86) i Pravilnik za rad sa eksperimentalnim
zivotinjama koriS¢eni su za pripremu i sprovodenje eksperimenta na modelu zebrice
Instituta za molekularnu genetiku 1 geneticko inzenjerstvo Univerziteta u Beogradu.
Muzjaci i zenke zebrica spremne za mrest, prebacene su u posebne mrestilice u odnosu
1:2. Narednog dana, u ranim jutarnjim satima iniciran je mrest paljenjem svetla. Potom su,
prikupljena jaja isprana E3 vodom za uzgoj embriona koja sadrzi mM NaCl (ACROS
OrganicsTM, SAD), 0,17 mM KCIl (Merck, Nemacka), 0,33 mM CaCl, - 2H20 (Merck,
Nemacka) i 0,33 mM MgSO4 - 7TH.O (ACROS OrganicsTM, SAD), kako bi se uklonile
necisto¢e koje mogu uticati na razvoj embriona. Selekcija oplodenih jaja vrSena je pod
svetlosnim mikroskopom (Motic SMZ140 Series, Kina) koja su potom gajena u E3 vodi i
inkubatoru (Sanyo MCO-20AIC, Japan) na temperaturi od 28 = 0,5 °C.

U svako od 24 udubljenja na mikrotitarskoj plo¢i (Sarstedt, Niimbrecht, Nemacka)
prebaceno je po 10 embriona, potom je odstranjen visSak vode, a dodat 1 ml E3 vode kako
bi se obezbedili isti eksperimentalni uslovi za sve embrione. Svaka supstanca je testirana u
duplikatu (odnosno 2 udubljenja). Stok rastvor SFN je pripremljen u DMSO, dok je PA-
MSHA koris¢ena u svom teénom obliku. Efekat SFN i PA-MSHA je ispitan u opsegu
rastuc¢ih koncentracija i to: 0,5, 1, 2, 3, 5, 10 i 20 pg/ml SFN, odnosno 0,1%, 0,2%, 0,3%,
0,4%, 0,5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10% i 20% (0,0018 x 10° ¢éelija/ml do 0,36 x 10°
¢elija/ml) PA-MSHA. Ispitivanje toksi¢nosti kombinovane primene SFN i PA-MSHA
izvr$eno je primenom razli¢itih kombinacija prikazanih koncentracija. Svi eksperimenti su
ponovljeni tri puta.

3.4.3. Ispitivanje toksi¢nosti

Akutna toksi¢nost ispitivanih imunomodulatora (SFN i PA-MSHA) analizirana je prema
OECD test metodi 236 (engl. Fish Embryo Acute Toxicity Assay, FET test) u kojoj su
kori§¢eni embrioni stari 6 h posle oplodenja (engl. hours post fertilization, hpf), pri ¢emu
je eksperiment sprovoden do stadijuma embriona starosti 120 hpf. Svakog dana, tokom 5
dana trajanja eksperimenta praceni su efekti imunomodulatora na prezivljavanje, razvoj i
pojavu teratogenih malformacija, kao 1 na rad unutrasnjih organa. Takode, svakodnevnu su
uklanjani uginuli embrioni kako bi se spreCio potencijalni negativni uticaj na Zive
embrione zebrica. Toksi¢nost je evaluirana na osnovu pracenog letalnog efekta, kao 1
efekata na rast i razvoj prikazanih u Tabeli 1.
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Tabela 1. Toksiéni efekti ispitivani na embrionima zebrice tokom petodnevnog eksperimenta

.. . Vreme (hpf)
Kategorija Razvojni Proces
24 48 72 96 120
Koagulacija embrionat . . . . .
. Odsustvo somita . . . . .
Letalni efekat :

Odvojenost repa . . . . .

Odsustvo sré¢anih kontrakcija . . . . .

Malformacija glave embriona . . . . .

Malformacija o¢iju embriona? . . . . .

Malformacija otolita/sakula embriona® . . . . .

Malformacija notohorde embriona . . . . .

Skolioza . . . . .

Malformacija repa embriona* . . . .

Efekat na rasti Edem perikardijalne duplje . . . . .

razvoj

Promena frekvencije rada srca . . . .

Promena cirkulacije krvi . . . .

Edem zumancetne kese . . . . .

Deformacija zumancetne kese . . . . .

Nekroza jetre . . .

Promene u veli¢ini/duZini tela® . . .

1 Zastoj u organogenezi odnosno razvoju embriona;

2 Promene u oku: veli¢ina i oblik;

3 Nepostojanje otolita, odnosno prisustvo vise otolita u sakulusu; smanjenje ili povecanje otolita i/ili
sakulusa;

4 Promene u repu: oblik i/ili poloZaj;

S Zastoj u razvoju embriona i poveéanju njegove veli¢ine, odnosno duzine tela

3.4.4. Modelovanje odnosa koncentracija-odgovor

Procena Ben¢mark koncentracije/doze (engl. Benchmark concentration/dose, BMC, BMD)
je metoda koja se koristi u cilju pronalaska uzro¢no-posledine veze izmedu
koncentracije/doze ispitivane supstance 1 intenziteta efekta/odgovora. Za analizu, koriS¢en
je PROAST web 70.1 (https://proastweb.rivm.nl/), javno dostupan softver kreiran po
preporukama Nauc¢nog komiteta Evropske agencije za bezbednost hrane (engl. European
Food Safety Authority, EFSA (131). Ben¢mark koncentracija/doza predstavlja statisticki
izraCunati opseg koncentracija/doza koje predvidaju varijacije u intenzitetu toksi¢nog
odgovora (132). Softver matematicki obraduje unete eksperimentalne podatke i izraCunava
koncentraciju odnosno dozu koja odgovara definisanom nivou odgovora. Definisan nivo
odgovora oznacen je kao BMR (engl. Benchmark Response, BMR) koji najcesce iznosi 5%
ili 10%, a odgovaraju¢a Benchmark koncentracija/doza kao BMC, odnosno BMD (133).
Prema preporukama EFSA C¢itav interval pouzdanosti, odnosno donja (BMDL, engl. BMD
lower limit) i gornja granica pouzdanosti (BMDU, engl. BMD upper limit) uzima se kao
krajnji rezultat BMD analize (134, 135). Koncentracije SFN i PA-MSHA primenjene u
eksperimentu na zebricama analizirane su kao kvantalni podatak pri ¢emu je prisustvo
odnosno odsustvo toksi¢nog efekta oznaceno sa 1 odnosno 0. U postupku modelovanja
koris¢en je BMR od 10%, a broj iteracija unutar analize iznosio je 500 (133). Kao
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matematicki pristup koris¢en je model uprose¢avanja (engl. model averaging), Akaike
information criterion (AIC) za odabir optimalnog modela, pre uproseCavanja, iz
ponudenih setova modela tako da AICmin modela bude manji za 2 od AICnull modela, a
AICmin bude manji od AICnull modela sabranog sa brojem 2 (null model ima najveci AIC,
nema dozne zavisnosti - efekta i predstavlja se kao y =a). Dodatno je posmatran odnos
BMDU/BMDL vrednosti i vrednost < 100 je smatrana potrebnom za validnost dobijenih
CI pri prikazu modela uprosecavanja.

3.5. In vivo ispitivanje na modelu pacova

3.5.1. Eksperimentalne Zivotinje i dizajn eksperimenta

Tretman zivotinja 1 sve eksperimentalne procedure sprovedene su u skladu sa odobrenim
protokolom i pravilnikom Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Eksperiment
je izveden uz odobrenje Etickog komiteta za rad sa eksperimentalnim Zivotinjama
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, (broj eticke dozvole: 323-07-
11822/2018-05).

Budu¢i da je imunski odgovor polno specifican, u sprovedenom eksperimentu korisceni su
muzjaci i zenke Wistar pacova (Rattus norvegicus) telesne mase 150-200 g, starosti 6
nedelja preuzeti su sa farme za uzgoj eksperimentalnih Zzivotinja Vojnomedicinske
akademije, Beograd, Srbija. Zivotinjama su obezbedeni plasti¢ni kavezi zatvoreni Zi¢anom
reSetkom u okviru vivarijjuma Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. U
vivarijumu su kontrolisani svi klimatski uslovi: temperatura vazduha 20-24 °C, relativna
vlaZznost vazduha 35-60%, pri ¢emu je ciklus svetlost/mrak programiran na 12 h.
Standardna hrana za ishranu laboratorijskih Zivotinja u peletima (smeSa za ishranu
laboratorijskih Zivotinja, Veterinarski zavod ,,Subotica™) i voda bili su na raspologanju ad
libitum tokom trajanja eksperimenta.

Muzjaci 1 Zenke pacova su nasumic¢no podeljeni u po 10 eksperimentalnih grupa (2
kontrolne sa po 5 zivotinja). Prvih 7 dana, eksperimentalne Zivotinje su se prilagodavale
uslovima u vivarijumu nakon ¢ega je otpocet tretman u trajanju od 28 dana. MuZjaci 1
zenke pacova tretirani su rastu¢im dozama SFN, PA-MSHA i njihovom kombinacijom kao
Sto je prikazano u Tabeli 2.

Tabela 2. Eksperimentalni dizajn in vivo studije na pacovima

Eksperimentalna zivotinja: pacov Wistar soja - muzjaci/Zzenke (N=5/pol)
Kontrola - muzjaci/zenke - DMSO
SFN 1|SFN 2 | SEN 3 |PA-MSHA 1| PA-MSHA 2| PA-MSHA 3| MIX1 | MIX2 | MIX3

Jedinica mg/kg t.m./dan ¢elija (10%)/pacov* meg/kg t‘r?i/g%n * Celija
Doza 0,5 2 5 0,09 0,18 0,36 0,5+0,09 | 2+0,18 | 5+0,36
SFN: oralna gavaza,
" .. ) 1-28 dan
pl:lizr‘::;e orait_lgsggzﬁza, jednom nedSeLJI?nkc:J't?an;, 14, 21 dan PA-MSHA.: subkutano;
e jednom nedeljno: 1, 7, 14,
21 dan

*PA-MSHA sadrzi 1,8 x 10° ¢éelija/ml; eksperimentalnim Zivotinjama je primenjivano subkutano 0,05, 0,1 i
0,2 ml po pacovu §to je ekvivalentno 0,09, 0,18 i 0,36 x 10° éelija/Zivotinja (pacov)
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Najvisa doza SFN (SFN 3) koriS¢ena u ovoj doktorskoj disertaciji odabrana je na osnovu
doze koja se, za standardizovani ekstrakt SFN, koristi kod ljudi koriste¢i formulu
Americke agencije za hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration, FDA):

SFN 3 = doza SFN koja bi se primenjivala kod ljudi/60 kg * 6,2

pri cemu je 60 kg uzeto kao prosecna telesna masa za muskarce 1 Zene, koeficijent 6,2 je
koeficijent koji se koristi za ekstrapolaciju doze sa oveka na pacova (136), dok je doza
koja bi se primenjivala kod ljudi preuzeta iz klini¢nih istrazivanja i iznosi 46,15 mg/dan
(137, 138). Na osnovu formule, izracunata je maksimalna doza SFN od 5 mg/kg t.m./dan
dok su druge dve doze odabrane na osnovu smernica Pravilnika o metodama ispitivanja
opasnih svojstava hemikalija (,,Sluzbeni glasnik RS”, br. 117/2013). Prema preporukama,
raspon izmedu doza treba da bude 2 do 4 puta zbog ¢ega su eksperimentalne zivotinje u
ovoj doktorskoj disertaciji tretirane dozama od 0,5 mg/kg t.m./dan (SFN 1), 2 mg/kg
t.m./dan (SFN 2) i 5 mg/kg t.m./dan (SFN 3).

Srednja doza PA-MSHA izracunata je na osnovu gore pomenute formule:

Sr.doza = doza PA — MSHA primenjivana kod ljudi / 60kg * 6,2

pri éemu se kod ljudi primenjuje 1 ml PA-MSHA injekcije standardizovan na 1,8 x 10°
¢elije, jednom nedeljno (88). Na osnovu formule, preracunato je da srednja doza PA-
MSHA koju pacovi treba da prime 0,18 x 10° ¢éelija/ml nedeljno, odnosno iznosi 0,1 ml
injekcije nedeljno (PA-MSHA 2). Za maksimalnu koncentraciju uzeta je 2 puta veca
vrednost, 0,36 x 10° ¢elija/ml (PA-MSHA 3), dok je za minimalnu uzeta 2 puta manja od
srednje vrednosti, odnosno 0,09 x 10° ¢elija/ml (PA-MSHA 1).

Pre primene, SFN je rastvoren u DMSO, a potom je aplikovan pacovima oralnom sondom
u jutarnjim ¢asovima, dok je PA-MSHA primenjivan subkutano svakog 7 dana. U toku
trajanja eksperimenta unos hrane 1 vode, kao 1 telesna masa, beleZeni su svakodnevno.

3.5.2. Unos vode i hrane

Tokom eksperimenta unos vode i hrane belezen je svakodnevno u svim eksperimentalnim
grupama, dok je unos vode i hrane za svaku pojedina¢nu Zivotinju raunat prvog, sedmog,
Cetrnaestog, dvadestprvog i1 dvadestosmog dana eksperimenta i to koriS¢enjem sledece
formule:

Unos vode/hrane = ukupan unos u grupi/(t.m./sr.vred.t.m.)/5

pri ¢emu je ukupan unos vode odnosno hrane u grupi izracunat tako §to je od 250 ml vode
odnosno 200 g hrane koju su zivotinje dobijale svakodnevno oduzeta preostala koli¢ina
vode odnosno hrane. Telesnu masu pojedinacne Zivotinje predstavljena je kao t.m., dok se
sr. vred. t.m. odnosi na srednju vrednost telesnih masa Zivotinja u grupi u trenutku merenja
(1,7, 14, 21, odnosno 28. dana).

3.5.3. Prirast telesne mase i relativha masa organa

Na kraju eksperimenta, zabeleZene su telesne mase i izraunat je prirast mase za Sve
zivotinje (engl. Body weight gain, BWG) koris¢enjem sledece formule:
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BWG = (mf - mi)/mi

pri ¢emu je mf finalna telesna masa eksperimentalne zivotinje, a mi inicijalna telesna masa,
odnosno masa na pocetku eksperimenta.

Relativna masa organa izraCunata je tako §to je izmerena masa organa podeljena sa
telesnom masom zivotinja na kraju eksperimenta i predstavlja neimenovani broj.

3.5.4. Uzorci i priprema za analizu

Dvadesetdevetog dana eksperimenta izvrSeno je Zrtvovanje zivotinja bez nanoSenja bola,
patnje i stresa i to intraperitonealnim (i.p.) aplikovanjem anestetika, 300 mg/kg t.m.
ketamina i 30 mg/kg t.m. ksilazina. Uzorci krvi sakupljeni su kardijanom punkcijom i
dalje pripemljeni za analizu biohemijskih i hormonskih parametara i to sakupljanjem u
vakutejnere za izdvajanje seruma. Centrifugiranjem u trajanju od 30 min na 3000x g
izdvojen je serum, koji je potom zamrznut na -20 °C i ¢uvan do momenta izvodenja
analiza. Pored toga, puna krv odvojena je za odredivanje hematoloskih parametara
koriS¢enjem heparinskih vakutejnera, dok je plazma koriS¢ena za analizu parametara
oksidativnog stresa. Od organa, izolovani su bubrezi, jetra, pluca, slezina, srce i timus koji
su kori$¢eni za odredivanje parametara oksidativnog stresa u tkivima, kao i za histoloske
analize. Uzorci tkiva za patohistolosku analizu su fiksirani kori§¢enjem neutralnog 10%
puferisanog formaldehida (pH 6,8), dok su uzorci tkiva za analizu parametara oksidativnog
stresa zamrznuti u te¢nom azotu i ¢uvani na -80 °C do momenta izvodenja eksperimenata.

Za pripremu homogenata tkiva, prvo su nepotpuno odmrznuti uzorci tkiva na ledu (0-4
°C), a nakon toga je na homogenizatoru (T10 basic ULTRA-TURRAX, IKA, Nemacka)
izvrSena homogenizacija 0,2-0,4 g uzorka u prethodno pripremljenom hladnom fosfatnom
puferu. KoriS¢en je 0,1 mol/l fosfatni pufer sa 1,15% KCl u odnosu 1:9 (v/v) €iji je pH 7,4.
Homogenati su centrifugirani su na +4 °C na 10000x g tokom 15 minuta. lzdvojeni
postmitohondrijalni supernatant prebacen je u ependorf tube i dalje koriS¢en za odredivanje
proteina, kao 1 parametara oksidativnog stresa, odnosno antioksidativne zastite.

3.5.5. Odredivanje hematoloSkih parametara

Analizator marke MYTHIC (Orphee Medical, Zeneva, Svajcarska) i komercijalni reagensi
koris¢eni za analizu hematoloskih parametara tretiranih Zzivotinja i kontrole i to:
odredivanje broja leukocita i1 leukocitarne formule, kao i procenta ovih ¢elija u odnosu na
ukupan broj leukocita. Takode, odredeni su parametri anemije: broj eritrocita,
koncentracija hemioglobina, hematokrit, srednji volumen eritrocita (engl. mean
corpuscular volumen, MCV), srednji sadrzaj hemioglobina u eritrocitu (engl. mean
corpuscular hemioglobin, MCH), srednja koncentracija hemioglobina u eritrocitu (engl.
mean corpuscular hemioglobin concentration, MCHC) i broj trombocita.

3.5.6. Odredivanje biohemijskih parametara

Za odredivanje biohemijskih parametara koriS¢en je analizator marke Cobas C311
(Diagnostics Roche, Bazel, Svajcarska) i komercijalni reagensi. U ovoj doktorskoj
disertaciji od biohemijskih parametara u uzorcima seruma tretiranih Zivotinja i kontrole
analizirani su: triacilgliceridi, holesterol, lipoprotein visoke gustine (engl. High density
lipoprotein, HDL), lipoprotein niske gustine (engl. low density lipoprotein, LDL),
kreatinin, mokra¢na kiselina, ukupni proteini u serumu, albumin, gvozde u serumu,
kalcijum (Ca?"), neorganski fosfor (POs%*"), magnezijum (Mg?*) i hloridi (CI), kao i
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aktivnost enzima: aspartat aminotransferaze (AST), alanin aminotransferaze (ALT) i
alkalne fosfataze (ALP).

3.5.7. Odredivanje nivoa hormona

Komercijalni reagensi za elektro-hemiluminiscentni imunoesej (ECLIA) iskoriS¢eni su za
odredivanje nivoa hormona u serumu Zzivotinja uz pomo¢ Cobas E411 analizatora

(Diagnostics Roche, Bazel, Svajcarska). Izmerene su koncentracije: testosterona,
trijodtironina (T3), tiroksina (T4), kao i slobodnog trijodtironina (FT3) i tiroksina (FT4).

3.5.8. Analiza produkcije proteina

Uticaj primenjenog tretmana na produkciju proteina odreden je koriS¢enjem ELISA (engl.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) kitova marke FineTest (Wuhan Fine
Biotech Co., Wuhan, Kina). U svako udubljenje na ELISA plo¢i dodato je 100 pL uzorka
(plazma ili supernatant homegenata tkiva) i potom izvrSena inkubacija na 37 °C u trajanju
od 90 min. Nakon toga, ploc¢a je ispirana dva puta rastvorom za ispiranje i dodato je 100
uL antitela specificnog za protein i obelezenog biotinom, nakon cega je ploca ponovo
inkubirana na 37 °C, 60 min. Usledilo je ponovno ispiranje i dodavanje 100 pL
streptavidin-konjugata za koji ¢e se vezati TMB substrat koji omogucéava bojenje u plavo.
Nakon inkubacije od 10-20 min na 37 °C, reakcija se zaustavlja dodavanjem stop reagensa
i o¢itava se apsorbancija na 450 nm. Izmerena je produkcija citokina, hemokina, i proteina
i to: interferona-gama (IFNY), interleukina-2 (IL-2), interleukina-6 (IL-6), interleukina-10
(IL-10), faktor nekroze tumora-alfa (TNFa), transformiSuceg faktora rasta-beta (TGBP),
hemiokin liganda 1 (CXCL1), kao i nuklearnog eritroidnog faktora-2 (Nrf2) i hem
oksigenaze 1 (HO-1), a potom je njihova koncentracija izracunata kori§¢enjem prethodno
napravljenih standardnih Kkriva.

3.5.9. Odredivanje parametara oksidativnog stresa/antioksidativne
zasStite

U plazmi i homogenatima tkiva odredeni su slede¢i parametri oksidativnog
stresa/antioksidativne zasStite: ukupan nivo glutationa (GSH), prisustvo ishemijom
modifikovanog albumina (IMA), aktivnost enzima superoksid dismutase (SOD),
malondialdehid (MDA) i ukupne sulfhidrilne grupe (SHG) nakon izlaganja SFN, PA-
MSHA 1 njihovoj kombinaciji u toku 28 dana. Reagensi koriS¢eni u ovom eksperimentu
bili su analitickog stepena Cisto¢e, nabavljeni iz komercijalnih izvora. Svi parametri
oksidativnog stresa mereni su na spektrofotometru SPECTROstar Nano UV/VIS
spectrometra (BMG Labtech, Ortenberg, Nemacka), kreirane su kalibracione krive iz kojih
je izraCunata koncentracija markera oksidativnog stresa / antioksidativne zastite.

Nivoi redukovanog GSH mereni su u tretiranim i netretiranim uzorcima
spektrofotometrijskom metodom. U 200 pl uzorka dodaje se 200 pl 5% sulfosalicilne
kiseline (SSA) i potom se vrSi vorteksiranje i centrifugiranje na +4 °C, 10000x g u trajanju
od 15 minuta. Nakon toga, izdvojeni supernatant prenosi se na mikrotitar plocu pri ¢emu se
u svaki bunari¢ dodaje 25 ul ex tempore pripremljenog reagensa, 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzojeve kiseline (DTNB) i 200 pL 0,3M Na2HPOa.

Da bi se odredio nivo ishemije na osnovu nivoa IMA, u 35 pL uzorka dodato je 10 ul
reagensa, odnosno kobalt-hlorid (CoCly). Tako pripremljen uzorak inkubiran je 10 minuta
na sobnoj temperaturi kako bi se izvrSilo vezivanje kobalta za albumin. Nakon toga, dodato
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je 10 uL kolorimetrijskog indikatora, ditiotreitol (DTT). Bojena reakcija je zaustavljena
nakon 2 minuta uz pomo¢ fizioloskog rastvora. Apsorbancija je ocitana na 470 nm.

Za odredivanje MDA spektrofotometrijskom metodom, prvo se uzorak pomesa sa TBA
reagensom (0,917 mmol/l trihlorsiréetna kiselina 1 2,6 mol/L tiobarbiturna kiselina) i
kratko vorteksira. Nakon toga sledi inkubacija u trajanju od 5 minuta na vodenom kupatilu
zagrejanom na 100 °C, i 10. minuta hladenja u rashladenoj vodi. Uzorci se potom prenose
u ependorf tube i centrifugiraju pod slede¢im uslovima: 4 °C, 10000x g, 10 minuta. Potom
se 250 uL supernatanta pipetira na plocu i meri se absorbancija na 535 nm. Uporedo sa
analizama pripremljeni su i standardni rastvori MDA pomocu kojih je konstruisana
kalibraciona kriva opsega 1-10 pmol/I.

Nivoi ukupnih SH odredeni su pomocu spektrofotometrijske metode koja se zasniva na
reakciji izmedu alifati¢nih tiola (SH grupa) u baznoj sredini (fosfatni pufer, pH 9,0) i
DTNB kao reagensom. U reakciji nastaje zuto obojen p-nitrofenol ¢iju je apsorbanciju
moguce meriti na 412 nm.

Superoksid dismutaza inhibira spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini (pH
10,2) Sto je iskoris¢eno za odredivanje aktivnosti ovog enzima u tkivima tretiranih i
netretiranih zivotinja. Aktivnost se izrazava u jedinici U/g koja ukazuje na koli¢inu enzima
potrebnog za 50% inhibicije autooksidacije adrenalina. U reakciji izmedu SOD i
adrenalina nastaje crveni proizvod Cija se apsorbancija meri na 480 nm bez prisustva SOD
(kontrola) i u prisustvu SOD (analiza), pri ¢emu se apsorbancija ocitava na svaki minut.
Dobijana vrednost SOD mnozi se sa 150 i deli sa masom ukupnih proteina u tkivu kako bi
se dobila kona¢na aktivnost SOD u pojedinacnom uzorku.

3.5.10. PatohistoloSka analiza tkiva

Patohistoloska analiza sprovedena je na Veterinarskom fakultetu, Univerzitata u Beogradu.
Uzorci tkiva jetre, slezine i timusa su nakon fiksacije, dehidrirani, prosvetljeni u ksilolu i
uklopljeni u parafin u skladu sa standardnom laboratorijskom procedurom. Parafinski
kalupi su serijski seCeni na debljinu od 5 um koriS¢enjem rotacionog mikrotoma (Reichert,
Be¢, Austrija). Preseci tkiva jetre bojeni su hematoksilinom i eozinom (H/E), perjodnom
kiselinom i Schiffovim reagensom (PAS) i Masson Goldner kompletom (MG)
(MerckMillipore, Darmstadt, Nemacka), dok su uzorci slezine i timusa bojeni samo H/E.
Preseci su montirani koriS¢enjem DPX medijuma za montiranje (FisherScientific, Lufbra,
Ujedinjeno Kraljevstvo) i posmatrani standardnim mikroskopom (Olympus CX31) koji je
opremljen digitalnom kamerom (UC50 Soft Imaging Solutions) i povezan sa
odgovaraju¢im softverom (SensEntry1.13, Munster, Nemacka). Preseci tkiva jetre koji su
obojeni PAS koris¢eni su za procenu depozicije glikogena (Gly) u hepatocitima, dok su se
preseci obojeni H/E 1 MG koristili za procenu intenziteta mikroskopskog oStecenja.
Prilikom procene mikroskopskog oStecenja tkiva jetre ocenjivani su slede¢i parametri:
hepatociti sa eozinofilnom citoplazmom (EH), steatoza (Ste), citoplazmatska vakuolizacija
(CV) i kongestija (Con). Depozicija glikogena i svi pomenuti parametri procenjivani su
semikvantitativno i bodovani kao 0 (odsutno), 1 (blago), 2 (umereno) i 3 (tesko). Ukupna
ocena mikroskopskog oSte¢enja izraunata je sabiranjem svih pomenutih parametra, i
potom deljenjem sa 4. Pored navedenih parametara na preparatima tkiva jetre obojenih MG
procenjivano je i eventualno prisustvo fibroze.

Na preparatima tkiva slezine bojenih H/E ispitana su i ocenjena odvojeno dva glavna
funkcionalna odeljka, crvena i bela pulpa. Ocenjivanje je sprovedeno na osnovu preporuka
uz slede¢a prilagodavanja: U beloj pulpi, koja se sastoji od periarterijskog limfocitnog
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omotaca (PALS), limfnih folikula (LF) i marginalnih zona (MZ), sve strukture su ispitane
odvojeno. Promene celularonosti u pogledu broja limfocita (Ly) procenjivane su u sve tri
navedene komponente bele pulpe, promene u veli¢ini struktura procenjivane su za PALS i
MZ, dok su promene u broju prisutnih struktura procenjivane su za PALS i LF. Takode je
procenjivan razvoj germinativnog centra u LF. U crvenoj pulpi su ocenjivane promene u
njenoj veli¢ini i celularnosti u pogledu broja Ly i hematopoetskih ¢elija (HC). Promene u
svim gore navedenim Kriterijumima procenjivani su semikvantitativno i ocenjivani kao 0
(normalno), 1/-1 (blago poveéano/smanjeno), 2/-2 (umereno povecano/smanjeno) i 3/-3
(izrazito povecano/smanjeno).

Na presecima timusa bojenim H/E izvrSena je rutinska histoloSka analiza koja je
podrazumevala pracenje prisustva slede¢ih parametara: amiloida, apoptoze limfocita,
atrofije, cista, hemioragija, hiperplazije epitelnih ¢elija, inflamacije, znakova involucije,
mineralizacije tkiva, nekroze limfocita i pigmenata.

3.5.11. Modelovanje odnosa doza-odgovor

Ben¢mark interval pouzdanosti izracunat je kao Sto je objasnjeno u poglavlju 3.4.4.
Analizirani parametri dobijeni u eksperimentu na pacovima predstavljeni su kao
kvantitativni, kontinuirani podaci za svaku pojedina¢nu varijablu. Analiziran je odnos
doza-efekat odgovor za svaku dozu SFN, odnosno PA-MSHA, pojedina¢no i u
kombinaciji, primenjenu u eksperimentu na pacovima, dok su kao efekat, posmatrane
vrednosti izmerenih hematoloskih i biohemijskih parametara, hormona u serumu, citokina,
hemiokina i proteina, kao i vrednosti parametara oksidativnog stresa odnosno
antioksidativne zaStite. Kao BMR, tj. veli¢ina efekta za izraCunatu dozu, uzeta je vrednost
5% prema preporukama softvera i EFSA za kontinuirane podatke pri nivou pouzdanosti od
90%, dok je broj iteracija postavljen na 200. Kao matematicki pristup koris¢en je model
uprosecavanja (engl. model averaging) pri ¢emu je odnos BMDU/BMDL < 100 usvojen
kao kriterijumi za validnost dobijenih rezultata.

3.5.12. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada rezultata izvrSena je pomoc¢u Graph Pad Prism 8.0 softvera (GraphPad
Software Inc., San Diego, SAD), pri ¢emu su podaci prvo testirani na normalnost raspodele
upotrebom Shapiro Wilk testa, a potom su srednje vrednosti izmedu grupa poredene
koris¢enjem jednofaktorske analize varijanse (ANOVA) pracene post-hoc FiSerovim
testom (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost (SV) 1 standardna devijacija (SD). U slucajevima kada ispitivani
parametri u grupi ne prate normalnu raspodelu, koris¢en je Kruskal-Walli’s test prac¢en
Dunn post-hoc testom, a dobijeni rezultati predstavljeni su kao medijana i opseg
(minimum-maksimum). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa ponovljenim
merenjem i LSD post hoc testom (engl. Least Significant Difference, LSD) koris¢ena je za
poredenje promena srednjih vrednosti izmedu kontrole 1 eksperimentalnih grupa u vise
vremenskih perioda (1, 7, 14, 21. i 28. dana) tokom trajanja eksperimenta, a rezultati su
predstavljeni kao SV 1 SD. Softver graph Pad Prism 8.0 je takode koriS¢en za graficki
prikaz rezultata. Znacajnost je prihvacena za p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. In silico analiza

4.1.1. Predvidanje toksi¢nosti sulforafana

Prvi korak in silico analize bio je predvidanje potencijalnih toksi¢nih efekata SFN na
osnovu njegove hemijske strukture. Hemijska struktura D,L-SFN ucitana je u Derek Nexus
softver u SMILES formatu (CS(=O)CCCCN=C=S). Prepoznate su 2 toksofore u molekulu,
izocijanat i izotiocijanat (Prilog 1, Slika 1). Ove hemijske grupe predstavljaju upozorenja u
strukturi SFN i mogu biti odgovorne za pojavu sledecih potencijalnih toksi¢nih efekata: in
Vvitro osSte¢enje hromozoma kod sisara, in vitro mutagenost kod bakterija i osetljivost koze
(senzibilizacija) kod sisara. Nivo dokaza za predvidene efekte je uverljiv (engl. plausible)
Sto znaCi da su ovi nalazi verovatno tacni i validni, odnosno da postoji dovoljan broj
literaturnih  podataka koji opisuju vezu izmedu izocijanata ili izotiocijanata |
identifikovanih toksi¢nih efekata. Daljom in silico analizom ispitani su potencijalni
molekularni mehanizmi koji mogu doprineti oSteenju hromozoma, mutagenosti ili
osetljivosti koZe, ali 1 pojavi drugih toksi¢nih efekata vezanih za primenu SFN.

4.1.2. Toksikogenomicka analiza sulforafana

Uticaj SFN na ekspresiju gena ispitan je pomocu CTD baze podataka, gde je utvrdeno da
SFN interaguje sa ukupno 1933 gena i ostvaruje 2924 interakcije (decembar, 2023), pri
¢emu najveci broj interakcija ostvaruje sa genima ukljuéenim u mehanizme antioksidativne
zaStitne 1 proces inflamacije, i to: NFE2L2, NQO1, HMOX1, GCLC, IL1B, TXNRD1,
IFNG, TNF, GCLM, AGT. Ovi podaci preuzeti su iz Gene kartice, CTD baze podataka. Uz
pomo¢ Chemical-gene Interaction Query dodatka odreden je tip interakcija izmedu
pomenutih gena i SFN na razli¢itim nivoima ekspresije, pri ¢emu je identifikovano 3 vrsta
interakcija: ekspresija mMRNK, ekspresija proteina i aktivnost proteina. U obzir su uzete
samo binarne interakcije (jedan gen-jedna hemikalija), dok su visekomponentne iskljucene
iz daljeg razmatranja. U Tabeli 3 sumiran je broj i vrsta interakcija izmedu SFN 1 10 gena
za koje postoji najveci broj dokaza (literaturnih podataka), kao 1 najznacajniji metabolicki
procesi regulisani datim genima. Strelice nadole oznacavaju inhibiciju navedenih procesa,
dok strelice nagore oznacavaju stimulaciju. Obe tendencije mogle su se uociti u slucaju
pojedinih interakcija.
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Tabela 3. Broj i vrsta interakcija izmedu gena i sulforafana (CTD; hiips://ctdbase.org/) i
metabolic¢ki procesi regulisani datim genima

Gen* Oznaka  Broj interakcija Vrstainterakcije Metaboli¢ki proces*

1 ekspresija mRNK
NFE2L2 296 1 ekspresija proteina  Oksidativni stres
1 aktivnost proteina

1 ekspresija mRNK
NAD(P)H dehidrogenaza NQO1 149 1 ekspresija proteina  Oksidativni stres
1 aktivnost proteina

1 ekspresija mRNK
Hem oksigenaza 1 HMOX1 101 1 ekspresija proteina  Oksidativni stres
1 aktivnost proteina

1 ekspresija mRNK
Qama-glutamﬂmstem GCLC 37 l ekspres'l'_]a mRNK
sintetaza 1 ekspresija proteina
1 aktivnost proteina

| ekspresija mRNK
Interleukin-1B IL1B 34 | ekspresija proteina Inflamacija
| aktivnost proteina

1 ekspresija mRNK
| ekspresija mRNK
Tioredoksin reduktaza 1 TXNRD1 34 1 ekspresija proteina  Oksidativni stres
1 aktivnost proteina
| aktivnost proteina

Nuklearni faktor 2 slican
eritroidu

Oksidativni stres

Interferon gama IFNG 28 | aktivnost proteina Inflamacija
Faktor nekroze tumora- 1 ekspresija mRNK .
alfa TNF 21 | ekspresija mRNK Inflamacija

1 ekspresija mRNK
Glutamat-cistein ligaza GCLM 20 | ekspresija mRNK Oksidativni stres

1 ekspresija proteina

Angiotenzinogen AGT 19 / Regulacija KP *
*podaci preuzeti iz GeneCards baze podataka (https://www.genecards.org/); + KP: krvni pritisak

Dodatno, u okviru Disease kartice CTD baze identifikovane su 1803 bolesti koje se
povezuju sa SFN, medu kojima je 28 bolesti za koje je pokazano da SFN ima potencijalni
terapijski efekat kao S$to su, na primer: kardiomiopatija, dijabetesna nefropatija,
inflamatorne bolesti, akutno oSteCenje bubrega, dermatitis, disfunkcija i remodelovanje
sr¢anih pretkomora, kao i jedna (trovanje) koje moZe biti posledica primene SFN. Veze
izmedu SFN i ostalih identifikovanih bolesti predstavljaju proizvod deduktivnog
zaklju¢ivanja, odnosno povezuju SFN sa nastankom bolesti posredstvom gena na koje on
deluje. Drugim recima, ukoliko SFN utice na ekspresiju gena ukljucenih u nastanak
odredene bolesti, CTD baza stvara link/vezu izmedu SFN i date bolesti. Kako in silico
analiza sluzi za usmeravanje daljih in vitro i in vivo testova toksi¢nosti, posmatrane su
samo bolesti za koje postoji direktna veza.

Rezultati interakcije SFN i gena dalje su potvrdeni koris¢enjem STITCH baze. Ova baza
formira 1 mrezu SFN-protein interakcija koje su oznacene zelenom bojom. Debljina veze
pokazuje jacinu asocijacije, dok sive linije predstavljaju vezu izmedu intereagujucih
proteina (Slika 1).
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Slika 1. MreZa interakcija SFN i proteina (STITCH, http://stitch.embl.de/)
Zelena boja: veza hemikalija-protein; siva boja: veza protein-protein

Detaljan prikaz predvidenih SEN-protein interakcija dat je u Tabeli 4. Skor ukazuje na
potencijal SFN da promeni ekspresiju i/ili aktivnost proteina. Vrednosti blize jedinici
sugeriSu vecu verovatnocu za nastanak interakcije.

Tabela 4. Sulforafan-protein interakcije preuzete iz STITCH baza podataka
(http://stitch.embl.de/)

Protein Oznaka Skor
NAD(P)H dehidrogenaza NQO1 0,989
Nuklearni faktor 2 sli¢an eritroidu NFE2L2 0,978
Kaspaza 3 CASP3 0,947
Protein toplotnog Soka AA1 HSPI90AAL 0,943
Mitogenom aktivirana protein kinaza 14 MAPK14 0,943
Histon deacetilaza 6 HDAC6 0,943
Prostaglandin D sintaza HPGDS 0,874
KEAP1 protein (engl. Kelch-Like ECH-Associated Protein 1) KEAP1 0,872
Glutation S-transferaza alfa 1 GSTA1 0,869
Glutation S-transferaza mi 1 GSTM1 0,869

Kao $to je i ocekivano, SFN intereaguje sa proteinima ¢ija je funkcija antioksidativna
zastita u ¢elijama, pre svega sa NQOI1 i NRF2, ali i sa KEAP1 proteinom koji regulise
aktivnost NRF2. Takode, SFN direktno uti¢e na dva oblika glutation S-transferaze, alfa 1 i
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mi 1. Bitno je ista¢i i da SFN interaguje sa CASP3 i MAPK 14, proteinima uklju¢enim u
proces programirane ¢elijske smrti, apoptoze.

Buduc¢i da SFN reguliSe veliki broj gena, prioritizacija, odnosno odredivanje najznacajnijih
gena iz unetog seta gena, sprovedeno je pomocu Cytoscape dodatka CytoHubba koji
koris¢enjem matematickih metoda rangira gene/proteine iz mreze na osnovu njihove
znacajnosti, odnosno omogucava generisanje nove mreze interakcija koja predstavlja
glavnu mrezu sa¢injenu od 20 najznacajnijih gena na koje deluje SFN, kao i na proteine
koje kodiraju ti geni. Sprovedena analiza, potvrdila je znaajnu vezu izmedu SFN i
gena/proteina uklju¢enih u proces apoptoze, imunskog odgovora i oksido-reduktivnih
reakcija (Slika 2). Izdvojeni geni/proteini dalje su korisc¢eni za analizu genske onotologije.

v

IFNG

CXCL8

Slika 2. Dvadeset najznacajnijih sulforafan-intereagujucéih gena/proteina rangiranih pomocu
Cytoscape CytoHubba alata, MCC metodom (engl. Maximal Cligue Centrality, MCC)

Intenzitet boje ¢vorova u mrezi (gena/proteina) korelira sa njihovom znacajnos¢u, pri ¢emu Zuta predstavlja
najnizu, a crvena najvisu znacajnost gena/proteina

4.1.3. Genska ontologija sulforafan-intereagujucih gena

Analiza ontologije gena sprovedena je u cilju razumevanja funkcije gena i njihovih
medusobnih odnosa, odnosno kako geni doprinose bioloskim procesima, molekularnim
funkcijama 1 celijskim komponentama. Bioloski procesi se deSavaju unutar Celije ili
organizma, poput Celijske deobe, metabolizma ili odgovora na stres, dok su molekularne
funkcije specificne aktivnosti koje obavljaju pojedinacne molekule kao §to su proteini
(vezivanje DNK, enzimska aktivnost, transport jona i mnoge druge). Konac¢no, celijske
komponente su delovi Celijske strukture ili organele, poput Celijske membrane, jedra,
mitohondrija ili ribozoma, gde se odvijaju razliciti bioloski procesi (120).

Funkcionalna analiza (ontologija) SFN-intereagujucih gena sprovedena je, uz pomoc
Cytoscape BINGO dodatka kojim je identifikovano 1419 procesa, a 10 najznacajnijih je
prikazano u Tabeli 5. Potom su bioloski procesi 1 molekularni putevi ispitani pomocu
Cytoscape dodatka ClueGO + CluePedia, a potvrdeni primenom DAVID alata.
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Tabela 5. Deset najznacajnijih bioloSkih procesa regulisanih sulforafan-intereagujuéim genima
dobijeni koriséenjem Cytoscape BINGO alatke (nitps://apps.cytoscape.org/apps/bingo)

ID bioloskog procesa Naziv p vrednost Geni
CXCLS8, TGFB1, STATS,
Proces zarastanja 12 HIF1A, NFKB1, INS, IL6,
9611 rana 3,49 CASP3, IL1B, BCL2, AKT1,
CCL2, TLR4
JUN, CXCL8, TGFB1, STAT3,
Odgovor na 12 PTGS2, HIF1A, NFKB1, INS,
6950 stresore 4.8% IL6, IFNG, CASP3, IL1B, ALB,
BCL2, AKT1, CCL2, TLR4
CXCLS8, TGFB1, STATS3,
Odbrambeni 12 HIF1A, NFKB1, INS, IL6,
6952 odgovor organizma 4,89 IFNG, IL1B, BCL2, AKT1,
CCL2, TLR4
Inflamatorni IL6, CXCL8, TGFB1, IL1B,
6954 odaovor 4,89e12 STAT3, AKT1, CCL2, HIF1A,
g TLR4, NFKB1, INS
JUN, TGFB1, PTGS2, NFKB1,
Regulacija 12 INS, IL6, IFNG, CASP3, IL1B,
42981 apoptoze 4,89 ALB, BCL2, AKT1, CCL2,
TLR4
Regulacija JUN, TGFB1, PTGS2, NFKBI,
. INS, IL6, IFNG, CASP3, IL1B
-12 ' ’ ’ y y
43067 programirans 4,89 ALB, BCL2, AKT1, CCL2,
) TLR4
JUN, TGFB1, PTGS2, NFKB1,
Regulacija ¢elijske 12 INS, IL6, IFNG, CASP3, IL1B,
10941 smrti 4,89 ALB, BCL2, AKT1, CCL2,
TLR4
Pozitivna requlaciia JUN, IL6, TGFB1, IFNG, IL1B,
51094 razvoino grocesga 8,61e1? BCL2, AKT1, PTGS2, HIF1A,
Jnog p NFKB1, INS
JUN, CXCLS8, TGFB1, STATS3,
Celijski odgovor na 0 HIF1A, IL6, IFNG, CASP3,
51716 stimuluse 2,29 IL1B, ALB, BCL2, AKT1,
CCL2, TLR4
odgovor na JUN, IL6, CXCLS8, TGFB1,
9605 eksterr?e stimuluse 2,46e 1! IFNG, IL1B, ALB, BCL2,
AKT1, CCL2, PTGS2, TLR4

Izdvojenim setom gena pokrecée se niz reakcija u organizmu ¢iji je krajnji efekat aktivacija
i/ili inhibicija jednog od 4 identifikovana klastera:

e Kilaster 1: regulacija monooksigenazne aktivnosti koja obuhvata 76,47%
identifikovanih puteva

e Kilaster 2: interleukin-4 i interleukin-13 signalni put koji obuhvata 11,76%
identifikovanih puteva

e Kilaster 3: pozitivna regulacija aktivnosti signalnih receptora koja obuhvata 5,88%
identifikovanih puteva

e Kilaster 4: sekretorni fenotip povezan sa starenjem koji obuhvata 5,88%
identifikovanih puteva


https://apps.cytoscape.org/apps/bingo

Rezultati ove analize prikazani su na slici 3.
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Slika 3. Identifikovani molekularni putevi sulforafan-intereagujuéih gena

Velicina ¢vorova ukazuje na procenat gena iz skupa ukljucenih u regulaciju svakog molekularnog puta; boja
ukazuje na povezanost gena sa klasterom (Cytoscape ClueGo + CluePedia: baze podataka KEGG, Reactome i
WikiPathways su odabrane za analizu puteva kao i dvofazni hipergeometrijski statisticki test sa Bonferroni
step-down korekcijom i k vrednoscéu 0,3)

Konacno, koriS¢enjem istih baza podataka 1 statistickih testova, DAVID alatom
identifikovano je 34 klastera, medu kojima je interleukinski signalni put ¢iji je skor 11,75,
zatim signalni putevi pokrenuti infekcijom (skor 8,72), kao i odgovor na zarastanje rana
(skor 6,71). Stoga, naredne in silico analize bile su usmerene ka detaljnijem ispitivanju

uticaja SFN na imunski sistem.
4.1.4. Uticaj sulforafana na imunski sistem

U cilju boljeg razumevanja SFN-imunski odgovor relacije, koris¢ena je nova funkcija CTD
baze, CTD Tetramers (engl. ChemicalGenePhenotypeDisease-tetramers, CGPD-tetramer)
koja omogucava formiranje veze izmedu hemikalije i bolesti preko hemikalija-gen i gen-
fenotip interakcija. Na ovaj naCin, moguce je ispitati vezu izmedu SFN (hemikalija) i
inflamatornih bolesti (bolest) kako bi se podrobnije istrazili mehanizmi imunskih odgovora
indukovani SFN. Otkriveno je ukupno 215 tetramera povezanih sa SFN i inflamacijom
preko 40 gena i1 48 fenotipa. Vecina identifikovanih fenotipova grupisana je u 7 kategorija
na osnovu zajedni¢kih gena (Slika 4) 1 to: regulacija celijskog ciklusa (67 tetramera
formirana kroz 9 fenotipa i 27 gena), oksidativni stres (43 tetramera: 15 fenotipa i 24
gena), inflamatorni odgovor (35 tetramera: 5 fenotipa i 24 gena), apoptoza (30 tetramera: 2
fenotipa 1 22 gena), regulacija Celijske lokalizacije (17 tetramera: 8 fenotipa i 11 gena),
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regulacija Celijske signalizacije (16 tetramera: 3 fenotipa i 13 gena) i ¢elijski odgovor na
stimulus (3 tetramera: 3 fenotipa i 3 gena), dok su preostala 3 fenotipa (kontrakcija srca,
spermatogeneza i tolerancija na auto-antigene) ukljuena u generisanje 3 tetramera
posredstvom SOD1 i TGFBL1 gena.
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Slika 4. Matrica CGPD-tetramera

Veza izmedu sulforafana i inflamacije; 215 identifikovanih CGPD-tetramera predstavljenih kroz matricu,
rasporedeni po zajednickim genima i fenotipovima. Ukupno 40 gena (Srafirani pravougaonici) i 48
fenotipova grupisano u 7 kategorija povezuju sulforafan sa inflamacijom

4.1.5. Predvidanje toksi¢nih efekata sulforafana na nivou gena

Sprovedene in silico analize iskori§¢ene su i za predvidanje potencijalno toksi¢nih efekata
SFN kod pacijenata obolelih od karcinoma kolona, pankreasa i prostate.

Prvi korak podrazumevao je da se identifikuju razli¢ito eksprimirani geni (engl.
Diferentially Expressed Genes, DEG) u tkivima karcinoma. U GEO bazi podataka za
analizu ekspresije gena u karcinomu kolona, odabrana su tri skupa, GSE41258 i
GSE68468 sacinjena od 186 tkiva karcinoma kolona 1 55 zdravih tkiva sluzokoze kolona,
kao i GSE62932 set sa 64 uzorka karcinoma i 4 uzorka zdravog tkiva. Setovi odabrani za
analizu karcinoma pankreasa, sadrZali su 139 uzoraka tumorskog tkiva 1 102 kontrolna,
zdrava tkiva (GSE 183795), 7 tumorskih i 9 kontrolnih (GSE22780), odnosno 4 tumorska i
4 kontrolna, zdrava tkiva pankreasa (GSE27890). Konacno, za analizu karcinoma prostate,
odabrani su slede¢i setovi: GSE6919 i GSE29079 koji su sadrzali 131 uzorak tumorskog i
35 zdravih uzoraka tkva, odnosno 47 tumorskih naspram 48 kontrolnih tkiva prostate,
redom.

Prvo je svaki od navedenih setova unet u GEO2R program koji omogucava identifikaciju
gena Cija je ekspresija izmenjena u svakom od navedenog karcinoma u odnosu na
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normalnu c¢eliju, a potom je generisan Venov dijagram za DEG u cilju pronalaska
poveéano eksprimiranih, odnosno smanjeno eksprimiranin gena. Kod kolorektalnog
karcinoma 277 gena izdvojilo se kao povecano eksprimirano, a 128 smanjeno
eksprimirano, dok je za karcinom pankreasa pronadeno 20 povec¢ano eksprimiranih i 14
smanjeno eksprimiranih gena u svim ispitivanim setovima. Konac¢no, u karcinomu prostate
pronadeno je 37 povecano eksprimiranih i 13 smanjeno eksprimiranih gena zajednickih za
oba seta.

Potom su iz CTD baze podataka preuzeti geni koji interaguju sa SFN. Dobijeni geni
ukrSteni su sa izdvojenim setovima DEG u tkivima analiziranih karcinoma kako bi se
utvrdilo na koje od njih SFN moze da utice. Identifikovano je 99 SFN-intereagujucéih gena
Cija je ekspresija izmenjena u karcinomu kolona i to 66 povecano eksprimiranih i 33
smanjeno eksprimiranih. Pored toga, 12 DEG u karcinoma pankreasa (8 povecano
eksprimirano i 4 smanjeno eksprimirana gena) i 21 gen u karcinomu prostate (10 poveéano
eksprimiranih i 11 smanjeno eksprimiranih) dovode se u vezu sa SFN. Lista svih
izdvojenih gena, data je u Prilogu 1 (Tabela 1).

Analiza genske ontologije SFN-intereaguju¢ih DEG izvedena je kako bi se identifikovala
oboljenja povezana sa datim genima. Svaki set gena analiziran je posebno kori$¢enjem
Cytoscape ClueGo+CluePedia alata, koja koristi podatke dostupne u KEGG,
WikiPathways, i Reactome bazama podataka pri ¢emu je p vrednost < 0,05. Na slici 5
prikazani su putevi regulisani setom gena ¢ija je ekspresija izmenjena u karcinomu kolona,
a sa kojima intereaguje SFN. Dobijeni rezultati ukazuju na moguc¢nost SEN da utice na
puteve diferencijacije belih i braon adipocita, kao i na proces adipogeneze. Pored toga,
dejstvom na TIMP1, KLF4, COL1Al, MMP28, CXCL8, NOX4 i CDK1 gene, SFN
interferira sa procesom zarastanja rana i opekotina, pri ¢emu se moze postaviti pitanje da li
je njegov efekat pozitivan ili negativan.
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Slika 5. Analiza genske onotologije gena sa izmenjenom ekspresijom u karcinomu kolona
Veli¢ina ¢vorova ukazuje na procenat gena iz skupa koji je uklju¢en u regulaciju svakog molekularnog puta;
boja oznac¢ava povezanost gena sa odredenim molekularnim putem (Cytoscape ClueGo + CluePedia: KEGG,
Reactome i WikiPathways baze podataka su odabrane za izdvajanje liste puteva; dvosmerni hipergeometrijski
test sa Bonferroni korekcijom i k skor od 0,3)

Na isti nacin, analizirani su i geni ¢ija je ekspresija izmenjena u karcinomu pankreasa i
prostate, a na koje deluje SFN. Samo dva molekularna puta identifikovana su kao znacajna
u slucaju pankreasa (MET aktivirani PTK2 signalni put i Formiranje ekstracelularnog
matriksa posredstvom proteoglikana), dok su se za karcinom prostate izdvojili:
Cirkardijalna regulacija u uslovima fizickog napora, Kontrakcija glatke muskulature i
Endotelin-regulisani putevi.

4.1.6. Toksikogenomicka analiza inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa

Detaljna pretraga dostupne literature u PubMed bazi podataka i analiza preuzetih
publikacija sprovedena je u cilju pronalaska gena na koje uti¢e primena PA-MSHA, kako
bi se dalje sprovela sveobuhvatna toksikogenomicka analiza. Identifikovano je ukupno 64
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gena Cija je ekspresija izmenjena dejstvom PA-MSHA, medu kojima je 48 gena povecano
eksprimirano i 16 smanjeno eksprimirano nakon izlaganja pomenutoj bakteriji (Prilog 1,
Tabela 2). Ovi geni su potom uneti u Cytoscape STRING alat koji formira mrezu
interakcija izmedu njih 1 predvida 20 srodnih gena, sa nivoom pouzdanosti od > 0,4 po
preporuci softvera. Posebno su formirane mreze za povecano i smanjeno eksprimirane
gene, a potom je izvrSena prioritizacija gena na isti nacin kao §to je opisano za SFN, uz
pomo¢ CytoHubba Cytoscape dodatka (Slika 6). Izdvojeni geni/proteini dalje su koriséeni
za analizu genske onotologije.
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Slika 6. Dvadeset najznacajnijih inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa-intereagujucih
gena/proteina ¢ija je ekspresija povecana (A) i smanjena (B) rangiranih pomocéu Cytoscape
CytoHubba alatke, MCC metodom (engl. Maximal Clique Centrality, MCC)

Intenzitet boje ¢vorova u mrezi (gena/proteina) korelira sa njihovom znacajnoscu, pri c¢emu zuta predstavlja
najnizu, a crvena najvisu znacajnost gena/proteina

4.1.7. Genska ontologija inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa-
intereagujucih gena

Analiza ontologije povecano I smanjeno eksprimiranih PA-MSHA-intereagujuc¢ih gena
sprovedena je uz pomo¢ Cytoscape BINGO dodatka koji identifikuje bioloSke procese
regulisane unetim setom gena. Za gene Cija je ekspresija stimulisana dejstvom PA-MSHA
identifikovan je 1131 proces, a najznacajnijih 10 je prikazano u Tabeli 6. Kao §to je i
oc¢ekivano, PA-MSHA indukuje ekspresiju gena ukljucenih u procese regulacije imunskog
odgovora i produkcije citokina, dok je istom analizom utvrdeno da PA-MSHA suprimira
gene znacajne za proces apoptoze i regulaciju ¢elijskog ciklusa (Tabela 7).
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Tabela 6. Deset najznacajnijih  bioloSkih procesa regulisanih poveéano eksprimiranim
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa-intereagujucéim genima dobijeni koriséenjem
Cytoscape BINGO alatke (https://apps.cytoscape.org/apps/bingo)

ID bioloskog procesa Naziv p vrednost Geni
Regulacija
2 IL10, IL1A, IL6, IFNG, IL1B
-15 ’ ’ y y ’
32675 _ Produkcije 1,43 TNF, TLR4, MYD88, TLR2
interleukina-6
IL10, CXCLS8, TNF, IL2,
Odgovor na 15 ICAM1, IL4, IL1A, IL6, IFNG,
48583 stimuluse 2,08e IL1B, AKT1, CCL2, TLR4,
MYD88, TLR2
Regulacija procesa
o IL10, IFNG, IL1B, AKT1, TNF
_ -14 ) ) ) ) )
45428 blosmtege azot 1,29 TLR4, ICAML, TLR2
oksida
IL10, CXCLS, STAT3, TNF,
. NFKB1, IL4, IL1A, IL6, IFNG
-14 1 1 1 1 1
6952 Imunski odgovor 1,30e IL1B, AKT1, CCL2, TLR4,
MYDS88, TLR2
Regulacija 14 IL10, IL4, IL6, IFNG, IL1B,
2697 imunskih procesa 1,39 TNF, TLR4, IL2, ICAM1, TLR2
Regulacija
produkcije
. IL10, IL4, IL6, IFNG, TNF
-14 1 ’ 1 ) ’
2700 molek.l_JIarnlh 4,9¢e TLR4, IL2, TLR2
medijatora
imunskog odgovora
... .. 1L10, STAT3, TNF, NFKB1,
31328 Pozrl(t)lcver:; rcee%iJ Isiceua 6,60e 4 IL2, ICAML L4, IL1A, IL6,
p biosimezje ’ CD4, IFNG, IL1B, AKT1,
TLR4, TLR2
IL10, STAT3, TNF, NFKB1,
9891 Pozitivna regulacija 6,606 IL2, ICAM1, IL4, IL1A, ILS6,
procesa biosinteze ' CD4, IFNG, IL1B, AKT1,
TLR4, TLR2
1L10, CXCLS8, TNF, IL2,
Procesi imunskog 14 ICAM1, IL4, IL1A, IL6, CD4,
2376 sistema 6,60e IFNG, IL1B, AKT1, CCL2,
TLR4, MYD88, TLR2
Requlaciia IL10, IL1A, IL6, CD4, IFNG,
1817 rodukgi'e ci{okina 6,60e IL1B, CCL2, TNF, TLR4,
P ! MYD88, TLR2
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Tabela 7. Deset najznacajnijih bioloSkih procesa regulisanih smanjeno eksprimiranim
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa-intereagujucéim genima dobijeni koriséenjem

Cytoscape BINGO alata (https://apps.cytoscape.org/apps/bingo)

42981

43067

10941

42493

8637

43065

43068

51726

10942

42221

ID bioloskog procesa

Naziv

Regulacija
apoptoze

Regulacija
programirane
¢elijske smrti

Regulacija ¢elijske
smrti

Odgovor na lekove

Apoptotske
promene
mitohondrija

Pozitvna regulacija
apoptoze

Pozitvna regulacija
programirane
¢elijske smrti

Regulacija
celijskog ciklusa

Pozitivna regulacija
¢elijske smrti

Odgovor na
hemijske stimuluse

p vrednost

3,57e

3,57et

3,57et

8,5e1!

2,59¢10

2,59¢10

2,59¢10

2,59¢10

2,59¢10

5,22¢e10

Geni

CDKNI1A, JUN, CDKNZ2A,
PTEN, ESR1, TNF, MMP9,
CDH1, CASP3, BCL2,
CTNNB1, AKT1, KRAS, TP53

CDKNI1A, JUN, CDKNZ2A,
PTEN, ESR1, TNF, MMP9,
CDH1, CASP3, BCL2,
CTNNB1, AKT1, KRAS, TP53

CDKN1A, JUN, CDKN2A,
PTEN, ESR1, TNF, MMP9,
CDH1, CASP3, BCL2,
CTNNB1, AKT1, KRAS, TP53

CDKN1A, JUN, CDH1, MYC,
STATS, PTEN, BCL2,
CTNNB1, TNF, TP53

JUN, CDKN2A, CASP3, BCL2,
AKT1, TP53

CDKNI1A, JUN, CDKN2A,
CASP3, PTEN, BCL2,
CTNNB1, AKT1, TNF, MMP9,
TP53

CDKNI1A, JUN, CDKN2A,
CASP3, PTEN, BCLZ2,
CTNNB1, AKT1, TNF, MMP9,
TP53

CDKNI1A, JUN, CDKN2A,
CDH1, CASP3, MYC, PTEN,
BCL2, AKT1, TNF, TP53

CDKNI1A, JUN, CDKN2A,
CASP3, PTEN, BCL2,
CTNNB1, AKT1, TNF, MMP9,
TP53

CDKNI1A, JUN, STAT3, PTEN,
ESR1, TNF, ACTB, CDH1,
CASP3, MYC, BCL2, CTNNBL1,
AKT1, KRAS, TP53

Potom su molekularni procesi i putevi ispitani pomo¢u Cytoscape dodatka ClueGO +
CluePedia kao $to je prethodno objasnjeno. Povecano eksprimirani PA-MSHA geni
grupisani su u 23 klastera medu kojima su: Gastrin signalni put, Signalni put tiroidnih
hormona, Apoptoza, kao i signalni putevi interleukina (IL-4 i IL-13, IL-2, IL-5) (Slika 7),
dok su se smanjeno eksprimirani geni grupisali u 2 klastera i to: Malarija i PD-L1

ekspresija i PD-1 kontrolni put u tumorima.
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% genes per group

Gastrin signaling pathway 6.52% ™ ——— - Ayl hydrocarbon receptor pathway 2.54%

Chromosomal and microsatellite —— ) )
instability in colorectal cancer 5.07% ™ _ . ©Pathways affected in adenoid cystic
.. \ carcinoma ? 54% **
\\\-. Mammary gland development pathway -
T, Embryonic development (Stage 1 of 4)
N 3AI%
“ % Protecalveans in cancer 5.07% **
\:Nmrh sianaling nathwav 3.62% **
—._ Thvroid cancer 3. 26% **
“FErbB sionaling nathwav 3 62% *
__Interleukin-4 and Interleukin-13 signaling
- 4T71%
- IL-A sianaling pathwav 3 26%
|~ AGE-RAGE signaling pathway in diabstic
e comnlications 3 88% **
TGF-beta signaling in thyroid cells for
_~-epithelial-mesenchymal transition 3.98%

Hair follicle development: organogenesis _——
-part2of34.35%*

RACT/PAK1/p3BIMMP 2 pathway 5.8% ™ —— —

Endometrial cancer §.8% **

IL-2 signaling pathway 3.62%** . |

Head and neck squamous call
carcinoma 5.07% ** .

e

Thyroid hormone signaling pathway
507%™ ~. _—
- Intearated cancer nathwav 3 99% **

Apoptosis 5.07% e . T _DMA damage response (only ATM
T-cell activation SARS-CoV-2 507%™ — — = e — dependent) 4.35% ™

Slika 7. Klasteri molekularnih procesa i puteva regulisanih genima Cija je ekspresija indukovana
dejstvom inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa

Procenat oznacava broj gena iz seta ukljuCenih u regulaciju svake od navedenih molekularnih grupa
(Cytoscape ClueGo + CluePedia: baze podataka KEGG, Reactome i WikiPathways su odabrane za analizu
puteva kao i dvofazni hipergeometrijski statisti¢ki test sa Bonferroni step-down korekcijom i k vrednos$cu
0,3)

*kk

SFN i PA-MSHA intereaguju sa 13 zajednickih gena i to AKT1, BAD, BAX, CASP3,
CASP8, CCL2, CD14, CDH1, CDKNI1A, IFNG, TLR4, TLR6 i TNF, koji su ukljuceni u
proces apoptoze i regulacije imunskog odgovora. Dok PA-MSHA stimuli$e ekspresiju svih
identifikovanih zajednic¢kih gena, SFN deluje inhibitorno na BAD i IFNG. Pored toga,
zabeleZene su dvojne interakcije izmedu SFN i TNF, CCL2, CDH1 i AKT1 gena (CTD,
Chemical-gene interaction Query), odnosno SFN moze dovesti do njihove pojacane ili
smanjene ekspresije. Na preostale gene (BAX, CASP8, CASP3, CD14, CDKN1A, TLR4 i
TLR6) SFN deluje u istom smeru kao i PA-MSHA, odnosno dalje pojacava njihovu
ekspresiju $to moze dovesti do poja¢anog odgovora imunskog sistema i/ili apoptoze
(Prilog 1, Tabela 3).

4.2. Ispitivanje citotoksi¢nog potencijala u in vitro uslovima

4.2.1. Citotoksi¢nost

Citotoski¢nost SFN, odnosno njegov potencijal da zaustavi rast i razvoj ¢elija ispitan je na
2 celijske kulture humanog karcinoma kolona, HCT-116 i HT-29, kao i na celijama
fibroblasta plu¢a, MRC-5. U HT-29 Celijskoj liniji mutiran je p53, tumor supresorni gen
ukljuéen u proces apoptoze. Celijske linije tretirane su rastuéim koncentracijama SFN
(1,156, 3,125, 6,25, 12,5 1 25 uM) tokom 72 h, nakon cega je odredena vijabilnost celija
MTT testom i izraCunata vrednost inhibitorne koncentracije (IC50). Tretman HTC-116 i
HT-29 celija SFN je pokazao dozno zavisnu citotoksi¢nost. HCT-116 ¢elije pokazale su
vecu osetljivost na SFN (IC50 = 8,41 uM), dok je IC50 za HT-29 iznosila 24,83 uM
(Tabela 8). U daljim eksperimentima koris¢ene su IC50 vrednosti SFN i to: za HCT-116
10 uM, a za HT-29, 25 uM.
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Tabela 8. Izracunata I1C50 koncentracija sulforafana nakon 72 h kontinuiranog tretmana HCT-
116 i1 HT-29 éelija

IC50 (uM)

HCT-116 HT-29
SFN

8,41+0,88 24,83 +0,10

Na slici 8 prikazano je prezivljavanje celija karcinoma kolona tretiranih rastu¢im
koncentracijama SFN, dok je prezivljavanje MRC-5 ¢elija prikazano na Slici 2, Prilog 1
(IC50 = 23,93 uM).

1501
-~ HCT-116

& HT-29
100

Prezivijavanje [%]
g

0 T T 1
0 10 20 30

Koncentracija [uM]

Slika 8. Krive pregivljavanja HCT-116 i HT-29 éelija nakon tretmana rastucéim koncentracijama
sulforafana tokom 72 sata

Mikroskopska analiza HT-29 i HCT-116 c¢elija je pokazala da nakon tretmana SFN u
trajanju od 72 h, pri koncentracijama koje odgovaraju IC50 vrednosti, dolazi do
morfoloskih promena ¢elija i uo¢ljivog smanjenja gustine ¢elija u poredenju sa kontrolnim,
netretiranim ¢elijama, §to je prikazano na Slici 9. Uocene promene zavisile su od
primenjene koncentracije.

(A)

ctrl SFN [25puM] SFN [12.5uM]
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HT-29 cells
ctrl SFN [25uM] SFN [12.5uM]

%

SFN [6.25puM]

LB

Slika 9. Mikrografije HTC-116 i HT-29 kontrolnih Celija i Celija tretiranih rastucéim
koncentracijama sulforafana tokom 72 h. Uvelicanje: 20x, skala: 100 um A) Morfoloske
promene HCT-116 Celija nakon tretmana rastué¢im koncentracijama sulforafana (SFN); B)
MorfoloSke promene HT-29 éelija nakon tretmana rastuéim koncentracijama sulforafana (SFN)

Citotoksi¢ni, odnosno antiproliferativni efekat PA-MSHA ispitan je MTT testom pri
rastu¢um koncentracijama inaktivisane bakterije (1,25%, 2,5%, 5% 1 10%, odnosno 0,225
x 108 ¢gelije, 0,45 x 108 éelije, 0,9 x 108 ¢elije i 1,8 x 108 ¢elije, redom) tokom 72 h. Isti
efekat uocen je i pri primeni najnize i najvise koncentracije PA-MSHA na odabranim
¢elijskim linijama zbog Cega se ne moze izvesti zakljucak da u in vitro uslovima pokazuje
citotoksi¢nost (Slika 10). Budué¢i da PA-MSHA spada u grupu imunomodulatora, za
ispoljavanje citotoksi¢nog efekta potreban je drugaciji eksperimentalni sistem koji
ukljucuje i ¢elije imunskog sistema.

-y

=

=
]

-~ HT-29
- HCT-118

g
"

Predivijavanje [%]
2
1

Koncentracija [%)]

Slika 10. Krive preZivljavanja HCT-116 i HT-29 (elija nakon tretmana rastucim
koncentracijama inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa tokom 72 sata

Citotoksic¢ni efekat kombinacije SFN 1 PA-MSHA ispitan je, takode, na dve Celijske linije
humanog karcinoma kolona, HCT-116 i HT-29. Celije su tretirane sa 4 razlidite
kombinacije SFN i inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa pri konstantnom
odnosu prikazanom u Tabeli 9 i to: a) istovremeno tokom 72 h i b) SFN tokom 24 h, a
potom PA-MSHA jo$ 72 h, nakon ¢ega je odredena vijabilnost ¢elija.
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Tabela 9. Kombinacije koncentracija sulforafana i inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa kori$éene za ispitivanje citotoksi¢nog efekta MTT testom

HCT-116 HT-29
Grupa SFN (M) + PA-MSHA (%) SFN (M) + PA-MSHA (%)
| 2,5+1,25 6,25 + 1,25
I 5+25 125+2,5
11 10+5 25+5
v 20 + 10 50 + 10

U oba slucaja, uoceno je da SFN diktira citotoksi¢nost, kao i da su HCT-116 celije
osetljivije na primenjenu kombinaciju imunomodulatora. Takode, pretretman SFN doveo
je do smrti veceg broja celija u odnosu na istovremenu primenu SFN i PA-MSHA, pri
¢emu je efekat citotoksi¢nosti SFN zavisan od primenjene koncentracije (Slika 11). Kako
kombinovani tretman nije pokazao sinergistiCko citotoksicno dejstvo na ispitivanim
¢elijskim linijama, u narednim eksperimentima ispitivan je mehanizam koji lezi u osnovi
antitumorskog efekta SFN in vitro.

tHT-29 tHCT-116
150 = 150 =
-» SFN -» SFN
S = PA-MSHA S = PA-MSHA
.::_', 100 -+ SFNPA-MSHA .::_', 100 -+ SFN/PA-MSHA
H H
2 504 — 2 50
2 2
o o
0 i I i I 0 i 1 i I
1 I mn v 1 1 m v
Grupe Grupe
ptHT-29, pretretman ptHCT-1186, pretretman
150 = 150 =
- SFN - SFN
S = PAMSHA S = PA-MSHA
.:é. 100 -+ SFN/PA-MSHA .é’. 100 — -+ SFN/PA-MSHA
g : AN
2 50+ £ 50+ S~
2 2
a o
0 T T T ] T 0 T I T T I
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Grupe Grupe
150 5
-»- tHT-29
E = tHCT-116
% 1004 - ptHT-29
g L. -+ ptHCT-116
2 50 -
2
o

1 i I
| ] m v
Grupe

Slika 11. Krive prefivijavanja HCT-116 | HT-29 C(elija nakon tretmana rastuéim
koncentracijama sulforafana (SFN) i inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa (PA-
MSHA) pojedinacno i u kombinaciji, pri konstantnom odnosu
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ptHT-29 - Celije tretirane SFN tokom 24 h + 72 h PA-MSHA; ptHCT-116 - ¢elije tretirane SFN tokom 24 h +
72 h PA-MSHA,; tHT-29 - ¢elije tretirane kombinacijom SFN i PA-MSHA tokom 72 h; tHCT-116 - Celije
tretirane kombinacijom SFN i PA-MSHA tokom 72 h

4.2.2. Proapoptotski potencijal

U cilju daljeg ispitivanja mehanizma antitumorskog efekta SFN, ispitivana je sposobnost
SFN da uvode celije adenokarcinoma kolona u apoptotsku ¢elijsku smrt, kao jedan vid
programirane celijske smtrti. Rana apoptoza celija karcinoma kolona tretiranih IC50
vrednostima SFN, detektovana je proto¢nom citometrijom koriS¢enjem dvokolornog
bojenja Annexin V/PI, nakon 24 i 48 h kontinuiranog tretmana. Ranu apoptozu karakterise
gubitak simetrije ¢elijske membrane 1 promena fosfolipidnog sastava §to je detektovano
samo u HT-29 ¢elijama u obe vremenske tacke. Posle 24 h tretmana HT-29 ¢elija SFN
indukuje apoptozu kod 21% ukupnog broja tretiranih ¢elija. Nakon 48 h tretmana 60%
¢elija nalazi se u ranoj fazi apoptoze (Slika 12). Vazno je ista¢i da se u kasnoj
apoptozi/nekrozi nalazi tek 10% Ccelija. Za razliku od HT-29 c¢elija, indukcija apoptoze
SFN kod HCT-116 ¢elija nije primecena ni nakon 48 h tretmana (Slika 12). Dobijeni
rezultati pokazuju da SFN indukuju ranu apoptozu samo u HT-29 ¢elijama i da je taj efekat
vremenski zavisan.

(A)

HCT-116 HT-29
0~ = ctrl
+2+ B3 SFN (25:M)

3
=3
J

= Ctrl
= SFN (10uM)

@
=
1
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Rana apoptoza (%)
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3
1

—— —— N | — | E I 1
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24h 48h 24h 48h

o

(B)

HETHE e 240 - HCT1 16 SPY 1M 24 - HETHI6 o, e - HCTH 16 SPY 3000 43
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wd
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Slika 12. Uticaj sulforafana na indukciju apoptoze HCT-116 i HT-29 éelija nakon 24 i 48 h
tretmana

Udeo rano-apoptotskih ¢elija u Celijskima populacijama, meren je dvokolornim bojenjem Annexin
V/propidijum-jodidom na protoénom citometru. Celije su tretirane sulforafanom tokom 24 i 48 h, pri
koncentraciji koja odgovara 1C50 vrednosti (10 uM za HCT-116 i 25 pM za HT-29). (A) Rezultati su
prikazani kao srednje vrednosti tri nezavisna eksperimenta. (B) Reprezentativni tackasti dijagrami
distribucije HCT-116 i HT-29 SEN tretiranih ¢elija nakon dvokolornog bojenja aneksin V-FITC/PI, i
odredivanja proto¢nom citometrijom
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Za razliku od HT-29 ¢elija, ¢ak i nakon 72 h tretmana HCT-116 ¢elija pri koncentraciji od
25 uM (koja je 2,5 puta veca od IC50 koncentracije dobijene MTT testom na 72 h), SFN
nije izazvao znac¢ajno povecanje procenta apoptoti¢nih ¢elija sto je potvrdeno dvokolornim
bojenjem na proto¢nom citometru (Slika 13). Dobijeni rezultati ukazuju da apoptoza nije
dominantni tip ¢elijske smtri SFN tretiranih HCT-116 cCelija.

(A) (B)
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72h 72h Arwsin ¥ 11

Slika 13. Uticaj 25 pM sulforafana na indukciju apoptoze HCT-116 ¢éelija nakon tretmana
tokom 72 h

(A) Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri nezavisna eksperimenta; (B) Reprezentativni tackasti
dijagrami distribucije HCT-116 SFN tretiranih celija nakon dvokolornog bojenja aneksin V-FITC/PI, i
odredivanja proto¢nom citofluorimetrijom

4.2.3. Uticaj na na distribuciju ¢elija po fazama celijskogi ciklusa

Nakon tretmana HCT-116 i HT-29 ¢elija SFN pri koncentracijama koje odgovaraju 1C50
vrednosti tokom 24 h i1 48 h, uoceno je da SFN uti¢e na distribuciju ¢elija po fazama
¢elijskog ciklusa. U slu¢aju HCT-116 ¢celija, pokazano je da SFN sprecava njihovu
proliferaciju nakon 48 h i to akumuliraji¢i ¢elije u G2/M fazi ¢elijske deobe (60% u odnosu
na kontrolne Celije gde je 30% celija u G2/M fazi), §to znaci da se zastoj u Celijskom
ciklusu javlja neposredno pre ili tokom mitoze. Kod HT-29 ¢elija efekat je uocen i nakon
24 h kada dolazi do zastoja u G2/M fazi (45% u odnosu na kontrolne ¢elije gde je 20%
¢elija u G2/M fazi). Nakon 48 h, najve¢i broj HT-29 ¢elija tretiranih SFN se i dalje
akumulira u G2/M fazi, ali je primecen 1 porast broja ¢elija u sub G1 populaciji koja je
karakteristi¢na za Celije sa fragmentisanim sadrzajem DNK, i njihovo prisustvo ukazuje na
apoptozu (Slika 14).
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Slika 14. Uticaj sulforafana na distribuciju Celija po fazama éelijskog ciklusa HCT-116 i HT-29
Celija nakon 24 i 48 h kontinuiranog tretmana

(A) Reprezentativni histogrami netretiranih i SFN tretiranih Celija, koje su nakon tretmana bojene
propidijum-jodidom i analizirane na proto¢nom citometru. (B) Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri
nezavisna eksperimenta

Nakon 72 h tretmana HCT-116 ¢elija SFN pri koncentraciji od 25 pM (koja je 2,5 puta
veca od IC50 koncentracije dobijene MTT testom na 72 h), dolazi do zastoja ¢elija u
G2/M, kao 1 malog povecanja ¢elija u sub G1 fazi $to je prikazano na Slici 15.
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Slika 15. Uticaj sulforafana na HCT-116 éelije nakon tretmana 25 UM SFN tokom 72 sata
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(A) Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri nezavisna eksperimenta. (B) Reprezentativni histogrami
netretiranih i SFN tretiranih Celija, koje su nakon tretmana bojene propidijum-jodidom i analizirane na
proto¢nom citometru

4.2.4. Uticaj na promenu mitohondrijskog membranskog potencijala

Ispitan je uticaj SFN na mitohondrijski membranski potencijal (A¥m) tretiranih ¢elija u
razli¢itim vremenskim intervalima. HTC-116 i HT-29 celije su tretirane sa SFN pri
koncentraciji koja odgovara IC50 vrednosti 24 h i 48 h, nakon ¢ega su ¢elije bojene JC-1
bojom 1 analizirane na proto¢nom citometru. Znacajan pad membranskog potencijala
(Aym) pokazan je u HCT-116 ¢elijama nakon 48 h tretmana (Slika 16, levo), dok je kod
HT-29 ve¢ nakon 24 h tretmana SFN primecen znacajan pad potencijala (Slika 16, desno),
Sto moze da ukazuje na aktivaciju unutraSnjeg puta apoptoze.
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Slika 16. Uticaj sulforafana na promenu mitohondrijskog membranskog potencijala nakon 24 i
48 h u HCT-116 éelijama (A) i HT-29 éelijama (B)
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri nezavisna eksperimenta

4.2.5. Uticaj na produkciju slobodnih radikala

Nivo ukupnih ROS i mitohondrijskog superoksida odreden je u ¢elijskim kulturama HCT-
116 i HT-29 tretiranim SFN tokom 24 i 48 h kori§¢enjem proto¢nog citometra i
fluoroscentne boje DCFH-DA i MitoSox Red, redom. Dobijeni rezultati pokazuju da SFN
ne utiCe znacajno na nivo mitohondrijskog superoksida (mROS), ali smanjuje nivo
ukupnih ROS u HT-29 ¢elijama nakon 24 h tretmana. Smanjenje ROS perzistiralo je i
nakon 48 h tretmana (Slika 17).

(A) HCT-116 HT-29
= Ctrl
1500~ = Ctrl 2000- r
=3 SFN (10:M) T = SFN (25uM)
—_

— T — 1500
= 1000 ™
Z =
w ) 1000
2 2

so0 T
E E 500

0 T T T 0 T T T
24h 48h I 24h 48h

48



(B) HCT-116 = Crl HT-29
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Slika 17. Uticaj sulforafana na nivo mitohondrijskog superoksida (A) i reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta (B) nakon 24 i 48 h tretmana u HCT-116 i HT-29 éelijama

mROS: ukupni mitohondrijski superoskid; tROS: ukupni reaktivni kiseoni¢ni radikali; MFI: intenzitet
fluorescencije (engl. Mean Fluorescence Intensity)

4.2.6. Uticaj na proteinsku ekspersiju

C-Jun N-terminalna kinaza (JNK) je proteinska kinaza uklju¢ena u razliCite celijske
procese, ukljucujuéi Celijski rast, apoptozu i inflamaciju. Kako je predhodno pokazano da
SFN ispoljava antitumorski efekat kroz naruSavanje ¢elijskog ciklusa, zaustavljaju¢i HCT-
116 i HT-29 ¢elije u G2/M fazi Celijskog ciklusa, kao i indukciju apoptotske ¢elijske smrti,
bar kod HT-29 ¢elija, slede¢i korak je bio ispitivanje efekta SFN na proteinsku ekspresiju
fosforilisane forme JNK i isecene forme PARP (engl. cleaved PARP) koju sece kaspaza 3,
primenom Western blot tehnike. Celije su tretirane SFN 24 h pri koncentraciji koja
odgovara IC50 vrednosti. SFN znacajno smanjuje proteinsku ekspresiju fosfo-JNK u obe
¢elijske linije (Slika 18), dok traka za PARP nije dobijena (rezultati nisu prikazani).
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Slika 18. Uticaj sulforafana na proteinsku ekspresiju C-Jun N-terminalne Kinase

Nakon 24 h tretmana HCT-116 i HT-29 ¢elija SFN pri koncentraciji 10 uM i 25 uM redom, ¢elijski lizati su
podvrgnuti imunoblotu. Membrane su inkubirane sa zeéijim fosfo-c-Jun (Ser73) antitelom, koje prepoznaje
aktivnu, fosforilisanu formu JNK na Ser73. Membrana je inkubirane i sa misjim B-aktin antitelom, &iji
bazalni nivo potvrduje uspesnost metode i koje se koristi za normalizaciju ekspresije p-JNK. (A) Rezultat
kvantifikacije traka dobijenih Western blot metodom, koje odgovaraju fosforilisanoj formami JNK proteina.
(B) Reprezentativna membrana: Kvantifikacija traka dobijenin u Western blot metodi je odradena
densitometrijskom analizom, koriste¢i GS-710 Calibrated Imaging Densitometer- Bio-Rad i ImageJ softver.
Relativna koli¢ina p-JNK proteina u lizatima tretiranih ¢elija normalizovana je na odgovarajuéu kontrolu
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4.3. In vivo analiza
4.3.1. Rezultati na modelu zebrice

4.3.1.1. Sulforafan

Rezultati ispitivanja akutne toksi¢nosti SFN pokazali su koncentraciono-zavisan efekat
testirane supstance na prezivljavanje, rast i razvoj embriona zebrice tokom petodnevnog
tretmana. Na osnovu morfologije tretiranin embriona ustanovljene su minimalne
koncentracije SFN koje mogu dovesti do pojave Stetnih efekata, kao i letalna LC50
vrednost koje su prikazane u Tabeli 10.

Tabela 10. Srednja letalna koncentracija i najnife koncentracije sulforafana koje dovode do
pojave toksicnih efekata na eksperimentalnom modelu embriona zebrica

Toksi¢nost za

LC50 Teratogenost Hepatotoksi¢nost
mehur

SFN (pg/ml) 14,2 4 10 4
SFN: sulforafan; LC50: letalna koncentracija

Pri koncentracijama SFN > 4 pg/ml (22,56 puM) primecen je uticaj na razvoj mehura kod
oko 30% embriona, dok je pri koncentraciji od 10 pg/ml ovaj efekat uocen kod svih
embriona zebrica. Takode, samo pri koncentraciji od 56,4 uM (10 pg/ml) uocena je
nekroza jetre kod 90% tretiranih embriona zebrica, dok kardiotoksi¢nost nije uocena ni pri
primeni najvise ispitivane koncentracije SFN (10 pg/ml) (Slika 19).
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Slika 19. Akutna toksicnost rastuéih koncentracija sulforafana na embrionima zebrica nakon
petodnevnog tretmana; (A) prikaz embriona zebrice sa efektima; (B) efekti na preZivljavanje i
rast i razvoj embriona; (C) efekti pojave perikardijalnog edema; (D) efekti nekroze Zumanceta i
jetre; (E) efekti na razvoj mehura

4.3.1.1.1 Modelovanje odnosa koncentracija-odgovor

Da bi se dalje ispitao toksi¢ni uticaj SFN na embrionima zebrica u smislu odnosa
primenjene koncentracije i uocenog odgovora, sprovedena je BMC analiza. U ovom
koraku, ispitana je zavisnost kardiotoksi¢nosti (procenjena na osnovu prisustva, odnosno
odsustva perikardijalnog edema), hepatotoksi¢nosti (procenjena na osnovu pojave
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nekroze), uticaja na razvoj mehura (procenjen na osnovu prisustva, odnosno odsustva
mehura) i teratogenosti od primenjene koncentracije SFN. Prikazani grafici (broj iteracija:
500) zasnovani na fitovanju najboljeg modela (Slika 20), pri ¢emu su rezultati izrazeni kao
BMCL i BMCU, odnosno predstavljaju donju i gornju granicu intervala pouzdanosti od
95%, redom. Efekat SFN pri svakoj primenjenoj koncentraciji predstavljen je kvantalno,
odnosno jedinicom i nulom u zavisnosti od toga da li je ispitivan stetni efekat uocen ili je
izostao. Trend krivih prikazanih na Slici 20 pokazuje da sa porastom koncentracije SFN
raste i verovatnoc¢a pojave Stetnih efekata. Dobijene vrednosti BMCL ukazuju na to da
SFN moze izazvati malformacije embriona (teratogenost) i uticati na razvoj mehura pri
koncentraciji ve¢oj od 3,32 pg/ml odnosno 3,2 pg/ml, redom. Do pojave nekroze jetre
dovodi dvostruko visa koncentracija SFN (6,85 pug/ml i vise). Kona¢no, LC50 vrednost,
odnosno koncentracija SFN koja dovodi do letalnog ishoda 50% tretiranih embriona
zebrica iznosila je 14,8 pg/ml, Sto je u saglasnosti sa prethodno izracunatom vrednoscu
LC50 od 14,2 pg/ml. Vazno je napomenuti da su svi intervali pouzdanosti bili uski,
sugeriSu¢i dozno-zavisnu vezu izmedu primenjene koncentracije SFN i ispitivanih Stetnih
efekata.
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Slika 20. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastuéih koncentracija sulforafana i letalnog
ishoda, teratogenosti, hepatotoksic¢nosti i uticaja na razvoj mehura na embrionima zebrica

4.3.1.2. Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa
Rezultati isptiavanja akutne toksi¢nosti PA-MSHA pokazali su da ispitivani

imunomodulator nije pokazao stetne efekte u koncentraciji do 0,3% odnosno 5,4 x 10'2
¢elija/ml, dok u ve¢im koncentracijama indukuje pojavu kardiotoksicnosti (perikardijalni
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edem 1 usporavanje rada srca) i hepatotoksi¢nosti (nekroza jetre, Zzumanceta i odsustvo
resporpcije zumanceta) kod svih tretiranih embriona. Izra¢unate minimalne koncentracije
koje dovode do pojave Stetnih efekata date su u Tabeli 11.

Tabela 11. Letalna koncentracija (LC50) i najnife koncentracije PA-MSHA koje dovode do
pojave toksi¢nih efekata na eksperimentalnom modelu embriona zebrica

LC50 Teratogenost Hepatotoksi¢nost Kardiotoksi¢nost Toksicnost
za mehur
PA-MSHA (%) 2,8 0,4 0,4 0,4 0,5

PA-MSHA: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa; LC50: letalna koncentracija

Uticaj na razvoj mehura, primecen je kod 60% tretiranih embriona zebrica pri koncentraciji
od 0,5%, odnosno kod svih embriona kada je koncentracija PA-MSHA bila veca ili
jednaka 1% (> 1,8 x 107 ¢elija/ml). Teratogeni efekat kod tretiranih embriona primeéen je,
pri koncentracijama ve¢im od 0,3% (5,4 x 10° ¢elija/ml). Letalni ishod je zabelezen kod
skoro 70% ispitivanih embriona pri koncentraciji od 3% (5,4 x 107 ¢elija/ml), dok je
tretman sa 5% PA-MSHA doveo do smrti svih ispitivanih embriona. Izra¢unata LC50
vrednost iznosila je 2,8% $to odgovara 5,04 x 107 ¢elija/ml (Slika 21).
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Slika 21. Akutna toksi¢nost rastucih koncentracija inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa na embrionima zebrica nakon petodnevnog tretmana; (A) prikaz embriona zebrice sa
efektima; (B) efekti na prefivljavanje, rast i razvoj embriona; (C) efekti pojave perikardijalnog
edema; (D) efekti nekroze Zumanceta i jetre; (E) efekti na razvoj mehura

4.3.1.2.1. Modelovanje odnosa koncentracija-odgovor

Da bi se dalje ispitao uticaj PA-MSHA na embrionima zebrica u smislu odnosa
koncentracija-odgovor, sprovedena je BMC analiza, a u cilju izraGunavanja donje i gornje
granice intervala pouzdanosti, BMCL i BMCU. Efekat PA-MSHA pri svakoj primenjenoj
koncentraciji predstavljen je kvantalno, odnosno jedinicom i nulom u zavisnosti od toga da
li je doslo do ispoljavanja ispitivanog stetnog efekta ili je on izostao. Trend dobijenih
krivih pokazuje da sa porastom koncentracije PA-MSHA raste i verovatnoca pojave Stetnih
efekata. Rezultati ukazuju na sposobnost PA-MSHA da pri koncentraciji od 0,342%,
odnosno 6,15 x 10° ¢elija/ml izazove pojavu stetnih efekata na nivou kardiovaskularnog
sistema, odnosno pojavu edema, kao i nekrozu jetre i malformacije embriona zebrica
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(teratogenost) (Slika 22). Takode, utvrdeno je da PA-MSHA uti¢e na razvoj mehura pri
koncentraciji od 0,432% (7,78 x 10° ¢elija/ml). Konacno, kori§¢éenjem BMC analize
izratunat je i interval LC50 vrednosti, i to 4,7 X 107 éelija/ml do 5,66 x 107 ¢elija/ml, §to je
u saglasnosti sa eksperimentalno dobijenom vredno$éu od 2,8% odnosno 5,04 x 10’
¢elija/ml (Slika 22). Kao i u slu¢aju SFN, svi intervali pouzdanosti bili su uski, sugerisuci
visok nivo pouzdanosti rezultata.
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Slika 22. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastuéih koncentracija inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa i letalnog ishoda, kardiotoksi¢nosti, teratogenosti, hepatotoksi¢nosti i
uticaja na razvoj mehura na embrionima zebrica

4.3.1.3. Kombinovana primena imunomodulatora

Toksi¢nost kombinacije SFN i PA-MSHA je ispitana u koncentracijama pojedina¢nih
imunomodulatora koje nisu ispoljile bilo kakav Stetan uticaj na prezivljavanje embriona,
niti su dovele do pojave Stetnih efekata, odnosno testirane koncentracija za SFN su 0,5
pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 3 pg/ml, 4 pg/ml i 5 pg/ml, a za PA-MSHA: 0,05%, 0,1%,
0,15%, 0,2%, 0,25% i 0,3% (0,9 x 10° ¢elija/ml, 1,8 x 10° ¢elija/ml, 2,7 x 10° ¢elija/ml, 3,6
x 108 gelija/ml, 4,2 x 108 Gelija/ml i 5,4 x 10° ¢elija/ml). Rezultati ispitivanja toksi¢nosti
kombinacije SFN i PA-MSHA su prikazani na Slici 23. Uoceno je da kombinacija SFN i
PA-MSHA indukuje Stetne efekte u koncentracijama u kojima pojedinaéni
imunomodulatori nisu ispoljili stetan efekat (Slika 23A, B). Dok su najvece koncentracije
bez stetnog efekta pojedinacéno primenjenih SFN i PA-MSHA, iznosile 3 pg/ml i 0,3%, u
kombinovanom tretmanu je najveca koncentracija bez Stetnog efekta SFN bila 1 pg/ml,
odnosno 0,1% PA-MSHA. SFN i PA-MSHA se mogu bezbedno kombinovati u
koncentraciji od 5 pug/ml SFN i do 0,1% PA-MSHA, odnosno 0,3% PA-MSHA i do 1
pg/mL SFN (Slika 23C). Pri kombinaciji vec¢ih koncentracija imunomodulatra je najpre
uocen uticaj na razvoj mehura, a potom i uticaj na resorpciju Zumanceta i pojava nekroze
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jetre, kao indikatora hepatotoksi¢nosti (Slika 22C, D). Sa druge strane, ni u jednoj
primenjenoj kombinaciji ispitivanih imunomodulaotora nije uocena pojava perikardijalnog
edema, odnosno znakova kardiotoksicnosti. Efekat na prezivljavanje embriona (letalni
efekat) bio je konstatovan samo pri koncentracijama SFN > 4 ug/ml i PA-MSHA > 0,25%,
ali je prezivljavanje embriona u svim ispitivanim kombinacijama bilo veée od 50% (Slika
23A).

A) Dose-dependent toxicity in the zebrafish (Danio rerio) model
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Slika 23. Akutna toksi¢nost kombinacije SFN i PA-MSHA na embrione zebrice nakon
petodnevnog tretmana. (A) Uticaj razlicitih kombinacija SFN i PA-MSHA na preZivljavanje i
pojavu Stetnih efekata; (B) preZivljavanje embriona; (C) ucestalost Stetnih efekata; (D) izgled
embriona zebrice nakon petodnevnog tretmana smesom SFN i PA-MSHA, i efekti na razvoj
mehura za plivanje (plava strelica), pojavu malformaciju donje vilice (vrh crne strelice) i
redukovanu resorpciju i pojavu nekroze Zumanceta (zvedica)

4.3.1.3.1. Modelovanje odnosa koncentracija-odgovor

Od svih pracenih efekata, analizom odnosa koncentracija-odgovor (BMC modelovanje) za
kombinovanu primenu imunomodulatora uocen je samo efekat na pojavu malformacija
embriona (teratogenost), pri ¢emu su dobijeni slede¢i BMC intervali:

1. SFN: 4,69 - 5,67 pug/ml
2. PA-MSHA: 5,92 x 10° - 8,59 x 10° ¢elija/ml

Dobijena BMCL koncentracija za SFN (4,69 png/ml) pri kombinovanom tretmanu je visa
od BMCL koncentracije SFN pri pojedina¢noj primeni (3,32 pg/ml) za efekat
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malformacije embriona. Za isti efekat, BMCL koncentracija PA-MSHA (5,92 x 10°) niza
je od BMCL koncentracije utvrdene za teratogene efekte pojedina¢ne primene PA-MSHA
(6,15 x 10°).

4.3.2. Rezultati na modelu pacova
4.3.2.1. Uticaj na unos vode i hrane

4.3.2.1.1. Sulforafan

Unos vode i hrane i procentualna razlika u odnosu na kontrolu, praéena je u pet
vremenskih perioda i to, nakon 1, 7, 14, 21, i 28. dana tretmana. Prvo je posmatran uticaj
rastu¢ih doza na unos vode i hrane kod muzjaka pacova. Tabela 12 opisuje promene u
unosu vode u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je u svim vremenskim periodima, sa izuzetkom
vremneskog perioda 3 (14 dana nakon pocetka tretmana) uocen statisti¢ki znacajan porast.
Najveca razlika uo€ena je nakon 21. dana kada su tretirani pacovi u grupi SFN 1 1 SFN 3
uneli 135% vise vode od kontrolne grupe, a pacovi u grupi SFN 2, 76% vise. Poslednjeg
dana eksperimenta, muzjaci pacova u grupi SEN 2 i SEN 3 uneli su 19% vise u odnosu na
kontrolu. Vazno je istaci i da primenjena doza SFN nije uticala na koli¢inu vode koju su
muZjaci pacova uneli u posmatranim vremenskim periodima (Tabela 12). Unos hrane u
kontrolnoj i grupama tretiranim rastu¢im dozama SFN dat je u Tabeli 13. Dobijeni rezultati
ukazuju na povecan unos hrane u tretiranim grupama, koji je bio visi u odnosu na kontrolu
u svim vremenskim periodima, ali je najznacajnija razlika, ponovo, uoc¢ena nakon 3 nedelje
tretmana. Dozna-zavisnost, takode, nije uocena.

Tabela 12. Uticaj rastuéih doza sulforafana na unos vode (ml/dan) kod muZjaka pacova nakon
28 dana oralne ekspozicije

Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
1. dan 34+34 50 + 1,6 **** 50 + 3,7 **** 50 + 4,7 ****
% u odnosu na kontrolu / 47% 47% 47%
7. dan 38+3,2 40+1,9 50 + 4,8 **** 50 + 2,1 ****
% u odnosu na kontrolu / 5% 31% 31%
14.dan 42+2.2 40+0,9 41+85 46+1,8
% u odnosu na kontrolu / -5% -3% 9%
21.dan 17 £0,74 40 + 0,84 **** 30+ 1,6 **** 40 £ 1,5 ****
% u odnosu na kontrolu / 135% 76% 135%
28.dan 42+21 40+1,6 50 + 2,6 **** 50 + 1,9 ****
% u odnosu na kontrolu / -5% 19% 19%

**E% p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom); Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u
kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference,
LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5.
SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m/dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg
t.m/dan)
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Tabela 13. Uticaj rastuéih doza sulforafana na unos hrane (g/dan) kod muZjaka pacova nakon
28 dana oralne ekspozicije

Kontrola SFN 1 SEN 2 SFN 3

1. dan 25+25 30 £0,98 ** 30+£2,2** 30+£2,8**
% u odnosu na kontrolu / 20% 20% 20%

7. dan 26+2.2 38 £ 6,4 **** 31+3* 33+£1,4**
% u odnosu na kontrolu / 46% 19% 27%
14.dan 26+1,3 29 + 0,65 29+59 31+1,2**
% u odnosu na kontrolu / 11% 11% 19%
21.dan 15+ 0,69 26 + 0,55 **** 23 +£1,2 **** 28 +1,1 ****
% u odnosu na kontrolu / 73% 53% 87%
28.dan 22+11 29 + 1,2 **** 30+ 1,6 **** 29 £ 1,1 ****
% u odnosu na kontrolu / 32% 36% 32%

* p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom); Statisticki test: jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj
zivotinja u grupi, n = 5. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m/dan); SFN 3:
sulforafan (5 mg/kg t.m/dan)

Dodatno, na slici 24 prikazane su promene u unosu vode i hrane u kontrolnoj grupi, kao i
kod tretiranih Zivotinja izmedu svih 5 posmatranih vremenskih perioda, pojedinac¢no,
dobijene koris¢enjem ANOVA testa sa ponovljenim merenjem i LSD post hoc testa (Slika
24). U grupi SFN 1, primeéeno je znac¢ajno smanjenja unosa vode samo nakon 1. dana, dok
se u SFN 2 grupi, blago smanjenje u unosu vode uo¢ava nakon 14 dana (p<0,05 u odnosu
na dan 7.), a znacajno smanjenje nakon 3 nedelje tretmana (p<0,0001 u odnosu na dan 1).
U odnosu na 1. i 7. dan, pacovi u grupi SFN 3 unosili su manju koli¢inu vode nakon 14. i
21. dana tretmana, a istu nakon 28. dana. Unos hrane varirao je tokom trajanja
eksperimenata u svim vremenskim periodima, ali je bio ve¢i u odnosu na kontrolu. U SFN
1 grupi, uocava se znacajno poveéanje unosa hrane nakon 7 dana u odnosu na 1. dan
(p<0,05), a potom smanjenje nakon 14, 21, i 28. dana tretmana. Najmanju koli¢inu hrane
pacovi su uneli nakon 21. dana, statisticki zna¢ajno manje u odnosu na sve druge merne
periode. S druge strane, unos hrane u SFN 2 grupi pokazuje manje promene. Kona¢no, u
grupi SFN 3 vidimo blagi porast unosa nakon 7 dana (u odnosu na dan 1), a potom
konstantno smanjenje unosa hrane, nakon 14, 21, i 28 dana (u odnosu na dan 1 i dan 7).
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Slika 24. Unos vode (ml/dan) (A) i hrane (g/dan) (B) nakon subakutne ekspozicije mugjaka
pacova rastucim dozama sulforafana

Eksperimentalne grupe: Kontrola M-muZjaci: DMSQO; SFN 1: sulforafan; 0,5 mg/kg t.m./dan; SFN 2:
sulforafan (2 mg/kg t.m./dan): SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m./dan). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,
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**** pn<0,0001 (u odnosu na 1. dan eksperimenta). + p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001; ++++ p<0,0001 (u
odnosu na 7. dan eksperimenta), # p<0,05, #### p<0,0001 (u odnosu na 14. dan eksperimenta), 88§ p<0,001;
§§8§§ p<0,001 (u odnosu na 21. dan eksperimenta). Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) sa ponovljenim merenjem i LSD post hoc testom. Dijagram predstavlja interkvartilni opseg (25—
75. percentil), linija unutar okvira oznaCava srednju vrednost, a minimalne i maksimalne vrednosti unutar
grupe naglasene su krajnjim ivicama iznad dijagrama

Unos vode i hrane i procentualna razlika u odnosnu na kontrolu, pracena je i kod zenki
pacova. Tabela 14 opisuje promene u unosu vode u odnosu na kontrolu, gde se ne uocava
ni pozitivan ni negativan trend, odnosno unos vode varirao je u svim grupama i u svim
posmatranim vremenskim periodima. Najveca razlika u unosu vode zabelezena je nakon
28 dana tretmana kada su tretirane zivotinje u SFN 2 i SFN 3 grupi unele, 33% 1 54% vise
vode u odnosu na kontrolu, redom (Tabela 14). Kod Zenki pacova nije pokazana zna¢ajna
razlika u unosu hrane izmedu kontrolne i SFN-tretiranih grupa. Statisticki znacajna razlika
uocena je nakon jednog dana u SFN 3 grupi (- 6% u odnosu na kontrolu, p<0,05) i nakon
28 dana tretmana u SFN 2 (+ 48% u odnosu na kontrolu, p<0,0001) i SFN 3 grupi (+ 26%
u odnosu na kontrolu, p<0,01) (Tabela 15).

Tabela 14. Uticaj rastuéih doza sulforafana na unos vode (ml/dan) Zenki pacova nakon oralne
subakutne ekspozicije

Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
1. dan 46+3,4 50+2,4* 45+2.2 60 + 4,2 ****
% u odnosu na kontrolu / 9% -3% 30%
7. dan 33+1 45 + 2 3 *Fx* 40 + 2 *FxE 30+1,6**
% u odnosu na kontrolu / 36% 21% -9%
14.dan 38+0,6 30+ 1,6 **** 40+1,7 40+23
% u odnosu na kontrolu / -21% 5% 5%
21.dan 50+3,4 40 + 2,4 *F** 34 + 4 3 *F** 60 + 2,6 ***
% u odnosu na kontrolu / -20% -32% 20%
28.dan 33+1,3 30+2,2 44 + 2.7 *** 51 £7,6 ****
% u odnosu na kontrolu / -9% 33% 54%

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom), Statisticki test:
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike
(engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti *
standardne devijacije, broj zivotinja u grupi, n = 5. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan
(2 mg/kg t.m/dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan)

Tabela 15. Uticaj rastucih doza sulforafana na unos hrane (g/dan) Zenki pacova nakon oralne
subakutne ekspozicije

Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
1. dan 33+,25 33+1,6 32+1,6 31+21*
% u odnosu na kontrolu / / -3% -6%
7. dan 26+3 28+8,1 28+8,1 22+1,.2
% u odnosu na kontrolu / 8% 8% -15%
14.dan 25+0,39 24+1.3 25+1,1 26+15
% u odnosu na kontrolu / -4% / 4%
21.dan 23+1,6 25+1,6 24+15 25+3,1
% u odnosu na kontrolu / 9% 4% 9%
28.dan 27+1 29+21 40 + 2,5 **** 34 +5**
% u odnosu na kontrolu / 7% 48% 26%
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* p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom); Statisticki test: jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj
zivotinja u grupi, n = 5. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m/dan); SFN 3:
sulforafan (5 mg/kg t.m/dan)

ANOVA sa ponovljenim merenjem i LSD post hoc testom koriS¢ena je za pracenje
promena u unosu vode i hrane unutar svake od ispitivanih grupa, pojedinacno i to u svih 5
posmatranih vremenskih intervala (Slika 25). Unos vode varirao je u svim grupama i u
svim vremenskim periodima. U kontolnoj grupi najvisi unos vode zabelezen je nakon 21.
dana tretmana, a najnizi nakon 7. i 28. dana. U SFN 1 grupi, znacajno snizen unos vode
primecen je u svim vremenskim periodima (u odnosu na dan 1), pri ¢emu je najnizi unos
zabeleZzen nakon 14 i 28 dana tretmana (p<0,0001). U SFN 2 grupi, zabelezeno je
smanjenje unosa voda u odnosu na 1. dan u tri vremenska perioda i to 7., 14., i 21. dana
tretmana. U SFN 3 grupi uocava se znacajno smanjenje izmedu 1. i 7. dana tretmana, a
potom postepeni porast.

Unos hrane kod zenki pacova varirao je u okviru grupa tokom trajanja eksperimenata u
svim vremenskim periodima, ali se nije statisticki znacajno razlikovao od kontrole. U SFN
1 grupi, uocava se sniZzen unos hrane nakon 14, 21 i 28 dana u odnosu na 1. dan, ali porast
nakon 21. i 28. dana u odnosu na dan 14. Slican trend je uocen i u grupi 2 (SFN 2) pri
¢emu su zenke pacova na kraju eksperimenta (dan 28) unele najvecu koli¢inu hrane.
Konaéno, u grupi SEN 3 uocava se smanjenje unosa hrana izmedu 1. i 7. dana tretmana, a
potom konstantni porast unosa hrane (Slika 25).
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Slika 25. Unos vode (ml/dan) (A) i hrane (g/dan) (B) nakon subakutne ekspozicije Zenki pacova
rastucéim dozama sulforafana

Eksperimentalne grupe: Kontrola F-zenke; SFN 1: sulforafan; 0,5 mg/kg t.m./dan; SFN 2: sulforafan (2
mg/kg t.m./dan): SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m./dan). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 (u
odnosu na 1. dan eksperimenta). + p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001; ++++ p<0,0001 (u odnosu na 7. dan
eksperimenta), # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001, #### p<0,0001 (u odnosu na 14. dan eksperimenta), §
p<0,05, 88 p<0,01, §8§ p<0,001; §88§ p<0,0001 (u odnosu na 21. dan eksperimenta). Statisticki test:
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa ponovljenim merenjem i LSD post hoc testom. Dijagram
predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), linija unutar okvira oznaava srednju vrednost, a
minimalne i maksimalne vrednosti unutar grupe naglasene su krajnjim ivicama iznad dijagrama
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4.3.2.1.2. Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Unos vode i hrane i1 procentualna razlika u odnosu na kontrolu, pra¢ena je i kod muzjaka
pacova tretiranih rastu¢im dozama PA-MSHA. Tabela 16 opisuje promene u unosu vode u
odnosu na kontrolu. U svim vremenskim periodima, sa izuzetkom 28. dana, uocen je porast
unosa vode u svim tretiranim grupama u odnosu na kontrolu. Nakon 3 nedelje tretmana,
muzjaci pacova u grupama PA-MSHA 1, PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3, uneli su 135%,
253% 1 205% viSe vode u odnosu na kontrolu, redom (Tabela 16). Unos hrane, bio je,
takode, znacajno visi kod tretiranih zivotinja u odnosu na kontrolu. Najveca razlika uocena
je nakon 3 nedelje tretmana, u sve 3 tretirane grupe (Tabela 17).

Tabela 16. Uticaj rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na unos vode
(ml/dan) kod muzgjaka pacova nakon subakutne ekspozicije

Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
1. dan 34+34 50+5,2 ** 81 + 9,4 **** 75 £ 9 ****
% u odnosu na kontrolu / 47% 138% 120%
7. dan 38+3,2 50 £ 4,5 *** 60 + 4,7 **** 61 + 6,4 ****
% u odnosu na kontrolu / 31% 58% 60%
14.dan 42+2.2 50 + 3,9 ** 60 £ 5 **** 50 + 4,8 **
% u odnosu na kontrolu / 19% 42% 19%
21.dan 17 £0,74 40 + 3 **** 60 £ 5,3 **** 52 + 2,8 ****
% u odnosu na kontrolu / 135% 253% 205%
28.dan 42+21 40+2.8 40+ 3,3 44 + 32
% u odnosu na kontrolu / -5% -5% -5%

** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom); Statisti¢ki test: jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj
Zivotinja u grupi, n = 5. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elija/ml);
PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,8 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3:
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml)

Tabela 17. Uticaj rastucih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na unos hrane
(g9/dan) kod muzjaka pacova nakon subakutne ekspozicije

Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
1. dan 25+25 36 + 3,7 *** 40 + 4,7 **** 32 +£3,9**
% u odnosu na kontrolu / 44% 60% 28%
7. dan 26+272 33+ 2,9 *** 35+ 2,7 **** 31+£33**
% u odnosu na kontrolu / 27% 35% 19%
14.dan 26+1.3 31+ 24 *** 31+ 2,6 *** 28+2,6
% u odnosu na kontrolu / 19% 19% 8%
21.dan 15+ 0,69 27 & 2 *x*x 29 2,6 **** 27 £ 1,5 ****
% u odnosu na kontrolu / 80% 93% 80%
28.dan 22+11 2014 29 £ 2,4 **** 23+1,6
% u odnosu na kontrolu / -10% 32% 4%

** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom); Statisticki test: jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj
Zivotinja u grupi, n = 5. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elija/ml);
PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3:
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° éelija/ml)
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Kao §to je prethodno objasnjeno, pradenja je promena u unosu vode i hrane unutar svih
eksperimentalnih grupa i u svih pet posmatranih vremenskih perioda, pojedina¢no (Slika
26). Unos vode u kontrolnoj grupi pokazuje blagi porast izmedu prvog i 14 dana, a potom,
naglo smanjenje 21. dana tretmana. Izmedu 21. i 28. dana, belezi se statisticki znacajan
porast unosa vode. U PA-MSHA 1 grupi, unos vode bio je konstantan (bez znacajne
razlike) od 1. do 21. dana tretmana, kada dolazi do statisti¢ki znacajnog smanjenja. U PA-
MSHA 2 grupi, zabelezno je smanjenje unosa voda u odnosu na 1. dan u sva cetiri
vremenska perioda (7, 14, 21. i 28. dan). Pacovi su unosili istu koli¢inu vode izmedu 7. i
21. dana, dok je 28. dana doslo do znacajnog smanjenja unosa u odnosu na sve prethodno
pracene vremenske periode. Slicno tome, pacovi tretirani najviSom dozom PA-MSHA
(PA-MSHA 3) uneli su najvise vode 1. dana, a potom Se unos postepeno smanjivao, pa je
nakon 28. dana tretmana bio najnizi. Muzjaci pacova tretirani PA-MSHA unosili su vise
hrane od kontrole tokom trajanja eksperimenta pri ¢emu je promena unosa hrane pratila isti
trend u svim tretiranim grupama bez obzira na primenjenu dozu. Prvog dana eksperimenta
pacovi su uneli najvise hrane, a potom Se koli¢ina unete hrane smanjivala tokom vremena,
da bi na kraju eksperimenta, pacovi uneli najmanje hrane (Slika 26).
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Slika 26. Unos vode (ml/dan) (A) i hrane (g/dan) (B) nakon subakutne ekspozicije mugjaka
pacova rastuéim dozama inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa

Eksperimentalne grupe: Kontrola M-muzjaci; PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa
(0,09 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° éelija/ml)):
PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml). * p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,001, **** p<0,0001 (u odnosu na 1. dan eksperimenta). + p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001; ++++
p<0,0001 (u odnosu na 7. dan eksperimenta), ## p<0,01, ### p<0,001, #### p<0,0001 (u odnosu na 14. dan
eksperimenta), §§§§ p<0,0001 (u odnosu na 21. dan eksperimenta). Statisti¢ki test: jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) sa ponovljenim merenjem i LSD post hoc testom. Dijagram predstavlja interkvartilni
opseg (25-75. percentil), linija unutar okvira ozna¢ava srednju vrednost, a minimalne i maksimalne vrednosti
unutar grupe naglaSene su krajnjim ivicama iznad dijagrama

Unos vode i hrane i procentualna razlika u odnosnu na kontrolu, pracena je i kod zenki
pacova tretiranih rastu¢im dozama PA-MSHA. Tabela 18 opisuje promene u unosu vode u
odnosu na kontrolu gde se vidi znacajna razlika u svim vremenskim intervalima sa
izuzetkom 14. dana (Tabela 18). Kod Zenki pacova unos hrane razlikovao se od kontole u
grupi PA-MSHA 3 nakon 1. i 7. dana tretmana i to za 18%, odnosno 15%. Nakon 14 dana,
jedina statisticki znacajna razlika uocena je u PA-MSHA 2 grupi (-12% u odnosu na
kontrolu, p<0,01), a nakon 21. dana u PA-MSHA 1 grupi (+ 26% u odnosu na kontrolu,
p<0,0001). Konacno, poslednjeg dana eksperimenta, zabelezen je snizen unos u sve tri
grupe pacova tretirane PA-MSHA, ali grupa PA-MSHA 1 nije pokazala statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (Tabela 19).
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Tabela 18. Uticaj rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na unos vode
(ml/dan) kod Zenki pacova nakon subakutne ekspozicije

Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
1. dan 46+3,4 40+21* 40+4,7* 56 + 4,6 ***
% u odnosu na kontrolu / -13% -13% 22%
7. dan 33+x1 40 £3,7** 40 £ 4 ** 50 + 4 ****
% u odnosu na kontrolu / 21% 21% 51%
14.dan 38+0,6 40+1,6 40+3,8 40+2,8
% u odnosu na kontrolu / 5% 5% 5%
21.dan 50+3,4 60 + 2,6 **** 50+ 3,8 40 £ 2,1 ****
% u odnosu na kontrolu / 20% / -20%
28.dan 33+1,3 55 + 2,6 **** 50 + 4,1 **** 60 £ 2,7 ****
% u odnosu na kontrolu / 67% 51% 82%

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom); StatistiCki test:
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike
(engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti +
standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa (0,09 x 10° éelija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10°
¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml)

Tabela 19. Uticaj rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na unos hrane
(g/dan) kod Zenki pacova nakon subakutne ekspozicije

Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
1. dan 33+25 33+1,7 35+4 39+3,2**
% u odnosu na kontrolu / / 6% 18%
7. dan 26+3 24+23 24+23 30+23*
% u odnosu na kontrolu / -8% -8% 15%
14.dan 25+0,39 24 +0,97 22 £ 2 ** 23+1,6
% u odnosu na kontrolu / -4% -12% -8%
21.dan 23+1,6 29 & 1,2 Fx** 23+17 25+1.3
% u odnosu na kontrolu / 26% / 9%
28.dan 271 26+1,2 22 £ 1,8 **** 20 £ 0,9 ****
% u odnosu na kontrolu / -4% -19% -26%

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom), Statisticki test:
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike
(engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti *
standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa (0,09 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10°
¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° éelija/ml)

ANOVA sa ponovljenim merenjem i LSD post hoc testom korisCena je za pracenje
promena u unosu vode i hrane u kontrolnoj grupi, kao i u grupama tretiranih Zivotinja u
svih pet posmatranih vremenskih perioda, pojedinac¢no (Slika 27). Unos vode u grupama
PA-MSHA 1 i PA-MSHA 2 pokazuje isti trend. U grupi PA-MSHA 1, na Kkraju
eksperimenta dolazi do smanjenja unosa vode u odnosu na dan 21 (p<0,001), dok se ova
promena ne uocava u grupi PA-MSHA 2. U PA-MSHA 3 grupi zabeleZen je sniZzen unos u
vremenskim periodima 2, 3 i 4 u odnosu na prvi vremenski period, a pove¢an u petom
vremenskom periodu, odnosno na kraju eksperimenta. Unos hrane kod Zenki pacova
varirao je u okviru svake grupe tokom trajanja eksperimenta u svim vremenskim periodima
(Slika 27).
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Slika 27. Unos vode (ml/dan) (A) i hrane (g/dan) (B) nakon subakutne ekspozicije Zenki pacova
rastuéim dozama inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa

Eksperimentalne grupe: Kontrola F-zenke; PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa
(0,09 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° éelija/ml)):
PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml). * p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,001, **** p<0,0001 (u odnosu na 1. dan eksperimenta), + p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001; ++++
p<0,0001 (u odnosu na 7. dan eksperimenta), # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001, #HH## p<0,0001 (u odnosu
na 14. dan eksperimenta), § p<0,05, §§ p<0,01 §8§ p<0,001, §888 p<0,0001 (u odnosu na 21. dan
eksperimenta). Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa ponovljenim merenjem i LSD
post hoc testom. Dijagram predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), linija unutar okvira oznacava
srednju vrednost, a minimalne i maksimalne vrednosti unutar grupe naglasene su krajnjim ivicama iznad
dijagrama

4.3.2.1.3. Kombinovana primena imunomodulatora

Posmatran je uticaj rastu¢ih doza kombinovane primene SFN i PA-MSHA (MIX 1, MIX 2,
MIX 3) na unos vode i hrane i izraunata je procentualna razlika u odnosnu na kontrolu, u
pet vremenskih perioda i to, nakon 1, 7, 14, 21. i 28. dana tretmana. Tabela 20 opisuje
promene u unosu vode u odnosu na kontrolu, dok tabela 21 opisuje promene u unosu hrane
u odnosu na kontrolu kod muzjaka pacova. Kombinovana primena dovela je do najveceg
porasta u unosu vode nakon 3 nedelje tretmana kada su zivotinje u MIX 1, MIX 2 1 MIX 3
grupi unele 135%, 182% i 194% viSe vode u odnosu na kontrolu, redom. U vezi unosa
hrane, nakon prvog i 21. dana uocen je najveci porast unosa hrane u sve tri MIX grupe u
odnosu na kontrolu. Posle cetiri nedelje tretmana, statisti¢ki znacajan porast je uocen U
MIX 1i MIX 2 grupi, za 23% i 18%, redom, ali ne i u MIX 3 grupi (Tabela 21).

Tabela 20. Uticaj kombinovane primene rastucih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na unos vode (ml/dan) kod muzjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije

Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
1. dan 34+34 50 + 4,2 **** 51+ 6,5 **** 50 + 2,7 ****
% u odnosu na kontrolu / 47% 50% 47%
7. dan 38+3,2 50 + 3,4 *** 70 £ 6,4 **** 50 + 3,4 ***
% u odnosu na kontrolu / 31% 84% 31%
14.dan 42+272 40+2 46+35* 50 + 3,4 ***
% u odnosu na kontrolu / -5% 9% 19%
21.dan 17 +0,74 40 £1,6 **** 48 £ 3,4 **** 50 £ 1,9 ****
% u odnosu na kontrolu / 135% 182% 194%
28.dan 42+21 30 + 1,1 **** 50 + 3,1 **** 40+25
% u odnosu na kontrolu / -29% 19% -5%

* p<0,05, *** p<0,001, **** p<0,001 (u poredenju sa kontrolom). Statisti¢ki test: jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
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Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj
Zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° éelija/ml); MIX 2: SFN
+ PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MI1X 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36
x 10° ¢elija/ml); SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Tabela 21. Uticaj kombinovane primene rastucih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa na unos hrane (g/dan) kod muZjaka pacova

nakon 28 dana ekspozicije

Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
1. dan 25+25 35 £ 2,9 *H*xx 39 £ 5,1 **** 37 £ 2 FxE*
% u odnosu na kontrolu / 40% 56% 48%
7. dan 26+272 30+2,1%** 28+2,6 32+ 2,2 ***
% u odnosu na kontrolu / 15% 8% 23%
14.dan 26+1,3 29+14** 28+21 28+19*
% u odnosu na kontrolu / 11% 8% 8%
21.dan 15+0,69 27 £ 1,1 **** 26 + 1,9 **** 29 + 1,1 ****
% u odnosu na kontrolu / 80% 73% 93%
28.dan 22+11 27 £ 1 **** 26 + 1,6 **** 22+14
% u odnosu na kontrolu / 23% 18% /

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,001 (u poredenju sa kontrolom). Statisticki test: jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's
Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije,
broj Zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2:
SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan +
0,36 x 10° ¢elija/ml); SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Slika 28 pokazuje promene u unosu vode i hrane unutar kontrolne, kao i tretiranih grupa
muzjaka pacova u svih pet posmatranih vremenskih perioda, pojedina¢no. U grupi MIX 1,
primecen je zna¢ajno Smanjenje unosa vode nakon 7 dana, a potom i na kraju eksperimenta
(dan 28) u odnosu na 14. i 21. dan. U MIX 2 grupi, znacajan porast zabeleZen je nakon 7
dana u odnosu na prvi dan a potom smanjenje u unosu vode (dan 14). Nakon tri i Cetiri
nedelje tretmana uocava se postepen porast unosa vode u odnosu na 14. dan (p<0,01). Na
kraju, u grupi MIX 3 unos vode bio je konstatan do 28. dana, kada se belezi statisticki
znacajno smanjenje. Unos hrane varirao je tokom trajanja eksperimenata u svim
vremenskim periodima, i svim tretiranim grupama, ali je bio ve¢i u odnosu na kontrolu pri
¢emu je u MIX 3 grupi zabeleZeno najvise promena u unosu hrane izmedu pracenih
perioda (Slika 28).
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Slika 28. Unos vode (ml/dan) (A) i hrane (g/dan) (B) nakon subakutne ekspozicije mugjaka
pacova kombinovanoj primeni sulforafana i inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa
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Eksperimentalne grupe: Kontrola M-muzjaci; MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10°
¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5
mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml); SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa. * p<0.05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 (u odnosu na 1. dan eksperimenta). + p<0,05,
++ p<0,01, +++ p<0,001; ++++ p<0,0001 (u odnosu na 7. dan eksperimenta), # p<0,05, #### p<0,0001 (u
odnosu na 14. dan eksperimenta), §88 p<0.001; 8§88 p<0.0001 (u odnosu na 21. dan eksperimenta).
Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa ponovljenim merenjem i LSD post hoc testom.
Dijagram predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), linija unutar okvira ozna¢ava srednju vrednost, a
minimalne i maksimalne vrednosti unutar grupe naglasene su krajnjim ivicama iznad dijagrama

Takode, pradena je i promena unosa hrane i vode kod Zenki pacova tretiranih
kombinacijom SFN i PA-MSHA u 3 dozna nivoa. Unos vode bio je povisen za 33% (MIX
1i MIX 2)i151% (MIX 3) na kraju eksperimenta (28. dan) u odnosu na kontrolu (Tabela
22). Primenjeni tretman nije znacajno uticao na unos hrane. Povecanje je videno samo u
MIX 3 grupi prvog dana eksperimenta (15%, p<0,05) i nakon 21. dana u grupama MIX 1
(35%, p<0,0001) i MIX 3 (39%, p<0,0001). Suprotno tome, nakon 7. i 28. dana,
primeceno je sSmanjenje u koli¢ini unosa hrane kod tretiranih Zenki pacova (Tabela 23).

Tabela 22. Uticaj kombinovane primene rastuéih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na unos vode (ml/dan)ked Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije

Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
1. dan 46+3,4 40+2,8* 50+2,1 51+7,9
% u odnosu na kontrolu / -13% 9% 11%
7. dan 33+x1 40 + 2,8 *** 40 £ 1,7 *** 36+4,2
% u odnosu na kontrolu / 21% 21% 9%
14.dan 38+0,6 38+3,8 40+ 2 42 +43*
% u odnosu na kontrolu / / 5% 10%
21.dan 50+3,4 40 + 3,8 *** 40 + 1,7 *** 40 + 4 3 ***
% u odnosu na kontrolu / -20% -20% -20%
28.dan 33+1,3 44 + 47 *** 44 + 2,1 *** 50 £ 5,6 ****
% u odnosu na kontrolu / 33% 33% 51%

* p<0,05, *** p<0,001, **** p<0,001 (u poredenju sa kontrolom). Statisticki test: jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj
Zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° éelija/ml); MIX 2: SFN
+ PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MI1X 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36
x 10° ¢elija/ml); SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Tabela 23. Uticaj kombinovane primene rastuc¢ih doza sulforafana i inaktivisane bakterije

Pseudomonas aeruginosa na unos hrane (g/dan)kod Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije

Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
1. dan 33+25 32+23 36+15 38+6*
% u odnosu na kontrolu / -3% 9% 15%
7. dan 26+3 22+16* 23+0,97* 24 +27
% u odnosu na kontrolu / -15% -12% -8%
14.dan 25+0,39 25+24 23+1,.2 25+25
% u odnosu na kontrolu / / -8% /
21.dan 23+1,6 31+ 2,9 **** 24+1 32 + 3,4 ****
% u odnosu na kontrolu / 35% 4% 39%
28.dan 27+1 26+2,7 28+1,3 23+2,6**
% u odnosu na kontrolu / -4% 4% -15%
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* p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,001 (u poredenju sa kontrolom). Statisticki test: jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj
Zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° éelije/ml); MIX 2: SFN
+ PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elije/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36
x 10° ¢elije/ml); SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Slika 29 opisuje promene u unosu vode i hrane u kontrolnoj grupi, kao i kod tretiranih
zenki pacova u svih pet posmatranih vremenskih perioda, pojedina¢no (Slika 29). Unos
vode i hrane varirao je tokom trajanja eksperimenta u svim vremenskim periodima, i svim
tretiranim grupama.

MIX 11 MIX 3 grupa ponasale su se slicno u pogledu unosa hrane tokom 28 dana trajanja
eksperimenta. Prvi dan zenke pacova unele su najviSe hrane, nakon Cega sledi naglo
smanjenje u unosu (Slika 29). Medutim, kod Zivotinja tretiranim najviSom dozom SFN i
PA-MSHA (MIX 3) primec¢eno je vise promena U unosu vode i hrane tokom trajanja
eksperimenta.
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Slika 29. Unos vode (ml/dan) (A) i hrane (g/dan) (B) nakon subakutne ekspozicije Zenki pacova
kombinovanoj primeni sulforafana i inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa

Eksperimentalne grupe: Kontrola F-zenke; MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10°
¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° éelija/ml); MIX 3: SEN + PA-MSHA (5
mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml); SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 (u odnosu na 1. dan eksperimenta). + p<0,05,
++ p<0,01, +++ p<0,001; ++++ p<0,0001 (u odnosu na 7. dan eksperimenta), # p<0,05, #### p<0,0001 (u
odnosu na 14. dan eksperimenta), §88 p<0,001; 8888 p<0,0001 (u odnosu na 21. dan eksperimenta).
Statisti¢ki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa ponovljenim merenjem i LSD post hoc testom.
Dijagram predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), linija unutar okvira ozna¢ava srednju vrednost, a
minimalne i maksimalne vrednosti unutar grupe naglasene su krajnjim ivicama iznad dijagrama

4.3.2.2. Uticaj na prirast telesne mase

4.3.2.2.1. Sulforafan

Prirast telesne mase i procentualna razlika u odnosnu na kontrolu, pra¢ena je u cetiri
vremenska perioda i to, nakon 7, 14, 21. i 28. dana eksperimenta. Kod muzjaka pacova,
prirast telesne mase bio je zna¢ajno nizi u odnosu na kontrolu u grupi SFN 2 nakon 14. i
28. dana. Pored toga, nakon 28. dana uoceno je i smanjenje telesne mase veéi od 10% u
SFN 3 grupi (Tabela 24). Primena SFN imala je ve¢i uticaj na prirast telesne mase zenki
pacova. U grupama SFN 1 i SFN 2, zabelezeno je statisticki zna¢ajno smanjenje telesne
mase u sva Cetiri vremenska perioda, dok je u grupi koja je primala najviSu dozu SFN
takode, uoceno smanjenje mase, ali bez statisticke znacajnosti (Tabela 25). Prema
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smernicama SZO Stetnim efektom smatra se svaka promena u telesnoj masi koja je za vise
ili manje od 10% razli¢ita u odnosu na kontrolu (139).

Tabela 24. Uticaj rastucih doza sulforafana na prirast telesne mase kod muZjaka pacova tokom
28 dana oralne ekspozicije

Kontrola SEN 1 SEN 2 SFN 3
7. dan 0,21 +0,016 0,22 £ 0,015 0,24 + 0,086 0,22 £ 0,023
% u odnosu na kontrolu / 5% 14% 5%
14.dan 0,34 + 0,017 0,32+ 0,011 0,21 £0,13 ** 0,34 £ 0,032
% u odnosu na kontrolu / -6% -38% 0%
21.dan 0,4 £ 0,046 0,41 +£0,013 0,37 £0,03 0,41 £0,04
% u odnosu na kontrolu / 2% -7,50% 2%
28.dan 0,53 +0,039 0,49 £0,014 0,46 £ 0,064 * 0,46 £0,043 *
% u odnosu na kontrolu / -7,50% -13% -13%

* p<0,05, ** p<0,01; Statisti¢ki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim
testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su
predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. SFN 1: sulforafan
(0,5 mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m/dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan)

Tabela 25. Uticaj rastucih doza sulforafana na prirast telesne mase kod Zenki pacova tokom 28

dana oralne ekspozicije

Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
7. dan 0,21 + 0,018 0,17 £ 0,056 * 0,16 £0,011 * 0,19 £ 0,022
% u odnosu na kontrolu / -19% -24% -9,50%
14.dan 0,33+0,038 0,26 £ 0,03 ** 0,26 £ 0,022 ** 0,31 +0,023
% u odnosu na kontrolu / -21% -21% -6%
21.dan 0,39 +£ 0,051 0,31+0,021 * 0,31+0,016 * 0,33 +0,079
% u odnosu na kontrolu / -20% -20% -15%
28.dan 0,45 + 0,049 0,37 +£0,023 * 0,38+0,015* 0,41+0,1
% u odnosu na kontrolu / -18% -16% -9%

* p<0,05, ** p<0,01; Statisti¢ki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim
testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su
predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj zivotinja u grupi, n = 5. SFN 1: sulforafan
(0,5 mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m/dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan)

4.3.2.2.2. Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Na isti nacin ispitan je uticaj PA-MSHA na prirast telesne mase kod muzjaka 1 Zenki
pacova u cetiri vremenska perioda. Kod muzjaka pacova, prirast telesne mase bio je
znacajno nizi u odnosu na kontrolu samo nakon 28. dana u grupama PA-MSHA 2 i PA-
MSHA 3 i to za 13%, odnosno 19%, redom (Tabela 26). Medutim, kod Zenki pacova,
smanjenje prirasta telesne mase bilo je izrazeno u svim vremenskim periodima i u svim
ispitivanim grupama (Tabela 27). Najveca razlika u PA-MSHA 1 grupi zabelezZena je posle
7. dana, i postepeno se smanjivala, da bi 28. dana razlika izmedu kontrolne i tretirane
grupe bila 11%. Sli¢an trend zabelezen je i u PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 grupi, ali je u
ovim grupama najveca razlika uo¢ena nakon 14 dana tretmana.
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Tabela 26. Uticaj rastucih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na prirast

telesne mase kod muZjaka pacova tokom 28 dana subkutane ekspozicije

Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
7. dan 0,21 + 0,016 0,19 + 0,022 0,24 + 0,033 0,21+0,12
% u odnosu na kontrolu / -10% 14% /
14.dan 0,34 +£0,017 0,31 + 0,036 0,34 +£ 0,033 0,31+0,1
% u odnosu na kontrolu / -9% / -9%
21.dan 0,4 + 0,046 0,4 +0,04 0,43 +£0,044 0,41 +£0,084
% u odnosu na kontrolu / / 7,50% 2%
28.dan 0,53+ 0,039 0,48 £ 0,026 0,46 £ 0,041 * 0,43 +0,094 *
% u odnosu na kontrolu / -9,50% -13% -19%

* p<0,05; Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom
najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao
srednje vrednosti + standardne devijacije, broj zivotinja u grupi, n = 5. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° éelija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa (0,18 x 10° éelija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10°
¢elija/ml)

Tabela 27. Uticaj rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na prirast
telesne mase kod Zenki pacova tokom 28 dana subkutane ekspozicije

Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
7. dan 0,21 + 0,018 0,14 + 0,089 * 0,15 +0,013 * 0,17 + 0,012
% u odnosu na kontrolu / -34% -29% -19%
14.dan 0,33 + 0,038 0,26 + 0,023 *** (0,22 + 0,016 **** 0,24 + 0,02 ****
% u odnosu na kontrolu / -21% -33% -27%
21.dan 0,39 £ 0,051 0,32+0,014 * 0,29 + 0,032 *** 0,3+0,031 **
% u odnosu na kontrolu / -18% -25% -23%
28.dan 0,45 + 0,049 0,4+0,016 * 0,36 + 0,033 *** (0,36 + 0,029 ***
% u odnosu na kontrolu / -11% -20% -20%

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant
Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u
grupi, n = 5. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elija/ml); PA-
MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana
bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° éelija/ml)

4.3.2.2.3. Kombinovana primena imunomodulatora

Kombinovana primena SFN i PA-MSHA u 3 doze dovela je do promena prirasta telesne
mase kod muzjaka i Zenki pacova (Tabele 28 1 29). Rezultati pokazuju da je u grupi koja je
tretirana najviSom dozom SFN i PA-MSHA (MIX 3) nakon 7. i 21. dana tretmana
zabeleZen porast telesne mase od 14% 1 27%, redom, dok je prirast telesne mase u ostalim
grupama bio slican kontrolnoj grupi (Tabela 28). Suprotno tome, kod zenki pacova je
zabeleZeno smanjene telesne mase u grupi MIX 1 1 MIX 2 u svim vremenskim periodima,
dok je u grupi MIX 3 jedino statisticki znacajno smanjenje telesne mase uoceno 21. dana
tretmana (Tabela 29).
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Tabela 28. Uticaj kombinovane primene rastuéih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na prirast telesne mase kod muZjaka pacova tokom 28 dana

ekspozicije

7. dan
% u odnosu na kontrolu

14.dan
% u odnosu na kontrolu

21.dan
% u odnosu na kontrolu

28.dan
% u odnosu na kontrolu

Kontrola

0,21 +0,016
/

0,34 +0,017
/

0,4 +0,046

0,530,039
/

MIX 1

0,2 +0,0099
-5%
0,33+0,017
-3%
0,42 + 0,023
5%

0,5+0,029
-6%

MIX 2

0,21+0,013
/

0,32 + 0,029
-6%
0,42 + 0,027
5%

0,49+ 0,04
-7,50%

MIX 3

0,23+0,014 *
14%

0,33+0,017
-3%

0,51 + 0,04 ***

27%

0,5+0,017
-6%

* p<0,05, *** p<0,001; Statisti¢ki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa
FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su
predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SEN + PA-
MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° éelija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10°
¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° éelija/ml); SFN - sulforafan; PA-MSHA
- inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Tabela 29. Uticaj kombinovane primene rastucih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na prirast telesne mase kod Zenki pacova tokom 28 dana ekspozicije

Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
7. dan 0,21 + 0,018 0,15 +0,019 * 0,15 + 0,0088 * 0,18 + 0,091
% u odnosu na kontrolu / -29% -29% -14%
14.dan 0,33+0,038 0,22 + 0,027 ** 0,23 +0,021 * 0,27+0,1
% u odnosu na kontrolu / -33% -30% -18%
21.dan 0,39 +£ 0,051 0,26 +£ 0,041 ** 0,27 £ 0,015 ** 0,3+0,091*
% u odnosu na kontrolu / -33% -31% -23%
28.dan 0,45 + 0,049 0,33 + 0,043 ** 0,37 +£0,02 * 0,41+0,1
% u odnosu na kontrolu / -27% -18% -9%

* p<0,05, ** p< 0,01; Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim
testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su
predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-
MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10°
¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° éelija/ml); SFN - sulforafan; PA-MSHA
- inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

4.3.2.3. Uticaj na relativhu masu organa

4.3.2.3.1. Sulforafan

Uticaj primene SFN na promenu relativne mase organa kod muzjaka i Zenki pacova u
odnosu na kontrolu nakon 28 dana ekspozicije predstavljen je u Tabelama 30 i 31. Kod
muzjaka pacova je dobijeno statisticki znacajno smanjenje relativne mase bubrega pacova
u grupama SFN 1 i SFN 3, kao i smanjenje relativne mase jetre i prostate u grupama SFN 3
1 SFN 1, redom. Pored toga, iako razlika nije bila statisticki znacajna, zabelezen je blagi
porast relativne mase pluc¢a u svim tretiranim grupama. Kod Zenki pacova SFN tretman je

doveo do porasta relativne mase pluca, samo u SFN 1 grupi (kontrola vs. tretman:
0,004857 + 0,00102 vs. 0,00596 + 0,00054).
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Tabela 30. Uticaj rastucih doza sulforafana na relativnu masu organa kod muZjaka pacova
nakon 28 dana oralne ekspozicije

Organ Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
Bubrezi 0,00627 £ 0,000515 0,00562 + 0,00045 * 0,00608 + 0,000267 0,00566 + 0,00048 *
Jetra 0,03565 + 0,003834 0,03459 + 0,002241 0,03508 + 0,003358 0,03093 + 0,00169 *
Mozak 0,004479 £ 0,00042 0,004475 + 0,00031 0,004516 + 0,000501 0,004257 + 0,000236
Pluéa 0,003932 £ 0,000637 0,004234 +0,00041 0,004745 = 0,00055 0,004546 + 0,000911
Prostata 0,001297 £ 0,000324 0,0017 +0,000301* 0,001432 £ 0,0002 0,001506 * 0,00033
Slezina 0,001992 + 0,000178 0,00185 + 0,000250 0,001968 + 0,00025 0,00182 + 0,000351
Srce 0,002808 + 0,00023 0,002803 + 0,000103 0,002785 + 0,000252 0,00261 + 0,00025
Testisi 0,006651 + 0,002631 0,007754 +0,0002 0,007854 + 0,00064 0,006724 + 0,000379
Timus 0,001908 + 0,00049  0,00161 £ 0,00039 0,001824 + 0,00039 0,001692 + 0,00025

* p<0,05; Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom
najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao
srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg
t.m./dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m./dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m./dan)

Tabela 31. Uticaj rastuéih doza sulforafana na relativnu masu organa kod Zenki pacova nakon
28 dana oralne ekspozicije

Organ Kontrola SFN 1 SFN 2 SFEN 3
Bubrezi 0,005734 + 0,00044 0,00565 + 0,000337 0,00582 + 0,000332 0,00607 + 0,000789
Jetra 0,03675 + 0,003881  0,03665 + 0,00245 0,03758 + 0,002047 0,03735 + 0,004175
Mozak 0,005313 + 0,000221 0,005518 + 0,00015 0,005392 + 7,47E-05 0,005488 + 0,00087
Pluéa 0,004857 + 0,00102 0,00596 + 0,00054 * 0,004995 + 0,000381 0,005401 + 0,000813
Slezina 0,00197 + 0,000233 0,002217 +0,00011 0,00218 + 0,00034  0,002305 * 0,00033
Srce 0,002788 + 0,00022  0,00285 + 0,00011  0,002942 + 0,00023 0,00306 + 0,000398
Timus 0,002389 + 0,00055 0,002347 +0,00066 0,002197 + 0,00043 0,00247 + 0,00085

* p<0,05; Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom
najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao
srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg
t.m./dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m./dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m./dan)

4.3.2.3.2. Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Uticaj primene PA-MSHA na promenu relativne mase organa pracen je kod muzjaka i
zenki pacova 1 poreden sa kontrolom nakon 28 dana subkutane ekspozicije. Dobijeni
rezultati predstavljeni su tabelarno (Tabele 32 i 33). Kao i u grupama tretiranim SFN,
znacajna promena relativne mase organa uocena je kod muzjaka pacova. Relativna masa
pluca i srca tretiranih muzjaka rasla je sa porastom primenjene doze PA-MSHA, dok je
masa jetre bila statisticki znacajno manja u odnosu na kontrolu nakon 28. dana tretmana u
grupama PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3. Dodatno, zabelezeno je smanjenje relativne mase
timusa, ali samo u grupi 1, odnosno kod muzjaka pacova tretiranih najnizom dozom PA-
MSHA (0,9 x 10° ¢éelije/ml). Kod Zenki pacova uogeno je dozno-zavisni porast relativne
mase srca, pri ¢emu je jedino statisticki znacajno povecanje U odnosu na kontrolu bilo u
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grupi 2 (p<0,01). S druge strane, relativna masa jetre tretiranih Zenki u PA-MSHA 3 grupi
bila je znacajno niza u odnosu na kontrolu.

Tabela 32. Uticaj rastu¢ih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na relativnu
masu organa kod muZjaka pacova nakon 28 dana subkutane ekspozicije

Organ Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
Bubrezi 0,00627 +0,000515 0,005991 + 0,000276 0,006284 + 0,000462 0,00586 + 0,000377
Jetra 0,03565 + 0,003834 0,03648 + 0,002336 0,0284 +0,0023 *** 0,027 £ 0,0008 ****
Mozak 0,004479 + 0,00042 0,004096 + 0,00031 0,004329 + 0,000355 0,004713 + 0,000299
Pluca 0,003932 + 0,000637 0,0049 +0,00042 ** 0,00512 + 0,0007 ** 0,006 + 0,0004 ****
Prostata 0,001297 + 0,000324 0,001269 +0,00025 0,00133 +0,000164 0,00136 + 0,0003742
Slezina 0,001992 + 0,000178 0,001864 + 0,000276 0,002056 + 0,000411 0,001882 + 0,00034
Srce 0,002808 + 0,00023 0,00276 + 0,000234 0,00341 + 0,0004 ** 0,00342 + 0,0005 **
Testisi 0,006651 + 0,002631 0,006853 + 0,0057 0,007183 + 0,000449 0,007655 + 0,000325
Timus 0,001908 + 0,00049 0,0012 +0,000489 * 0,001798 + 0,000175 0,00193 + 0,00046

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001; StatistiCki test: jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant
Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u
grupi, n = 5. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° éelija/ml); PA-MSHA
2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml)

Tabela 33. Uticaj rastucih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na relativnu
masu organa kod Zenki pacova nakon 28 dana subkutane ekspozicije

Organ Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
Bubrezi 0,005734 + 0,00044 0,00598 + 0,000585 0,005662 + 0,000449 0,00572 + 0,000521
Jetra 0,03675 + 0,003881 0,03822 + 0,003771 0,03373+0,00264  0,0317 + 0,00323 *
Mozak 0,005313 + 0,000221 0,005481 + 0,000545 0,005397 + 0,000384 0,005154 + 9,74E-05
Pluéa 0,004857 +0,00102 0,005891 + 0,00059 0,005637 + 0,000843 0,005579 + 0,00124
Slezina 0,00197 £ 0,000233 0,002059 + 0,000344 0,002142 +0,00023 0,00216 + 0,000471
Srce 0,002788 + 0,00022 0,00296 + 8,63E-05 0,0034 + 0,00034 ** 0,00312 + 0,000410
Timus 0,002389 + 0,00055 0,002392 + 0,00088 0,00224 + 0,00052  0,002174 + 0,00044

* p<0,05; ** p<0,01; Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim
testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su
predstavljene kao srednje vrednosti = standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. PA-MSHA 1:
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml)

4.3.2.3.3. Kombinovana primena imunomodulatora

Rezultati uticaja kombinovane primene SFN i PA-MSHA na promenu relativne mase
organa tretiranih pacova u odnosu na kontrolu prikazani su tabelarno, kao srednja vrednost
i standardna devijacija (Tabela 34 i Tabela 35). Interesantno, primenjena kombinacija nije
dovela do znacajnih promena ni kod muzjaka ni kod Zenki pacova. Jedina statisticki
znaCajna razlika kod muzjaka uocena je na nivou pluc¢a gde je tretman doveo do dozno-
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zavisnog povecanja relativne mase posmatranog organa. Kod zenki pacova doslo je do
blagog uvecanja slezine, pri ¢emu je jedino statistiCki znacajno uvecanje u odnosu na
kontrolu primec¢eno u grupi 1 (MIX 1).

Tabela 34. Uticaj kombinovane primene rastuéih doza sulforafana i inaktivisane bakterije

Pseudomonas aeruginosa na relativnu masu organa kod muZjaka pacova nakon 28 dana
ekspozicije

Organ Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
Bubrezi 0,00627 + 0,000515 0,00604 + 0,000311 0,005925 + 0,00045 0,00606 + 0,000557
Jetra 0,03565 + 0,003834 0,03659 + 0,003105 0,03459 + 0,002561  0,03614 + 0,00301
Mozak 0,004479 + 0,00042 0,004385 +0,000171 0,004209 +0,00031  0,00427 + 0,0002
Pluéa 0,003932 + 0,000637 0,004465 +0,000183 0,00481 +0,00027 * 0,0051 +0,00076 **
Prostata 0,001297 + 0,000324 0,001202 + 0,000525 0,00121 +0,000112 0,00166 + 0,000353
Slezina 0,001992 + 0,000178 0,001867 + 0,00011 0,001822 + 0,000267 0,002017 + 0,000222
Srce 0,002808 + 0,00023 0,00298 + 0,000198 0,00263 + 0,000163 0,002719 + 0,000161
Testisi 0,006651 + 0,002631 0,007188 + 0,00074 0,00685 + 0,000699 0,007642 + 0,0012
Timus 0,001908 + 0,00049 0,001792 +0,00056 0,001688 + 0,00069 0,00122 + 0,00053

* p<0,05; Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom
najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao
srednje vrednosti * standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg
t.m./dan + 0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° éelija/ml); MIX 3:

SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° éelija/ml); SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana
bakterija Pseudomonas aeruginosa

Tabela 35. Uticaj kombinovane primene rastucih doza sulforafana i inaktivisane bakterije

Pseudomonas aeruginosa na relativnu masu organa kod Zenki pacova nakon 28 dana
ekspozicije

Organ Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3

Bubrezi 0,005734 £ 0,00044 0,005726 + 0,000424 0,005489 + 0,000292 0,005933 + 0,00028
Jetra 0,03675 + 0,003881 0,03694 + 0,002105 0,03587 + 0,002696 0,03736 + 0,002926
Mozak 0,005313 + 0,000221 0,005385 + 0,00042 0,005209 + 3,37E-05 0,005202 + 0,00063
Pluéa 0,004857 +0,00102 0,005635 + 0,000585 0,005628 + 0,00106 0,005531 + 0,000862
Slezina 0,00197 £ 0,000233 0,00236 + 0,00025 * 0,002263 + 6,22E-05 0,002109 + 0,00031
Srce 0,002788 + 0,00022 0,002864 + 0,00044 0,002851 + 0,00019 0,00298 + 0,000418
Timus 0,002389 + 0,00055 0,002004 + 0,00068 0,002196 + 0,0004  0,002292 + 0,00077

* p<0,05; Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom
najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao
srednje vrednosti + standardne devijacije, broj zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg
t.m./dan + 0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3:
SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml); SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana
bakterija Pseudomonas aeruginosa
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4.3.2.4. Uticaj na hematoloSke parametre

4.3.2.4.1. Sulforafan

Hematoloski parametri izmereni u krvi muzjaka pacova nakon tretmana rastu¢im dozama
SFN tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 36. Kod pacova koji su primali najvisu dozu
SFN (SFN 3) dobijen je statisticki znacajan porast procenta limfocita (%) u krvi u
poredenju sa kontrolom. U SFN 3 grupi uocava se smanjenje % neutrofila, a porast broja
limfocita. Pored toga, uo¢ena je razlika izmedu SFN 2 i SFN 3 grupe u broju leukocita i
limfocita pri ¢emu je u krvi muZzjaka pacova u SFN 3 grupi izmeren znacajno visi broj u
odnosu na SFN 2 grupu (p<0,05). Dalje, izmedu kontrole i SFN 2 grupe postajala je razlika
u % bazofila koji su kod tretiranih pacova bili snizeni u odnosu na kontrolu.

Tabela 36. Uticaj rastuéih doza sulforafana na hematoloSke parametre muZjaka pacova nakon
28 dana oralne ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
Leukociti (10*9/1) 5,367 + 2,028 5,2+1,183 4,4 +1,125 6,52+1,057
Limfociti (%) 71,03 + 5,487 73 +£1,897 73,58 + 4,934 78,5+ 4,444 *
Monaciti (%) 9,056+2,723 8,42 £ 1,689 7,72 £ 3,611 6,52 +1,41
Neutrofili (%) 16,97 + 3,682 16,3+ 1,151 16,54 £ 4,182 12,86 + 3,483
Eozinofili (%) 0,15 + 0,08367 0,36 £ 0,4722 0,16 £ 0,08944 01+0
Bazofili (%) 2,8 £0,5899 1,92 + 0,507 2+0,6745* 2,02 +0,8289
Limfociti aps. (10*9/1) 3,8+1,403 3,8+0,8994 3,234+0,8217 5,136 +0,9648 *
Monociti aps. (10*9/1) 0,5083 + 0,3067 0,442 + 0,139 0,318 +0,1117 0,422 + 00,1043
Neutrofili aps. (10*9/1) 0,9 +0,3396 0,84 + 0,1544 0,754 +0,3554 0,826 £ 0,2027
Eozinofili aps. (10*9/1) 0,0083 + 0,00983 0,018 +0,0295 0,01 + 0,007071 0,01+0
Bazofili aps. (10*9/1) 0,1505 + 0,06348 0,0962 +0,0203  0,0894 £ 0,045 0,1288 +0,04593
Eritrociti (10*12/1) 7,032 £ 0,5935 7,49 £ 0,9259 7,202 = 0,6006 7,448 + 0,5531
Hemoglobin (g/1) 136,2 £ 15,05 144,4 + 19,88 138 £ 9,354 144,4 + 10,64
Hematokrit (I/1) 0,391 +0,05146 0,4138 +0,0608 0,3946 + 0,0355 0,4088 + 0,03706
MCV (fl) 55,45 + 2,665 55,16 + 1,838 54,76 + 1,27 54,84 + 2,352
MCH (pg) 19,37 £ 0,5538 19,24 + 0,503 19,18 £ 0,3033 19,38 £ 0,614
MCHC (g/l) 348,8 + 7,6 349,6 + 7,127 350,4 + 10,06 353,6 +9,711
Trombociti (10*9/1) 358,5+ 74,82 387,6 + 18,08 4416 +117,3 399 + 32,96

*p<0,05 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05 (u poredenju sa SFN 2 grupom); Jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference,
LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije. SFN 1: sulforafan (0,5
mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m/dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); MCV: srednji
korpuskularni volumen, MCH: srednji korpuskularni hemioglobin, MCHC: srednja korpuskularna
koncentracija hemioglobina

BMD analizom ispitana je zavisnost promene nivoa hematoloskih parametara u krvi
pacova od doze ispitivane supstance. Dobijeni grafici (broj iteracija: 200) zasnovani su na
uprosecavanju modela i prikazani na Slici 30 gde su rezultati izrazeni kao interval,
odnosno gornja i donja granica pouzdanosti od 95% BMDU i BMDL, redom. Ushodni
trend krive primecen je u slucaju uticaja SFN na % i broj ukupnih limfocita u krvi muzjaka
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pacova, a nishodan u slucaju procene uticaja SFN na % neutrofila. BMDL koji moze
dovesti do 5% povecanja % limfocita u krvi pacova iznosio je 0,393 mg/kg t.m./dan SFN,
dok je BMDL za ukupan broj limfocita 0,114 mg/kg t.m./dan. Kona¢no, izracunata donja
granica pouzdanosti koja moze dovesti do 5% smanjenja % neutrofila u krvi muzjaka
pacova iznosi 0,0105 mg/kg t.m./dan (140) (Slika 30).
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Slika 30. Grafi¢ki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza sulforafana i hematoloSkih
parametara kod muZjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije
SFN (0,5, 2 i 5 mg/kg t.m/dan); Broj iteracija: 200. SFN: sulforafan

Hematoloski parametri izmereni su 1 u krvi Zenki pacova nakon tretmana rastu¢im dozama
SFN tokom 28 dana. Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 37. Jedino statisticki znac¢ajno
povecanje primeceno je u SFN 3 grupi u odnosu na kontrolu, i to u broju apsolutnih
neutrofila. Poredenjem svih grupa medusobno, uoceno je smanjenje MCHC parametra u
grupi SFN 1 u odnosu na grupu SFN 2 (p<0,05).
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Tabela 37. Uticaj rastuéih doza sulforafana na hematoloSke parametre Zenki pacova nakon 28
dana oralne ekspozicije

Eozinofili aps. (10*9/1)
Bazofili aps. (10*9/1)
Eritrociti (10*12/1)
Hemoglobin (g/l)
Hematokrit (I/1)

0,01333+0,0136 0,018 +0,01789 0,01 +0,007071 0,012 +0,004472
0,078 +0,03986 0,1014 +0,03584 0,0946 + 0,031
7,115+ 0,8097

138,7 + 14,25

0,3962 +0,04826 0,3956 +0,05132 0,384 +£0,05071 0,3588 + 0,02525

7,036 £ 0,7282

137,6 + 14,88

6.94 + 0,7503
138,4 +£17,01

Parametar (jedinica) Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
Leukociti (10*9/1) 4,25 + 1,205 4,64 + 0,5595 3,84 £1,189 6,04 £ 3,028
Limfociti (%) 71,97 £ 5,815 72,18 £ 3,451 67 +2,909 64,04 £ 12,05
Monociti (%) 9,2 +£3,976 7,6 £0,8573 9,18 +£1,182 10,92 + 4,303
Neutrofili (%) 16,72 + 3,195 17,62 + 3,333 21,06 + 2,751 22,82 + 8,666
Eozinofili (%) 0,3 +0,3464 0,44 + 0,4879 0,28 £ 0,1483 0,24 £0,1673
Bazofili (%) 1,817 + 0,7548 2,16 £ 0,6731 2,48 £ 0,4658 1,98 + 0,4868
Limfociti aps. (10*9/1) 3,105 + 1,055 3,36 £ 0,5349 2,594+£0,9 3,65 + 1,286
Monociti aps. (10*9/1) 0,37+£0,1231 0,356 +0,07021 0,358 £0,1439 0,756 + 0,7073
Neutrofili aps. (10*9/1) 0,685+0,1198 0,806 + 0,09555 0,784 +0,1258  1,5+0,1313 *

0,1232 = 0,06675

6,49 + 0,4684
128,6 + 7,797

MCYV (fl) 5565+1758  56,12+1678  5522+1,997  5532+1,966
MCH (pg) 19,52+0,5037  19,56+0,5595  19,9+05831 19,82 + 0,687
MCHC (g/l) 350,8+7,859  3484+9099*  360,6+30912  358,6+ 10,74
Trombociti (10*9/1) 451 +137,6 4054+104  4092+1555  412,8+1028

*p<0,05 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05 (u poredenju sa SFN 2 grupom); Jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference,
LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije. SFN 1: sulforafan (0,5
mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m/dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); MCV: srednji
korpuskularni volumen, MCH: srednji korpuskularni hemioglobin, MCHC: srednja korpuskularna
koncentracija hemioglobina

Da bi se dalje istrazio uticaj SFN na hematoloske parametre kod Zenki pacova, a u smislu
odnosa doza-odgovor, sprovedena je BMD analiza istim postupkom kako §to je prethodno
objasnjeno. Od svih pra¢enih hematoloskih parametara dozna zavisnost pokazana je samo
za apsolutni broj neutrofila kod Zenki pacova. Dobijen grafik prikazan je na Slici 31 pri
¢emu je rezultat izrazeni kao interval. Ushodni trend krive ukazuje na potencijal SFN da
dovede po 5% povecanja apsolutnog broja neutrofila u krvi Zenki pacova kada se
primenjuje u dozi od 0,0109 mg/kg t.m./dan (Slika 31).
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Slika 31. Grafi¢ki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza sulforafana i hematoloskog
parametra apsolutnog broja neutrofila kod Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije
SFN (0,5, 2 i 5 mg/kg t.m/dan); Broj iteracija: 200. SFN: sulforafan

4.3.2.4.2. Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Dobijeni rezultati za hematoloske paramtere izmerene u krvi muzjaka pacova nakon
tretmana rastu¢im dozama PA-MSHA prikazani su u Tabeli 38. U grupama tretiranim PA-
MSHA uocene su znacajnije promene hematoloskih parametara u odnosu na SFN. U
odnosu na kontrolu statisticki znacajan porast broja leukocita uocen je u grupi PA-MSHA
1 (p<0,05), dok je u odnosu na grupu PA-MSHA 1 dobijeno smanjenje broja leukocita u
grupama PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 (p<0,05). Dalje, u odnosu na kontrolu, procenat
monocita, broj eritrocita i nivo hematokrita bio je znac¢ajno nizi u grupama tretiranim PA-
MSHA. U slucaju eritrocita i hematokrita, efekat je bio dozno-zavistan. S druge strane,
procenat eozinofila, MCHC 1 broj trombocita znacajno je visi u tretiranim grupama u
odnosu na kontrolu. Dozno-zavisna veza uocCena je kod MCHC parametra i broja
trombocita. Poredenjem svih grupa medusobno, uoceno je smanjenje broja leukocita u
grupama PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 u odnosu na grupu PA-MSHA 1 (p<0,05). Takode,
statisticki znacajno smanjenje broja apsolutnih limfocita, monocita i bazofila u odnosu na
PA-MSHA 1 grupu, uoceno je u grupama PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3, odnosno PA-
MSHA 2 (u slu¢aju bazofila). Procentualni rast neutorofila dobijen je u grupama PA-
MSHA 2 i PA-MSHA 3 u odnosu na PA-MSHA 1 (p<0,05), kao i eozinofila u grupi PA-
MSHA 2 (p<0,01). Statisticki znacajna razlika izmedu PA-MSHA 1 i PA-MSHA 3
dobijena je i u slucaju koncentracije MCHC, dok je broj trombocita bio visi sa pove¢anjem
primenjene koncentracije PA-MSHA, odnosno u grupama PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 u
odnosu na grupu PA-MSHA (p<0,01).

Tabela 38. Uticaj rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na hematoloSke
parametre u krvi muZjaka pacova nakon 28 dana subkutane ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
Leukociti (10*9/1) 5,367 + 2,028 7,92+1914* 4,6 +£2,104 * 4,46 +£0,7232 *
Limfociti (%) 71,03 + 5,487 69,42 + 10,33 70,26 + 4,266 68,68 + 4,461
Monociti (%) 9,05 + 2,723 12,9+ 10,2 5,86 + 1,89 * 6,24 + 2,066 *
Neutrofili (%) 16,97 + 3,682 14,96 + 2,698 21,08+577*  22,04+4611*
Eozinofili (%) 0,15 + 0,08367 0,2+0,07071 0,4 £0,122 ***** 0,32+ 0,1304 *
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Bazofili (%) 2,8 £0,5899 2,52 +0,5891 2,4 +£0,7583 2,72+0,7294
Limfociti aps. (10*9/1) 3,8+1,403 5,508 + 1,707 3,23+1,494* 3,076+0,6187 *
Monaociti aps. (10*9/1) 0,5083+0,3067 1,054 +0,9608 0,296 +0,2094* 0,286 + 0,1159 *
Neutrofili aps. (10*9/1) 0,9 +£0,3396 1,15+ 0,1251 0,942 £0,4765 0,962 +0,1236
Eozinofili aps. (10*9/1) 0,00833 +0,0098 0,016 +0,005477 0,02 +0,01225 0,014 + 0,008944
Bazofili aps. (10*9/1) 0,1505 + 0,06348 0,1934 +0,03602 0,114 +0,06217 * 0,1238 + 0,04307
Eritrociti (10*12/1) 7,032 +0,5935 6,61 + 0,5075 6,6 £ 0,3007 6,236 + 0,5641 *
Hemoglobin (g/l) 136,2 + 15,05 130 + 7,314 133,4 + 3,647 125,8 + 10,59
Hematokrit (/1) 0,391 £ 0,05146 0,3564 +0,01595 0,3596 +0,01785 0,334 +0,02939 *
MCV (f1) 55,45 + 2,665 54,08 * 3,562 54,58 + 2,976 53,58 + 0,6301
MCH (pg) 19,37 + 0,5538 19,72 + 1,341 20,24 +0,5595 20,18 + 0,2588
MCHC (g/l) 348,8+ 7,6 364,4 £ 6,229 ** 371,4 + 13,24 *** 377 £ 3,08 *****
Trombociti (10*9/1) 358,5 + 74,82 384+£4949  4832+19,1*** 490+ 20,15 ** **

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05; ++ p<0,01 (u
poredenju sa PA-MSHA 1 grupom); Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje
vrednosti + standardne devijacije. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10°
¢elija/ml); PA- MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA
3. inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° éelija/ml); MCV: srednji korpuskularni
volumen, MCH: srednji korpuskularni hemioglobin, MCHC: srednja korpuskularna koncentracija
hemioglobina

Za dalje ispitivanje uticaja PA-MSHA na hematoloske parametre kod muZzjaka pacova i
procene odnosa primenjena doza-odgovor, sprovedena je BMD analiza pri ¢emu su
koriS¢eni isti parametri kao §to je prethodno navedeno. Dobijeni grafici (broj iteracija: 200)
zasnovani su na fitovanju najboljeg modela i prikazani na Slici 32, a rezultati su izraZeni
kao interval izmedu gornje 1 donje granice pouzdanosti. Ushodni trend krive primecen je u
slu¢aju uticaja PA-MSHA na % eozinofila u krvi pacova i broja trombocita, dok je
nishodan trend zabeleZen u slucaju koncentracije hematokrita. Medutim, analizom odnosa
BDMU/BMDL utvrdeno je da samo koncentracija MCHC i moze zavisiti od primenjene
doze PA-MSHA, dok kod ostalih parametara ovaj efekat nije potvrden (Slika 32).
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Slika 32. Grafic¢ki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa i hematoloskih parametara kod muzjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije
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PA-MSHA (0,09 x 10° ¢elija/ml; 0,18 x 10° éelija/ml; 0,36 x 10° éelija/ml); Broj iteracija: 200. PA-MSHA:
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Uticaj PA-MSHA na hematoloske parametre u krvi Zenki pacova detaljno su prikazani u
Tabeli 39. Porast broja leukocita i limfocita dobijen je u grupi 2 (PA-MSHA 2) u odnosu
na kontrolu, dok je procentualni porast eozinofila uocen u grupi PA-MSHA 1. Dalje,
statisticki znacajan porast broja neutrofila i MCHC koncentracije uocen je u sve 3 tretirane
grupe pacova. MCH parametar bio je nesto visi u grupi 2 u odnosu na kontrolu, a nizi u
PA-MSHA 3 grupi u odnosu na PA-MSHA 2. Koncentracija hematokrita smanjivala sa sa
porastom primenjene doze PA-MSHA (u odnosu na kontrolu), dok je smanjenje broja
eritrocita uo¢eno u grupama PA-MSHA 1 i PA-MSHA 2. Na kraju, koncentracija
hematokrita bila je statisti¢ki znacajno niza u PA-MSHA 1 u odnosu na kontrolu (p<0,05).
U odnosu na grupu PA-MSHA 1, uocen je i procentualni porast limfocita u grupi PA-
MSHA 2 kao i smanjenje u % i broju eozinofila u grupi PA-MSHA 3 (Tabela 39).

Tabela 39. Uticaj rastucih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na hematoloske
parametre u krvi Zenki pacova nakon 28 dana subkutane ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
Leukociti (10*9/1) 4,25 +1,205 5,2 +1,654 5,82 +0,9628 * 5,34 £ 0,9236
Limfociti (%) 71,97 + 5,815 67,02 5,77 7424+ 4,491+ 69,78 + 2,345
Monaciti (%) 9,2 + 3,976 7+2473 51+2,348 * 5,24 £ 2,253 *
Neutrofili (%) 16,72 £ 3,195 22,8 £2,641 ** 18,5 + 2,857 223+426*
Eozinofili (%) 0,3 +0,3464 1+0,6042 * 0,62 +0,7791 0,28 +£0,1095 *
Bazofili (%) 1,817 £ 0,7548 2,18 +1,073 1,54 + 0,6107 2,4 +0,6442
Limfociti aps. (10*9/1) 3,105 + 1,055 3,482+1,083 4,328+0,8566* 3,718 +0,5971
Monaciti aps. (10*9/1) 0,37 +0,1231 0,366 £ 0,1892 0,302+ 0,1575 0,274 +£0,1152
Neutrofili aps. (10*9/1) 0,685+0,1198 1,184 +0,4055* 1,062+0,1339* 1,208 +0,3937 **

Eozinofili aps. (10*9/1)
Bazofili aps. (10*9/1)

0,01333 +0,0136 0,052 +0,03493 *
0,078 £0,03986 0,117 +0,08459

0,034 £ 0,04336 0,014 +0,00894 *
0,0918 +0,04103 0,125+ 0,02353

Eritrociti (10*12/1) 7,115+ 0,8097 6,004 +0,2648 ** 6,292+ 0,4928 * 6,406 + 0,5035
Hemoglobin (g/l) 138,7 + 14,25 121,2 + 3,564 * 130,8 + 9,23 12,.2 £ 9,257
Hematokrit (/1) 0,3962 + 0,04826 0,3276 + 0,015 ** 0,3468 + 0,0254 * 0,3438 + 0,0203 *
MCV (f1) 55,65+ 1,758 54,62 £ 2,925 55,18 £1,276 53,76 + 1,962
MCH (pg) 19,52 + 0,5037 20,2+0,6892 20,82 +0,4438 ** 20,04 + 0,6504 *
MCHC (g/l) 350,8 + 7,859  370,2 £ 9,149 *** 377,4 £ 8,62 **** 372,6 + 5,639 ***
Trombociti (10*9/1) 451 +137,6 481,8 £ 56,92 519,6 + 33,69 507,8 + 51,02

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05; ++ p<0,01 (u
poredenju sa PA-MSHA 1 grupom); # p<0,05 (u odnosu na PA-MSHA 2); Jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) + Fiserov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD).
Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije. PA-MSHA 1: inaktivisana
bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elije/ml); PA- MSHA 2: inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° Celije/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa (0,36 x 10° ¢elije/ml); MCV: srednji korpuskularni volumen, MCH: srednji korpuskularni
hemioglobin, MCHC: srednja korpuskularna koncentracija hemioglobina

Uticaj doze PA-MSHA na hematoloske parametre kod zenki pacova ispitivan je
Benchmark analizom i dobijeni grafik zasnovan na uprosec¢avanju modela prikazan je na
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Slici 33, a rezultati su izraZeni kao interval izmedu gornje i donje granice pouzdanosti.
Dobijena krive pokazuje da koncentracija MCHC u krvi Zenki pacova raste sa porastom
primenjene doze PA-MSHA (Slika 33).
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Slika 33. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastucih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa i hematoloskog parametra MCHC kod Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije
PA-MSHA (0,09 x 10° éelije/ml; 0,18 x 10° ¢elije/ml; 0,36 x 10° éelije/ml); Broj iteracija: 200. PA-MSHA:
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

4.3.2.4.3. Kombinovana primena imunomodulatora

Uticaj kombinovane primene SFN i PA-MSHA na hematoloske paramentre u krvi muzjaka
pacova prikazan je u Tabeli 40. Statisticki znacajan procentualni porast limfocita i
eozinofila, kao i smanjenje neutrofila i bazofila dobijeno je samo u MIX 1 grupi u odnosu
na kontrolu. Pored toga, pacovi tretirani najviSom dozom SFN i PA-MSHA (MIX 3)
pokazuju znacajno povecanje koncentracije MCHC nakon 28 dana tretmana, u odnosu na
kontrolu. Poredenjem svih grupa medusobno, uoc¢eno je procentualno smanjenje eozinofila
u MIX 3 grupi u odnosu na MIX 1, kao i apsolutnog broja eritrocita (p<0,05).
Koncentracija hemioglobina i hematokrita takode je bila niza, a MCHC viSa u MIX 3 grupi
u odnosu na MIX 1 (Tabela 40).
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Tabela 40. Uticaj kombinovane primene rastuéih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na hematoloSke parametre u krvi mugjaka pacova nakon 28 dana
ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
Leukociti (10*9/1) 5,367 + 2,028 6,64 + 0,7635 6,14 + 0,503 5,78 + 2,058
Limfociti (%) 71,03 +£5487 77,94 £ 1,447 ** 75,.3+ 3,619 75 + 3,066
Monociti (%) 9,05+2,723 7,82+1,672 7,84 +1,383 8,02 +£0,7918
Neutrofili (%) 16,97 + 3,682 11,78 £1,895 * 14,3 + 3,308 14,42 + 2,699
Eozinofili (%) 0,15+0,08367 04+0,3391*  0,18+0,08367 0,14 +0,08944*
Bazofili (%) 2,8 +0,5899 2,06 +05857* 2,38+ 0,3564 2,42 +0,3633
Limfociti aps. (10*9/1) 3,8 +1,403 5,178 + 0,6191 4,638 +0,5720 4,352 + 1,582
Monaciti aps. (10*9/1) 0,5083 + 0,3067 0,52 £ 0,1229 0,48 £0,06364 0,466 +0,1932
Neutrofili aps. (10*9/1) 0,9 +0,3396 0,782 + 0,1653 0,87+0,1465 0,814 +0,2813
Eozinofili aps. (10*9/1) 0,00833 + 0,0098 0,026 + 0,0251 0,012 + 0,004472 0,008 + 0,008367
Bazofili aps. (10*9/1) 0,1505 + 0,06348 0,1336 +0,02491 0,147 +0,02799 0,1412 +0,06019
Eritrociti (10*12/1) 7,032 £ 0,5935 7,432 + 0,669 7,158 +0,5852 6,644 £0,2188 *
Hemoglobin (g/1) 136,2+1505  1456+10,24  138,8+1383  1292+2775*
Hematokrit (I/1) 0,391 +0,05146 0,4204 +0,03879 0,391 +0,04507 0,3568 +0,0067 *
MCV (fl) 55,45 + 2,665 56,58 + 1,843 54,58 + 2,823 53,74 + 1,462
MCH (pg) 19,37 £ 0,5538 19,62 £ 0,7662 19,4 + 0,6671 19,46 £ 0,4219
MCHC (g/l) 3488+ 7,6 347,2 + 9,365 3554 +9,099 362,2+4,82**
Trombociti (10*9/1) 358,5 + 74,82 434,8 + 78,21 434,8 + 31,19 401 + 68,26

* p<0,05, ** p<0,01 (u poredenju sa kontrolom): + p<0,05; ++ p<0,01 (u odnosu na MIX 1). Statisticki test:
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike
(engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti +
standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x
10° ¢gelija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-
MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° éelija/ml); MCV: srednji korpuskularni volumen, MCH: srednji
korpuskularni hemioglobin, MCHC: srednja korpuskularna koncentracija hemioglobina; SFN - sulforafan;
PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Sprovedenom BMD analizom nije izraunat interval pouzdanosti ni za jedan od izmerenih
hematoloskih parametara kod muzjaka pacova.

Kod Zenki pacova tretiranih kombinacijom SFN 1 PA-MSHA uocene su znacajnije
promene hematoloskih parametara koji se dovode u vezu sa anemijom (broj eritrocita,
koncentracija hemioglobina, hematokrita, kao i MCV, MCH i MCHC parametri). Broj
eritrocita, kao 1 koncentracija hematokrita bili su nizi u sve 3 tretirane grupe u odnosu na
kontrolu, dok je koncentracija MCHC bila povisena. Dodatno, u MIX 2 i MIX 3 grupama
dobijen je povisen nivo hemioglobina, a snizene vrednosti MCH parametra u odnosu na
kontrolu. Samo zenke pacova tretirane najnizom dozom SFN i PA-MSHA (MIX 1) imale
su nizi nivo MCV u krvi u odnosu na kontrolu (p<0,05). Pored toga, broj ukupnih
neutrofila kao 1 % neutrofila u krvi bio je visi u tretiranim grupama u odnosu na kontrolu, i
to najvisi u MIX 1 grupi (Tabela 41).
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Tabela 41. Uticaj kombinovane primene rastuéih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na hematoloske parametre u krvi Zenki pacova nakon 28 dana

ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
Leukociti (10*9/1) 4,25+ 1,205 49+1,29 456 +£1,078 4,42 + 1,696
Limfociti (%) 71,97 + 5,815 67,44 + 8,443 71,96 + 1,808 68,14 + 4,198
Monociti (%) 9,2 + 3,976 6,24 + 3,079 5,42+ 2142 7,1+4,142
Neutrofili (%) 16,72 £ 3,195 23,78 +£6,264 ** 20,42 +£ 2,875 22,14 +195*
Eozinofili (%) 0,3 £0,3464 0,32 £ 0,1924 0,54 + 0,3209 0,84 +0,9762
Bazofili (%) 1,817 + 0,7548 2,22 +£0,6611 1,66 + 0,6986 1,78 £ 0,5541
Limfociti aps. (10*9/1) 3,105 + 1,055 3,25+ 10,7303 3,28 +£0,7779 3,028 + 1,27
Monaciti aps. (10*9/1) 0,37 £0,1231 0,332+0,2221 0,246 £0,09017 0,298 + 0,1686
Neutrofili aps. (10*9/1) 0,685+0,1198 1,188+0,5493* 0,936+0,2886 0,976 + 0,3737
Eozinofili aps. (10*9/1) 0,01333 +£0,0137 0,016 £0,01342 0,024 £0,0114 0,04 + 0,04583

Bazofili aps. (10*9/1)

0,078 +0,03986 0,1142 * 0,05335

0,0754 +£0,03283 0,0762 + 0,03013

Eritrociti (10%12/1) 7,115+0,8097 6,31 +0,4101* 5,862 + 0,4858 ** 5862 + 0,4012 **
Hemoglobin (g/1) 1387+1425  1256+8877 119,2+8,379 ** 118,8 + 6,573 **
Hematokrit (I/1) 0,3962 + 0,04826 0,3402 +0,0239 * 0,321 + 0,0277 ** 0,3218 + 0,020 **
MCYV (fl) 5565+1758  539+1075*  5472+1145  5494+1115

MCH (pg) 19,52 +0,5037 19,88 +0,3962 20,32 +0,4658 * 20,28 + 0,7563 *
MCHC (g/1) 350,847,859  369,2 + 3,962 *** 371,6 + 6,27 **** 369,2 + 7,014 ***
Trombociti (10%9/1) 451 +137,6 4636 +44,21  4304+7389  498,8+7924

* p<0,05, ** p<0,01 (u poredenju sa kontrolom). Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA)
u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference,
LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5.
MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg
t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° éelija/ml); MCV:
srednji korpuskularni volumen, MCH: srednji korpuskularni hemioglobin, MCHC: srednja korpuskularna
koncentracija hemioglobina; SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Kao 1 kod muZzjaka pacova, sprovedena BMD analiza nije izracunala interval pouzdanosti
ni za jedan od izmerenih hematoloskih parametara kod Zenki pacova.

4.3.2.5. Uticaj na biohemijske parametre

4.3.2.5.1. Sulforafan

Sukakutna ekspozija SFN na biohemijske parametre u serumu muzjaka pacova prikazani
su u Tabeli 42. Pored lipidnog profila (holesterol, HDL, LDL, trigliceridi), izmereni su i
parametri funkcije jetre i to: ukupni proteini, aloumin, AST, ALT, kao i alkalna fosfataza.
Dodatno, odredeni su parametri koji, zajedno sa ostalom krvnom slikom mogu ukazati na
nastanak anemije i to: gvozde, TIBC 1 UIBC.

SFN u primenjenim dozama nije uticao na lipidni status muZzjaka pacova. Jedina statisticki
znacCajna razlika zabelezena je u grupi SFN 3 gde je nivo holesterola bio visi u odnosu na
SFN 1 grupu, a p <0,05. Od parametara koji opisuju funkciju jetre, porast koncentracije
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albumina izdvojio se kao statisticki znacajan u grupama SFN 2 i SFN 3 u odnosu na
kontrolu i na SFN 1 grupu, dok su ukupni proteini bili statisticki znac¢ajno veéi u SFN 3
grupi u odnosu na SFN 1. Primena SFN uticala je i na koncentraciju UIBC pa je dobijen
porast u SFN 2 grupi u odnosu na kontrolu. Takode, nivo hlorida pokazao je trend rasta sa
porastom doze SFN (Tabela 42).

Tabela 42. Uticaj rastuéih doza sulforafana na biohemijske parametre u serumu muZjaka

pacova nakon 28 dana ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
Holesterol (mmol/l) 2,052+0,2688  1,936+0,2267 2,172+0,1907 2,298 + 0,3087 *
HDL (mmol/l) 1,315+0,2141 1,276 +0,1671 1,552 +0,1497 1,484 +0,2016
LDL (mmol/l) 0,245 +0,06221 0,158 +0,1139 0,224 +0,08081 0,244 + 0,1677
Trigliceridi (mmol/l) 1,443 £ 0,2498 1,28 + 0,2965 1,294 +0,2906 1,254 +0,3728
Kreatinin (umol/l) 43,17 + 10,61 37,6 £6,841 38,2 £ 7,259 39,8 £5,541
Mokraéna kiselina (umol/l) 238+132,9 179,4 + 88,37 217 +1453 224,6 £ 141
Proteini ukupni (g/1) 70+5,441 65,8 + 5,357 71,6 £5,941 73,6 +£503*
Albumin (g/l) 46 £ 2,757 44 + 3,317 51+5523 ** 51 +3,464 **
AST (u/l) 223,5+ 163 186,6 + 77,56 219,2 £ 62,05 159,2 + 28,35
ALT (u/l) 68 + 33,06 63,8 £ 17,64 65,6 £ 11,01 61,4 + 3,209
Alkalna fosfataza (u/l) 300,3 £42,79 310,6 £ 55,12 283,6 £ 93,84 254,2 + 43,91
Gvozde (umol/l) 35,53 £ 7,357 30,58 + 5,482 32,5+ 3,597 33,36 £ 2,851
TIBC (umol/l) 99,5+12,13 96,8 + 9,094 110,4 +11,41 98,4 + 4,827
UIBC (umol/l) 64,17 + 7,41 ### 66 + 6,892 # 778+795** 64,8 + 3,633 ###
Hloridi (mmol/l) 99 +1,789 101,6 +0,8944* 101,4+1517* 101,6+1,517*
Kalcijum (mmol/l) 3,183+0,3885 2,876 +0,3808 3,182 + 0,3926 3,134 £ 0,427
Fosfor neorganski (mmol/Il) | 3,603 £ 1,076 3,356 £ 0,7547  3,742+0,7851 3,552 + 0,5866
Magnezijum (mmol/l) 1,667 + 0,3723 1,428 + 0,293 1,53+ 0,3323 1,576 + 0,3559

* p<0,05; ** p<0,01 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05 (u poredenju sa SFN 1); # p<0,05; #### p<0,0001
(u poredenju sa SFN 2 grupom); Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje
vrednosti + standardne devijacije. SFN 1: sulforafan (0., mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg
t.m/dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); HDL: lipoprotein visoke gustine, LDL: lipoprotein niske
gustine, AST: aspartat aminotransferaza, ALT: alanin aminotransferaza, TIBC: totalni kapacitet vezivanja
gvozda, UIBC: nezasiceni (slobodni) kapacitat vezivanja gvozda

Za dalje ispitivanje uticaja SFN na biohemijske parametre kod muzjaka pacova, u smislu
odnosa doza-odgovor, sprovedena je BMD analiza. Od svih ispitivanih biohemijskih
parametara dozna zavisnost dobijena je samo za sadrzaj albumina u serumu muzjaka
pacova. Dobijeni grafik ukazuje na pozitivnu korelaciju izmedu primenjene doze SFN i
promene koncentracije albumina u serumu pacova (Slika 34), sa gornjom i donjom
granicom pouzdanosti od 95% BMDU i BMDL, redom. Izra¢unati BMDL koji moze
dovesti do 5% povecanja koncentracije albumina, u serumu pacova iznosio je 0,0237
mg/kg t.m./dan SFN. Isti¢e se da je dobijen interval pouzdanosti zadovoljio prethodno
postavljene kriterijume za potvrdu dozne zavisnosti (Slika 34).
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Slika 34. Graficki prikaz; modelovanja odnosa rastuéih doza sulforafana i biohemijskog
parametra albumina kod muZjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije
SFN (0,5, 2 i 5 mg/kg t.m/dan); Broj iteracija: 200. SFN: sulforafan

Kao i kod muzjaka pacova, primena SFN nije dovela do promene lipidnog statusa Zenki
pacova, bez obzira na primenjenu dozu. Medutim, za razliku od tretiranih muzjaka, SFN-
tretman nije uticao na parametre funkcije jetre kod zenke pacova, kao ni na parametre
anemije (gvozde, TIBC 1 UIBC). Jedina statisticki znacajna razlika izmedu grupa uocena je
u koncentraciji hlorida koja je bila niza u SEN 2 grupi u odnosu na SFN 1 (p<0,05).

Tabela 43. Uticaj rastucih doza sulforafana na biohemijske parametre u serumu Zenki pacova
nakon 28 dana ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
Holesterol (mmol/l) 2,895+0,5635 2,912+0,3595 2,846 + 0,4056 2,908 + 0,398
HDL (mmol/l) 2,022+0,3849 2,028 + 0,3061 2,178 + 0,396 2,016 + 0,4417
LDL (mmol/l) 0,1883 £0,0694 0,32+ 0,06164 0,28 +0,1608 0,366 + 0,2536
Trigliceridi (mmol/l) 1,65 + 0,4855 1,238 + 0,304 1,212 + 0,4639 1,158 + 0,423
Kreatinin (umol/l) 46,33 + 7,607 45,4 + 7,301 42,4 + 6,107 65 + 53,14
Mokracna Kkiselina (umol/l) 238,3+109,1 2474 +112,2 210,4 + 90,17 2144+ 1254
Proteini ukupni (g/1) 73,17 £ 6,94 78,6 £ 9,529 75,2 £ 8,955 74,6 £ 3,507
Albumin (g/l) 48 + 3,225 49,4 + 6,107 49 + 5,099 44,8 +5,263
AST (u/l) 3472+ 228 407 + 144 306,8 £ 102,2 275,2 +£109,9
ALT (u/l) 82,83 +45.21 91,6 + 16,46 73 +9,592 68 + 16,81
Alkalna fosfataza (u/l) 192,7 £ 42,87 2252 + 14,72 186,4 + 16,68 208,6 + 33,63
Gvozde (umol/l) 53,98 + 12,97 50,22 + 7,185 58,24 + 12,44 47,98 + 9,452
TIBC (umol/l) 106 + 11,63 112,2 + 16,02 1142 +17,41 110,6 + 6,841
UIBC (umol/l) 52+751 62,4 + 10,69 56,2 + 6,058 62,8 £ 13,99
Hloridi (mmol/l) 103+1,414 105,4 £ 1,949 1024+ 1,14 104,8 £ 3,271
Kalcijum (mmol/l) 3,367 £0,4969 3,282 + 0,4005 3,28 £ 0,2928 3,08 £ 0,417
Fosfor neorganski (mmol/ll) | 3,493 + 1,036 3,856 + 0,9278 3,494 + 0,528 3,602 £ 1,034
Magnezijum (mmol/l) 1,623 £ 0,3406 1,61 +0,275 1,516 £ 0,2481 1,472 £0,2794
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+ p<0,05 (u poredenju sa SFN 1); Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje
vrednosti + standardne devijacije. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg
t.m/dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); HDL.: lipoprotein visoke gustine, LDL.: lipoprotein niske
gustine, AST: aspartat aminotransferaza, ALT: alanin aminotransferaza, TIBC: totalni kapacitet vezivanja
gvozda, UIBC: nezasiceni (slobodni) kapacitat vezivanja gvozda

Sprovedena BMD analiza kod Zenki pacova nije izracunala interval pouzdanosti ni za
jedan od ispitivanih biohemijskih parametara Sto ukazuje na nepostajanje odnosa
primenjena doza - odgovor.

4.3.2.5.2. Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Za razliku od SFN, PA-MSHA tretman doveo je do promena u koncentraciji LDL i
triglicerida u serumu muzjaka pacova. U PA-MSHA 3 grupi uoCen je znacCajan porast
nivoa LDL u odnosu na kontrolu i PA-MSHA 1 grupu, dok je koncentracija triglicerida
bila niza u PA-MSHA 3 grupi u odnosu na kontrolu i SFN 1 grupu (p<0,0001). Pored toga,
parametri funkcije bubrega (kreatinin i mokra¢na kiselina) razlikovali su se u odnosu na
kontrolu. Kreatinin je bio nizi u svim tretiranim grupama, ali je jedino statisticki zna¢ajno
smanjenje koncentracije kreatinina dobijeno u grupi PA-MSHA 1. Sto se tie mokra¢ne
kiseline, smanjenje koncentracije uoceno je u PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 grupama u
odnosu na kontrolu. Dalje, promene su uoCene i u parametrima funkcije jetre i1 to:
smanjenje koncentracije albumina u svim tretiranim grupama u odnosu na kontrolu, kao i
znacajno smanjenje alkalne fosfataze u PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 grupama u odnosu na
kontrolu i PA-MSHA 1 grupu. Primenjeni PA-MSHA tretman uticao je i na novoe gvozda
i TIBC pri ¢emu je dobijeno smanjenje gvozda u grupama PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 u
odnosu na kontrolu, odnosno PA-MSHA 3 u odnosu na PA-MSHA 1, dok je TIBC
koncentracija bila niza u PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 u odnosu na PA-MSHA 1 (p<0,05).
Konaéno, tretmanom-izazvana promena zabeleZena je 1 u koncentraciji hlorida 1 kalcijuma
nakon 28 dana (Tabela 44).

Tabela 44. Uticaj rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na biohemijske
parametre u serumu muZijaka pacova nakon 28 dana ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
Holesterol (mmol/l) 2,052 £ 0,2688 2,174 £ 0,2543 2,112+0,1219 1,962 £ 0,09121
HDL (mmol/l) 1,315+ 0,2141 1,466 £0,2617 1,334+0,08792 1,248 +0,04817
LDL (mmol/l) 0,245 +0,06221 0,262 + 0,1085 0,272 £0,1467 0,4 +£0,031 ***
Trigliceridi (mmol/l) 1,443 £ 0,2498 1,774 £ 0,3853 1,112 £ 0,3038 0,74 0,14 *** *++*
Kreatinin (umol/l) 43,17 + 10,61 33,2+4,087* 35 + 3,808 37,8+£5,119
Mokracna Kiselina (umol/l) 238+132,9 147,6 £ 99,62 117,8+£30,29* 1152 +47,17*
Proteini ukupni (g/1) 70 £5,441 71 +£5,701 67,6 £1,342 66,6 £ 3,13
Albumin (g/1) 46 + 2,757 432+1,924*  426+0,8944* 42,2+ 1,643 **
AST (u/l) 223,5+ 163 141,6 £ 47,53 2458 +102,4 282,6 + 65,92
ALT (u/l) 68 + 33,06 61,4 + 4,669 54,8 + 6,797 56,6 + 7,47
Alkalna fosfataza (u/l) 300,3+42,79 300,8 £49,86 169 & 34**** *+++ 131 £ JQFF*A*
Gvozde (umol/l) 35,53 + 7,357 32,4 £ 3,207 28,54 +3949* 24,2+ 20997 ***
TIBC (umol/l) 99,5+12,13 105,6 + 10,88 89,4 + 6,656 * 91,2+5,586 *
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UIBC (umol/l)
Hloridi (mmol/l)
Kalcijum (mmol/l)

Fosfor neorganski (mmol/Il)

Magnezijum (mmol/l)

64,17 + 7,414
99 +£1,789
3,183 £ 0,3885
3,603 + 1,076
1,667 +0,3723

73,2+8,701
100,8 + 1,483

2,976 £ 0,2403 2,712 £0,1355 ** 2,628 + 0,15 ** *

3,108 £ 0,2253
1,33 + 0,2064

61 + 8,093
101 +1,414*

3,068 + 0,5291
1,398 + 0,1469

72,2+12,38
102 + 1 **

3,262 £ 0,5829
1,918 + 1,328

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05; ++++ p<0,0001 (u
poredenju sa PA-MSHA 1); Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne
razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti +
standardne devijacije. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elija/ml);
PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3:
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml); HDL: lipoprotein visoke gustine,
LDL: lipoprotein niske gustine, AST: aspartat aminotransferaza, ALT: alanin aminotransferaza, TIBC:
totalni kapacitet vezivanja gvozda, UIBC: nezasiceni (slobodni) kapacitat vezivanja gvozda

Grafici dobijeni BMD analizom ukazuju na pozitivnu korelaciju samo izmedu primenjene
doze PA-MSHA i koncentracije hlorida u serumu pacova, dok je u ostalim grafikonima
prikazanam na slici 35 uocena negativna korelacija izmedu doze PA-MSHA i biohemijskih
parametara. Odnosno, dobijeni rezultati ukazuju na moguc¢nost PA-MSHA da dovede do
5% povecanja koncentracije hlorida u serumu pacova kada se primenjuje u dozi od 0,424 x
10° ¢gelija/ml (BMDL), a do 5% smanjenja triglicerida, albumina, alkalne fosfataze i
gvozda kada se primenjuje u koncentracijama od: 0,0192 x 10° ¢elija/ml, 0,00127 x 10°
éelija/ml, 0,0363 x 10° ¢elija/ml, 0,00159 x 10° ¢elija/ml, redom (Slika 35).
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Slika 35. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastucih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa i biohemijskih parametara kod muZjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije

PA-MSHA (0,09 x 10° ¢elija/ml; 0,18 x 10° ¢elija/ml; 0,36 x 10° éelija/ml); Broj iteracija: 200. PA-MSHA:
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Biohemijski parametri praceni u serumu zenki pacova nakon subakutne ekspozicije
rastu¢im dozama PA-MSHA prikazani su u Tabeli 45. Promene lipidnog statusa Zenki
pacova ogledaju se u povecanju koncentracije LDL holesterola u PA-MSHA 2 grupi (u
odnosu na kontrolu) i zna¢ajnom smanjenju nivoa triglicerida u sve 3 tretirane grupe u
odnosu na kontrolu. Dalje, parametri funkcije bubrega, ali i koncentracija kalcijuma u
serumu, bili su sniZeni u svim tretiranim grupama u odnosu na kontrolu. Nivo ukupnih
proteina razlikovao se samo u PA-MSHA 2 grupi, dok je alkalna fosfataza bila statisticki
znaCajno snizena u PA-MSHA 3 grupi u odnosu na kontrolu. Konac¢no, i ako je
koncentracija gvozda bila slicna izmedu kontrole i tretiranih grupa, razlika je uocena u
TIBC parametru anemije. U odnosu na kontrolu i PA-MSHA 1 grupu, TIBC vrednosti bile
su nize u PA-MSHA 2 grupi, dok je u PA-MSHA 3 grupi TIBC bio nizi u odnosu na PA-
MSHA 2 (p<0,05). UIBC se razlikovao izmedu tretiranih grupa i u PA-MSHA 2 grupi
koncentracija UIBC parametra bila je znac¢ajno niza u odnosu na PA-MSHA 1 (Tabela 45).

Tabela 45. Uticaj rastucih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na biohemijske
parametre u serumu Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
Holesterol (mmol/l) 2,895+0,5635 2,864+0,3166 2,734+0,3134 2,95 +0,1325
HDL (mmol/l) 2,022+0,3849 2,094+0,2323 1,816 +0,2461 2,044 +0,1212
LDL (mmol/l) 0,1883 £0,0694 0,336 +0,1126 0,844+0,8215* 0,574 +0,06804
Trigliceridi (mmol/l) 1,65+0,4855 0,958 + 0,0898 ** 0,78 + 0,3234 *** 0,73 + 0,1384 ***
Kreatinin (umol/l) 46,33+7,607 36,4+4879** 36,4+2608** 36,4+4,393**
Mokracna Kkiselina (umol/l) 238,3+109,1 91,2 + 22,43 ** 109,1+61,1* 120,8 £ 79,2 *
Proteini ukupni (g/1) 73,17 £ 6,94 71+ 3,674 66,6 + 4,506 * 72 £3,742
Albumin (g/l) 48 + 3,225 46,40 + 1,817 43 +2,449 46,4 + 3,578
AST (u/l) 3472+ 228 211,6 + 45,58 239+ 81,69 201,8 £ 76,72
ALT (u/l) 82,83 + 45,21 57 £ 8,216 64,4 £ 13,78 57,2 £10,64
Alkalna fosfataza (u/l) 192,7 £ 42,87 173 +£31,98 153,2 £ 49,88 130,2 £ 18,21 *
Gvozde (umol/l) 53,98 + 12,97 48,46 + 6,423 51,08 + 7,238 49,98 + 5,862
TIBC (umol/l) 106 + 11,63 108,6 +7,021 80,4+249***  101+7,746%
UIBC (umol/l) 52+751 60,6 + 3,912 40,4 + 12,99 ** 51,2+ 12,87
Hloridi (mmol/l) 103+£1,414 102 £1,581 112,4 £ 22,15 103,8 £ 3,114
Kalcijum (mmol/l) 3,367 £0,4969 2,878 £0,1299 * 2,762 + 0,0327 ** 2,846 + 0,0926 **
Fosfor neorganski (mmol/ll) | 3,493 + 1,036 2,988 +0,1675 2,674 +0,5389 2,91 +0,3093
Magnezijum (mmol/l) 1,623+0,3406 1,204 +0,07335 1,268 +£0,0502 1,586 + 0,8345

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (u poredenju sa kontrolom); ++ p<0,01 (u poredenju sa PA-MSHA 1); #
p<0,05 (u odnosu na PA-MSHA 2). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znadajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje
vrednosti * standardne devijacije. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10°
¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA
3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml); HDL: lipoprotein visoke gustine,
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LDL: lipoprotein niske gustine, AST: aspartat aminotransferaza, ALT: alanin aminotransferaza, TIBC:
totalni kapacitet vezivanja gvozda, UIBC: nezasiceni (slobodni) kapacitat vezivanja gvozda

Sprovedena je BMD analiza i za rezultate biohemijskih parametara zenki pacova tretiranih
rastu¢im dozama PA-MSHA. Rezultati su prikazani grafikonima na slici 36. Nepravilne
krive ukazuju na Siroki interval pouzdanosti 1 veliku razliku izmedu izracunatih BMDL i
BMDU, odnosno nepostojanje dozno-zavisne veze izmedu primenjenih doza PA-MSHA i
pracenih efekta (Slika 36). Interesantno je napomenuti da su zabelezene pojedine razlike u
biohemijskim parametrima izmedu muzjaka i zenki pacova nakon PA-MSHA tretmana. Na
primer, kod muzjaka pacova zabelezeno je smanjenje koncentracije gvozda, a kod Zenki
pacova dobijen je porast koncentracije LDL holesterola. Kod tretiranih pacova oba pola,
uocava se smanjenje koncentracije triglicerida, ali kod Zenki pacova nije dozno-zavisno.
Pored toga, PA-MSHA nije dozno-zavisno uticao na nivo albumina u serumu muzjaka
pacova, ali ne 1 Zenki.
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Slika 36. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa i biohemijskih parametara kod Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije

PA-MSHA (0,09 x 10° éelija/ml; 0,18 x 10° ¢elija/ml; 0,36 x 10° éelija/ml); Broj iteracija: 200. PA-MSHA:
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

4.3.2.5.3. Kombinovana primena imunomodulatora

Nivoi biohemijskih parametara kod muzjaka pacova tretiranih kombinacijom SFN i PA-
MSHA u 3 dozna nivoa predstavljeni su u Tabeli 46. StatistiCkom obradom podataka 1
poredenjem svih grupa medusobno uocena je razlika izmedu kontrole 1 MIX 1 grupe,
odnosno grupe koja je bila tretirana najnizom dozom SFN i PA-MSHA. U MIX 1 grupi
doslo je do porasta nivoa ukupnog i HDL holesterola, zatim mokra¢ne kiseline, ukupnih
proteina, gvozda, ali 1 TIBC faktora u odnosu na kontrolu. Ujedno, vrednosti pomenutih
faktora bile su znacajno vise u odnosu na MIX 2 i MIX 3 grupu. Koncentracija hlorida bila
je statisticki znacajno viSa u MIX 2 grupi u odnosu na kontrolu, $to je ujedno i jedina
razlika dobijena izmedu ove 2 grupe. Nivoi kalcijuma i magnezijuma takode su bili
znacajno nizi u MIX 2 1 MIX 3 grupi u odnosu na MIX 1 (Tabela 46).
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Tabela 46. Uticaj rastuéih doza kombinovane primene sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na biohemijske parametre u serumu muZjaka pacova nakon 28 dana

ekspozicije
Parametar (jedinica) Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
Holesterol (mmol/l) 2,052 £0,2688 2,446 +0,2096 ** 2,11 +0,06633* 2,086 +0,1244 *
HDL (mmol/l) 1,315+0,2141 1,716 £ 0,113 *** 1416+ 0,041** 1,42 +0,1007 **
LDL (mmol/l) 0,245 +0,06221 0,198 + 0,09311 0,24 + 0,1366 0,284 + 0,07503
Trigliceridi (mmol/l) 1,443 £ 0,2498 1,316 £ 0,1843 1,464 +0,3179 1,544 £ 0,2062
Kreatinin (umol/l) 43,17 + 10,61 46,8 £ 7,294 38,2+ 4,817 34,6 £4,278
Mokracna kiselina (umol/l) 238+132,9 4106 £130,2* 220,2+90,36* 174,2+4991*
Proteini ukupni (g/l) 70 £5,441 76 £5916 * 68+255" 69,6 +£3,435*
Albumin (g/l) 46 £ 2,757 45,8 £ 4,494 43,8 £1,095 43,6 £ 2,702
AST (u/l) 223,5+ 163 185 + 58,3 198,2 + 64,86 182,2 £ 51,25
ALT (u/l) 68 + 33,06 78,8 £ 21,65 61,8 8,983 59,8 £ 5,357
Alkalna fosfataza (u/l) 300,3 +42,79 319 +78,28 285,6 + 30,62 275+ 46,6
Gvozde (umol/l) 35,53 + 7,357 44,08 +£5169* 33,72+3,794** 33,62+5,086 "
TIBC (umol/l) 99,5+12,13 114,2 £ 10,64 * 99,4+7,893* 100+7,176 *
UIBC (umol/l) 64,17 + 7,414 70,2 £ 6,058 65,8 £ 5,586 66,4 £ 5,459
Hloridi (mmol/l) 99 +1,789 100,2 £ 1,924 102 £ 1,225 ** 99,6 +1,14
Kalcijum (mmol/l) 3,183 + 0,3885 3,466 £0,3982 2,988+0,1859* 2,99+0,1281*
Fosfor neorganski (mmol/ll) | 3,603 + 1,076 3,818+0,7741  2,938+0,4741 3,106 +0,1788
Magnezijum (mmol/l) 1,667 £0,3723 1,968 £ 0,4273 1,54 + 0,2446 1,51+0,2286*

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05; ++ p<0,01 (u poredenju sa MIX 1).
Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje
znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje
vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg
t.m./dan + 0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3:
SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢éelija/ml); HDL.: lipoprotein visoke gustine, LDL:
lipoprotein niske gustine, AST: aspartat aminotransferaza, ALT: alanin aminotransferaza, TIBC: totalni
kapacitet vezivanja gvozda, UIBC: nezasi¢eni (slobodni) kapacitat vezivanja gvozda. SFN - sulforafan; PA-
MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Kao i u prethodnom delu ispitivanja, sprovedena je BMD analiza u cilju identifikovanja
odnosa doza-odgovor kod pacova tretiranih kombinacijom SFN i PA-MSHA. Medutim, ni
za jedan od izmerenih biohemijskih parametara kod muZzjaka pacova nije izraunat interval
pouzdanosti.

Promene u nivoima biohemijskih parametara Zenki pacova tretiranih kombinacijom SFN i1
PA-MSHA razlikovali su se od promena u nivoima biohemijskih parametara muzjaka.
Koncentracije kreatinina, mokra¢na kiseline, kalcijuma i magnezijuma bile su znacajno
niZe u sve 3 tretirane grupe u odnosu na kontrolu. Pored toga, koncentracija neorganskog
fosfora bila je niza u MIX 1 1 MIX 2 u odnosu na kontrolu, dok su hloridi bili zna¢ajno
snizeni samo u MIX 1 grupi. Od parametara lipidnog statusa, izdvojili su se LDL ¢ije su
vrednosti bile znac¢ajno viSe u odnosu na kontrolu samo u MIX 3, ali je 1 kod ostale 2
tretirane grupe pacova izmeren visi nivo LDL holesterola u odnosu na kontrolu. Dodatno,
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nizi nivo triglicerida dobijen je u MIX 2 i MIX 3 grupi u odnosu na kontrolu. Znacajna
razlika u biohemijskim parametrima izmedu tretiranih grupa nije uo¢ena (Tabela 47).

Tabela 47. Uticaj rastucih doza kombinovane primene sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na biohemijske parametre u serumu Zenki pacova nakon 28 dana
ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
Holesterol (mmol/l) 2,895 + 0,5635 2,74 £ 0,2237 2,514+£0,1911 2,758 + 0,2675
HDL (mmol/l) 2,022 + 0,3849 1,93 + 0,1567 1,758 + 0,1865 1,938 + 0,215
LDL (mmol/l) 0,1883 £0,0694 0,312 +0,07155 0,314+0,1716 0,382 +£0,1195 *
Trigliceridi (mmol/l) 1,65 + 0,4855 1,276 +0,5875 0,972+0,2567 * 1,07+0,3843*
Kreatinin (umol/l) 46,33+7,607 36,8+4,147** 334+114** 346+1,673**
Mokraéna kiselina (umol/l) | 238,3+109,1 832+3811**  1128+59** 948+ 1583 **
Proteini ukupni (g/1) 73,17 £ 6,94 69,2+ 3,114 68,4 + 2,302 69 + 3,317
Albumin (g/l) 48 + 3,225 44,8+ 1,789 42,2 + 4,494 ** 44,6 + 2,408
AST (u/l) 256,2 + 46 267,8 £98,15 268,8 £ 72,92 279 +105,3
ALT (u/l) 65,83+7,9 62 +10,34 56,4 + 8,877 63,6 £ 8,473
Alkalna fosfataza (u/l) 184 £ 42 175,4 + 20,94 172,4 + 31,75 182,4 + 16,61
Gvozde (umol/l) 53,98 + 12,97 47,4 +£7,194 44,62 + 6,58 48,42 + 5,322
TIBC (umol/l) 106 + 11,63 95,2 + 4,764 92,8 £9,576 102,8 + 9,094
UIBC (umol/l) 52+751 47,8 £ 3,701 48 +12,35 54,2 + 10,06
Hloridi (mmol/l) 103 + 1,414 89,8 £ 20,09 * 99,6 + 0,5477 100,2 + 0,8367
Kalcijum (mmol/l) 3,367 +0,4969 2,77+0,1265** 2,74 +0,1235** 2,816 + 0,0767 **
Fosfor neorganski (mmol/ll) | 3,493 +1,036 2,32+0,3132** 2,316 £ 0,1016 ** 2,908 + 0,3106
Magnezijum (mmol/l) 1,623+0,3406 1,2+0,09478 ** 1,12 + 0,1067 *** 1,192 + 0,0319 **

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (u poredenju sa kontrolom). Statisticki test: jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj
Zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° éelija/ml); MIX 2: SFN
+ PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36
X 10° ¢elija/ml); HDL: lipoprotein visoke gustine, LDL: lipoprotein niske gustine, AST: aspartat
aminotransferaza, ALT: alanin aminotransferaza, TIBC: totalni kapacitet vezivanja gvozda, UIBC:
nezasiceni (slobodni) kapacitat vezivanja gvozda. SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa

Takode, i kod Zenki pacova sprovedena BMD analiza za kombinovanu primenu SFN i PA-
MSHA za efekte na biohemijske parametre nije izracunat interval pouzdanosti.

4.3.2.6. Uticaj na nivoe hormona

4.3.2.6.1. Sulforafan

U serumu muzjaka pacova izmereni su nivoi hormona $titaste zlezde iz kojih je izracunat
T3/T4 odnos, kao 1 nivo testosterona nakon 28 dana tretmana SFN. Jedina statisticki
znacajna razlika pracenih tiroidnih hormona u odnosu na kontrolu dobijena je u SFN 2
grupi u kojoj je nivo T3 u serumu bio poviSen. Poredenjem svih eksperimentalnih grupa
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medusobno, uocena je razlika izmedu SFN 2 i SFN 1 grupe i to u nivou T3, T4 1 FT3. FT3
je bio znacajno povisen i u SFN 3 grupi u odnosu na SFN 1. Dodatno, nivo T3 u serumu
bio je znacajno nizi u SFN 3 grupi u odnosu na SFN 2 (p<0,01). U sve tri tretirane grupe
nivo testosterona je bio nizi u odnosu na kontrolu ali jedina statisticki znaCajna razlika
uocena je u grupi SFN 2. Medutim, nije bilo znacajne razlike u nivou testosterona izmedu
tretiranih grupa (Tabela 48).

Tabela 48. Uticaj rastucih doza sulforafana na nivoe tiroidnih hormona i testosterona u serumu
muZjaka pacova nakon oralne subakutne ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3

T3 (nmol/l) 1,57 + 0,1906 1,474+0,2108 1,86+0,24** 1,498+0,1018 #
T4 (nmol/l) 66,23 + 12,97 63,38 + 8,644 79,7+ 13,02 71,94 + 7,722
T3/T4 0,024 +0,0025 0,023+0,0034 0,024 £0,0054 0,024 + 0,0054
FT3 (pmol/l) 4,517 + 0,8681 3,84 £0,8234 574+1126* 4,26 +0,3782 "
FT4 (pmol/l) 30,63 7,761 30,58 + 4,53 35,36 + 5,819 32,18 + 4,606
Testosteron (ng/ml) 3,937+ 2,722 1,838 £ 0,5101 1+£035* 2,73+1,928

* p<0,05 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05, ++ p<0,01 (u poredenju sa SFN 1); ## p<0,01 (u poredenju
sa SFN 2); Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl.
Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne
devijacije. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m/dan); SFN 3: sulforafan (5
mg/kg t.m/dan); T3: trijodotironin; T4: tiroksin; FT3: slobodni trijodotironin; FT4: slobodni tiroksin

Za dalje ispitivanje odnosa primenjene doze SFN i promene nivoe hormona u serumu
muzjaka pacova, sprovedena je BMD analiza. Medutim, ni za jedan od izmerenih hormona
nije izraCunat dozni interval pouzdanosti, odnosno uoéene promene nisu zavisile od
primenje doze SFN.

Kao 1 kod muZjaka pacova, izmereni su nivoi hormona u serumu Zenki pacova i
predstavljeni u Tabeli 49. Izmedu tretiranih grupa i kontrole nije postojala znacajna razlika
u rezultatima za nivo T3, T4, FT3 hormona, testosterona, kao i za izracunat T3/T4 odnos.
Medutim, koncentracija FT4 u serumu zenki pacova u SFN 2 grupi bila je znacajno visa u
odnosu na kontrolu 1 SFN 1 grupu. Dodatno, razlika izmedu SFN 1 1 SFN 2 uocena je i u
nivou T4 hormona koji je bio znac¢ajno visi u SEN 2 grupi.

Tabela 49. Uticaj rastucih doza sulforafana na nivoe tiroidnih hormona i testosterona u serumu
Zenki pacova nakon oralne subakutne ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3

T3 (nmol/l) 1,427 £0,1941 1,326 £ 0,1576 1,55+ 0,1975 1,522 £ 0,3333
T4 (nmol/l) 51,22 + 10,14 47,26 + 11,95 67,46 +19,32* 54,12 + 12,56
T3/T4 0,028 +0,0021 0,029 +0,0069 0,024 +0,0036 0,028 + 0,0045
FT3 (pmol/l) 4,267 + 0,8824 3,98+ 0,638 4,76 + 0,6804 4+0,9618
FT4 (pmol/l) 24,5+ 3,94 23,28 + 5,616 325+6,975** 26,88 + 7,994
Testosteron (ng/ml) 0,04333 = 0,0326 0,03+0 0,03+0 0,056 + 0,04336

* p<0,05 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05 (u poredenju sa SFN 1). Jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) + FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD).
Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg
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t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m/dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); T3: trijodotironin; T4:
tiroksin; FT3: slobodni trijodotironin; FT4: slobodni tiroksin.

Modelovanje odnosa doza-odgovor sprovedeno je i za nivoe hormona kod Zenki pacova
tretiranih SFN, ali ni za jedan od izmerenih hormona nije izracunat dozni interval
pouzdanosti, odnosno uocene promene u serumu zenki pacova nisu zavisile od primenje
doze SFN.

4.3.2.6.2. Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Ista analiza za odredivanje nivoa hormona u serumu muzjaka pacova sprovedena je i u
eksperimentalnim grupama tretiranim rastu¢éim dozama PA-MSHA tokom 28 dana.
Dobijeni rezultati kao 1 razlika izmedu grupa predstavljeni su u Tabeli 50. Doza PA-
MSHA primenjena u PA-MSHA 2 grupi (0,18 x 10° éelije/ml) je dovela do statisticki
znacajnog smanjenja nivoa FT3 u odnosu na kontrolu, $to moze da ukazuje na specifican
odgovor na primenjenu dozu. Pored toga, uofeno je povecanje nivoa FT4, pri cemu je
statisti¢ki znacajna razlika uocena samo izmedu PA-MSHA 3 i kontrolne grupa.

Tabela 50. Uticaj rastucih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na nivoe
tiroidnih hormona i testosterona u serumu muZjaka pacova nakon subakutne ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
T3 (nmol/l) 1,57 + 0,1906 1,492 £ 0,1287 1,416 £ 0,1189 1,51+0,16
T4 (nmol/l) 66,23 + 12,97 65,52 +5 58,86 + 5,82 60,6 £ 5,74
T3/T4 0,024 +0,0025 0,023+0,0028 0,024 +£0,0032 0,025 + 0,0030
FT3 (pmol/l) 4,517 + 0,8681 412+0,507 3,36 +0,2302** 3,84 +0,5079
FT4 (pmol/l) 28 + 3,061 28,14 + 2,071 29,96 + 2,536 31,64+32*
Testosteron (ng/ml) 3,937 + 2,722 2,798 + 2,118 1,652 +£1,32 2,696 + 2,375

** p<0,01 (u poredenju sa kontrolom). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje
vrednosti + standardne devijacije. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10°
¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA
3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° éelija/ml); T3: trijodotironin; T4: tiroksin;
FT3: slobodni trijodotironin; FT4: slobodni tiroksin

Daljim modelovanjem odnosa primenjene doze PA-MSHA i promene nivoa hormona u
serumu muzjaka pacova, nije dobijen dozno-zavisni rezultat koji zadovoljava prethodno
postavljene kriterijume pouzdanosti (BMDU/BMDL manje od 100).

Kod Zenki pacova, PA-MSHA 1 i PA-MSHA 3 su znacajno povecali nivoe T3, pri cemu je
efekat PA-MSHA 3 bio izraZzeniji $to ukazuju na potencijalno dozno-zavistan odgovor.
Pored toga, obe doze su izazvale slicno povecanje FT3 nivoa u serumu zenki pacova.
Poredenjem svih eksperimentalnih grupa medusobno, uocena je razlika izmedu PA-MSHA
2 i PA-MSHA 3 grupe. U serumu Zenki pacova tretiranih najviSom koncentracijom PA-
MSHA (PA-MSHA 3) nivo T3 bio je znacajno visi u odnosu na PA-MSHA 2, a posledi¢no
i izracunati T3/T4 odnos (Tabela 51).
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Tabela 51. Uticaj rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na nivoe
tiroidnih hormona i testosterona u serumu Zenki pacova nakon subakutne ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
**%
T3 (nmol/l) 1427+0,086 1514+00853*  14+0001  -°0+00826
T4 (nmol) 5122+1014  5736+9507  611+117 53,26+ 6749
T3/T4 0,029+0,002  0,027+0,0036 0025+0,0023 0,030+ 0,0027 *
FT3 (pmol/l) 44052 4,58 +0,1643 * 44034 4,6 +0,5099 *
FT4 (pmol/l) 245+304  3034+4612  3654+1438 28,34+ 4,154
Testosteron (ng/ml) 0,04333+0,0326 0,038+001789 0,176 + 0,274 0,03+0

* p<0,05; ** p<0,01 (u poredenju sa kontrolom); # p<0,05 (u poredenju sa PA-MSHA 2). Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant
Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije. PA-MSHA 1:
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° éelija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢éelija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa (0,36 x 10° éelija/ml); T3: trijodotironin; T4: tiroksin; FT3: slobodni trijodotironin; FT4: slobodni
tiroksin

Kao i u dosadasnjem delu istrazivanja, sprovedena je BMD analiza u cilju boljeg
razumevanja odnosa primenjene doze PA-MSHA i odgovora koris¢enjem PROAST
softvera. Medutim, ni za jedan od izmerenih hormona nije izracunat dozni interval
pouzdanosti, odnosno uocene promene hormona u serumu zenki pacova nisu zavisile od
primenjene doze PA-MSHA.

4.3.2.6.3. Kombinovana primena imunomoduatora

Kod muzjaka pacova tretiranih kombinacijom SFN i PA-MSHA uocen je porast nivoa T4
hormona u serumu u sve 3 eksperimentalne grupe u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je efekat
bio izrazeniji u grupama tretiranim ve¢om dozom SFN i PA-MSHA. Pored toga, nivo T4
bio je znacajno visi u MIX 3 grupi u odnosu na MIX 1 (p<0.01) i MIX 2 (p<0.05).
Medutim, promena nivoa T3 nije uticala na T3/T4 odnos, odnosno odrZan je balans izmedu
T3 i T4 hormona u serumu (Tabela 52).

Tabela 52. Uticaj kombinovane primene rastuéih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na nivoe tiroidnih hormona i testosterona u serumu mugjaka pacova
nakon 28 dana ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3

T3 (nmol/l) 1,57 + 0,1906 15+0,19 1,478 £0,2232 1,592 £0,1855
T4 (nmol/l) 61 + 5,097 69,32 +£6,897* 72,382,753 ** 81l +4,6***
T3/T4 0,025 + 0,0019 0,024 + 0,0078 0,021 + 0,004 0,020 + 0,0019
FT3 (pmol/I) 4,517 + 0,8681 4,1+0,97 4,04 +0,7021 4,42 +0,7396
FT4 (pmol/l) 30,63 + 7,761 29,12 + 2,219 31,54+2,18 32,96 + 4,928
Testosteron (ng/ml) 3,937+ 2,722 4,212 + 2,858 1,928 £ 0,436 2,766 + 1,889

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (u poredenju sa kontrolom); ++ p<0,01 (u poredenju sa MIX 1); # p<0,05
(u poredenju sa MIX 2). Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa
Fiserovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su
predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-
MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° éelija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10°
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¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml); T3: trijodotironin; T4:
tiroksin; FT3: slobodni trijodotironin; FT4: slobodni tiroksin. SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana
bakterija Pseudomonas aeruginosa

Sprovedenom BMD analizom nije utvrden dozni interval pouzdanosti ni za jedan od
izmerenih hormona u serumu muzjaka pacova.

Kod zenki pacova tretiranih kombinacijom SFN i PA-MSHA nije uoc¢ena znacajna razlika
u nivou hormona u kontrolnoj i tretiranim grupama. Jedini, statisti¢ki znaCajan porast
nivoa FT4, dobijen je u MIX 3 grupi u odnosu na kontrolu, ali ne i na druge 2
eksperimentalne grupe (Tabela 52). Dobijeni rezultati sugeriSu razli¢it odgovor muzjaka i
zenki pacova na primenjenu kombinaciju imunomodulatora, i manju moguénost promene
nivoa tiroidnih hormona 1 testosterona kod Zenki pacova.

Tabela 53. Uticaj kombinovane primene rastucih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na nivoe tiroidnih hormona i testosterona u serumu Zenki pacova
nakon 28 dana ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3

T3 (nmol/l) 1,427 +0,1941 1,514 +0,2065 1,565+0,1435 1,596 + 0,09529
T4 (nmol/l) 51,22 + 10,14 52,94 + 16,18 56,84 + 11,44 66,04 + 11,57
T3/T4 0,028 + 0,0021 0,03 £ 0,0052 0,028 + 0,0055 0,025 + 0,0046
FT3 (pmol/l) 4,267 + 00,8824 4,46 £ 0,7127 4,58 + 0,4658 4,86 £0,5771
FT4 (pmol/l) 26,5+ 3,94 30,38 + 10,27 32,72+7,32 34,92 + 6,014 *
Testosteron (ng/ml) 0,04333 + 0,0326 0,03+0 0,038 + 0,01789 0,03+0

* p<0,05 (u poredenju sa kontrolom). Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u
kombinaciji sa FiSerovim testom najmanje znaajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference,
LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5.
MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg
t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° éelija/ml); HDL:
lipoprotein visoke gustine, LDL: lipoprotein niske gustine, AST: aspartat aminotransferaza, ALT: alanin
aminotransferaza, TIBC: totalni kapacitet vezivanja gvozda, UIBC: nezasiéeni (slobodni) kapacitat vezivanja
gvozda. SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Kao i kod muzjaka tretiranih kombinacijom SFN i PA-MSHA, sprovedenom BMD
analizom nije dobijen ni jedan dozni interval pouzdanosti za hormone izmerene u serumu
zenki pacova.

4.3.2.7. Uticaj na produkciju proteina

4.3.2.7.1. Sulforafan

Znacajno povecanje nivoa IL-10 uocCeno je samo u plazmi Zivotinja u grupi SFN 2 u
odnosu na kontrolu i SFN 1 (p<0,01). IL-10 u SFN 3 grupi bio je znacajno nizi u odnosu
na SFN 2, pri ¢emu je p vrednost manja od 0,05. Dodatno, sniZeni nivoi interleukina 216 u
plazmi tretiranih pacova u grupama SFN 2 i SFN 3 u odnosu na SFN 1 ukazuju na njihovu
smanjenu produkciju, pri ¢emu je nivo IL-6 bio statisti¢ki znacajno nizi u SFN 2 grupiiu
odnosu na kontrolu. Nivoi TNFa, HO-1 i Nrf2 mereni su u homogenatu tkiva jetre
tretiranih pacova, obzirom da jetra predstavlja jedan od organa sa najviSom ekspresijom
datih faktora (141), dok je koncentracija CXCL1 i TGFp odredena u homogenatu tkiva
pluca. Dobijeni rezultati pokazuju da je nivo HO-1 povisen pod dejstvom SFN u grupama
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SFN 1 1 SFN 3 u odnosu na kontrolu, a snizen u grupi SFN 2 u odnosu na SFN 1. S druge
strane, produkcija Nrf2 u jetri muzjaka pacova bila je znacajno povecana u grupi SFN 3 u
odnosu na kontrolu i SFN 1 grupu (p<0,05). SFN tretman nije uticao na produkciju ostalih
proteina izmerenih u ovoj doktorskoj disertaciji (Tabela 54).

Tabela 54. Uticaj rastucih doza sulforafana na produkciju proteina kod muZjaka pacova nakon
oralne subakutne ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
CXCL1 (g/proteina pluca) 33,99+ 12,73 45,88 + 12,81 32,46 + 8,536 39,05 + 5,329
HO-1 (pg/g proteina jetre) 1,794+0,3423 2,189+0,2898* 1,685+0,0561* 1,937 +0,2525
IFNy (pg/ml) 29,34 + 14,32 42,86 + 24,17 26,78 + 22,22 32,35+ 27,33
IL-2 (pg/ml) 44,59 + 25,45 67,52 + 8,094 34,87+6,841 47,33 + 14,98
IL-6 (pg/ml) 227 £ 96,71 269,8+ 36,95 101,9+49,61** 1635+71,72°
IL-10 (pg/ml) 5,858 + 3,76 7151 +4,443 219+129*** 9737+3726%
Nrf2 (pg/g proteina jetre) 93,13+ 10,99 87,97 £ 11,12 92,86 £2,134  107,3+10,68 * *
TGFp (g/proteina pluca) 26,07 + 11,53 33,72 +8,101 23,46 + 7,88 33,4+ 10,36
TNFa (pg/g proteina jetre) 27,77+5833  2632+2992  2741+1065 29,97 + 4,342

* p<0,05; ** p<0,01 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05, ++ p<0,01 (u poredenju sa SFN 1); # p<0,05 (u
poredenju sa SFN 2); Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike
(engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti *
standardne devijacije. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m/dan); SFN 3:
sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); CXCL1: hemiokin ligand 1; HO-1: hem oksigenaza; IFNy: interferon-gama;
IL-2: interleukin 2; IL-6: interleukin 6; IL-10: interleukin 10; Nrf2: nuklearni faktor 2 sli¢an eritroidu; TGFp:
transformirajuci faktor rasta beta; TNFa: faktor nekroze tumora alfa

U cilju razumevanja odnosa primenjene doze SFN i promena u produkciji analiziranih
proteina sprovedenom BMD analizom izracunat je dozni interval pouzdanosti za Nrf2 kod
koga je BMDL iznosila 0,377 mg/kg t.m./dan SFN. Promene uocene u produkciji ostalih
izmerenih proteina nisu pokazale doznu zavisnost (Slika 37).
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Slika 37. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastucih doza sulforafana i koncentracije Nrf2
kod muZjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije
SFN (0,5, 2 i 5 mg/kg t.m/dan); Broj iteracija: 200. Nrf2: nuklearni faktor 2 slican eritroidu; SFN: sulforafan
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Tretman rastu¢im dozama SFN uticao je na produkciju odabranih proteina kod Zenki
pacova §to je prikazano u Tabeli 55. Nakon 28 dana tretmana izmerena koncentracija HO-
1 u homogenatu tkiva jetre bila je visa u SFN 2 i SFN 3 grupi u odnosu na kontrolu i SFN
1. Dodatno, produkcija HO-1 u SFN 3 u odnosu na SFN 2 bila je statisticki zna¢ajno visa.
Posledi¢no, nivo Nrf2 bio je visi u SFN 2 i SFN 3 grupi u odnosu na kontrolu i SFN 1.
Efekat SFN na produkciju Nrf2 bio je najizrazeniji u SFN 3 grupi gde je koncentracija
ovog faktora bila visa u odnosu na SFN 2 grupu. Porast nivoa TNFa bio je dozno-zavistan,
odnosno najvise koncentracije TNFa izmerene su u SFN 3 grupi, znacajno vise u odnosu
na kontrolu i SFN 1 grupu. Konacno, razlika izmedu kontrole i eksperimentalnih grupa u
produkciji interleukina uoc¢ena je samo za IL-2. Nivo IL-2 bio je statisti¢ki znacajno nizi u
SFN 1 grupi u odnosu na kontrolu. U SFN 2 grupu koncentracija IL-2 znacajno je visa u
odnosu na SFN 1.

Tabela 55. Uticaj rastuéih doza sulforafana na produkciju proteina kod Zenki pacova nakon
oralne subakutne ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
CXCL1 (g/proteina pluca) 40,22 + 12,35 41,19+ 14,31 46,97 + 7,79 37,2+ 17,46
HO-1 (pg/g proteina jetre) 1,87 +£0,15 1,68 + 0,09 2,1+0,082*** 23 J_ZSL% o
IFNy (pg/ml) 67,71 + 39,18 109,7 £ 75,33 230,8 +125,5 128,2 £ 97,79
IL-2 (pg/ml) 57,08 £ 16,29 10,38 +6,9** 67,08+2289*  39,04+145
IL-6 (pg/ml) 138,7+ 24,4 181,9 + 109,1 202,7 + 64,95 99,39 + 31,66
IL-10 (pg/ml) 19,05 +7,129 17,62 £ 6,422 11,53 £ 4,459 13,37 £5,623
Nrf2 (pg/g proteina jetre) 99,14 + 8,863 90,41 + 6,904 106 £25* 118 + 11,1 ** *++#
TGFB (pg/g proteina plu¢a) | 27,16 + 8,137 26,93+ 10,9 34,3 +6,936 27,28 + 12,16
TNFa (pg/g proteina jetre) 29,1+ 1,529 26,72 + 1,379 30,11+18"* 32,4+ 2,3 **

* p<0,05; *** p<0,001 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05; ++ p<0,01; +++ p<0,001; ++++ p<0,0001 (u
poredenju sa SFN 1); # p<0.05 (u poredenju sa SFN 2); Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su
predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan); SFN 2:
sulforafan (2 mg/kg t.m/dan); SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); CXCLZ1: hemiokin ligand 1; HO-1: hem
oksigenaza; IFNG: interferon-gama; IL-2: interleukin 2; IL-6: interleukin 6; IL-10: interleukin 10; Nrf2:
nuklearni faktor 2 slican eritroidu; TGFp: transformirajuci faktor rasta beta; TNFa: faktor nekroze tumora
alfa

Analizom odnosa doza-odgovor (BMD analiza, PROAST softver) izraunati su
BMDU/BMDL intervali za HO-1, Nrf2 i TNFa. Svi dobijeni intervali bili su uski §to
ukazuje na visok nivo pouzdanosti rezultata. BMDL vrednost za HO-1, odnosno najniza
koncentracija SFN koja moze dovesti do 5% povecéanja produkcije HO-1 u jetri tretiranih
zenki pacova iznosi 0,151 mg/kg t.m./dan, dok je za Nrf2 i TNFa ta vrednost 0,197 mg/kg
t.m./dan i 0,372 mg/kg t.m./dan, redom (Slika 38).
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Slika 38. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza sulforafana i koncentracija HO-1,
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Nrf2 i TNFa kod Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije

SFN (0,5, 2 i 5 mg/kg t.m/dan); Broj iteracija: 200. HO-1: hem oksigenaza 1; Nrf2: nuklearni faktor 2 sli¢an

eritroidu; TNFa: faktor nekroze tumora alfa. SFN: sulforafan

4.3.2.7.2. Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Produkcija proteina kod muzjaka pacova bila je izmenjena i nakon tretmana rastué¢im
dozama PA-MSHA, pri ¢emu je znacajno povecanje u odnosu na kontrolu dobijeno za IL-
10 i TGFp. Sa porastom primenjene doze PA-MSHA rasla je produkcija pomenutih
proteina. Nivo IL-10 i TGFb bio je statisti¢ki znac¢ajno visi u PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3
grupi u odnosu na kontrolu i PA-MSHA 1. Pored toga, uocen je porast nivoa IFNy i IL-2 u

PA-MSHA 3 grupi u odnosu na kontrolu (Tabela 56).

Tabela 56. Uticaj rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na produkciju

proteina kod muZjaka pacova nakon subkutane subakutne ekspozicije
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1,741 +0,3726

PA-MSHA 1 PA-MSHA 2
12,73 34,82+ 4,
HO-1 (pg/g proteina jetre) 1,794 £ 0,3423

551 44,55 + 23,56
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IL-6 (pg/ml) 207+9671  302,6+90.82  1422+2502 2539+ 85,78
*kkk

IL-10 (pg/ml) 58584376  0914+5827 3314+93*+ 49%191

Nrf2 (pg/g proteina jetre) 93,13+ 10,99 94,93 + 18 111,7 £6,89 107,7£ 16,1

TGFB (py/g proteina pluéa) | 26,07+11,53  28.68+6202 50,73+ 16 %%+ 567 + 10,1 %%* +*

TNFa (pg/g proteina jetre) | 27,77+5833  294+5062  2976+1,142 32,46+ 4792

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05; ++ p<0,01; +++
p<0,001 (u poredenju sa PA-MSHA 1). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znadajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje
vrednosti * standardne devijacije. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10°
¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA
3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml); CXCL1: hemiokin ligand 1; HO-1:
hem oksigenaza; IFNG: interferon-gama; IL-2: interleukin 2; IL-6: interleukin 6; IL-10: interleukin 10; Nrf2:
nuklearni faktor 2 sli¢an eritroidu; TGFp: transformirajuci faktor rasta beta; TNFa: faktor nekroze tumora
alfa

Ben¢mark analizom ispitan je dozno-zavisni odgovor izmedu primenjene doze PA-MSHA
i promena u nivou ispitivanih proteina. Kao $to je prikazano na Slici 39, uoéen je dozno-
zavisan efekat samo izmedu primenjene doze PA-MSHA i nivoa TGFp Kkoji prati pozitivan
odnos (Slika 39).
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Slika 39. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa i koncentracije TGFf kod muZjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije
PA-MSHA (0,09 x 10° ¢elija/ml; 0,18 x 10° ¢elija/ml; 0,36 x 10° ¢elija/ml); Broj iteracija: 200. TGFp;
transformisudi faktor rasta beta. PA-MSHA.: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Produkcija IFNy i IL-2 bila je znacajno izmenjena pod dejstvom PA-MSHA kada je
primenjivan u najvisoj ispitivanoj dozi (PA-MSHA 3). Izmereni nivoi pomenutih citokina
u plazmi pacova PA-MSHA 3 grupe bili su vi§i u odnosu na kontrolu, ali i PA-MSHA 1 i
PA-MSHA 2 grupu. Sli¢an trend uocen je i za Nrf2 1 TGFp, ¢ija je koncentracija bila
najvisa u PA-MSHA 3 grupi, znacajno visa u odnosu na kontrolu 1 ostale eksperimentalne
grupe (PA-MSHA 1 i PA-MSHA 2). Dodatno, poredenjem svih grupa medusobno, uocena
je znacajna razlika u nivou IL-10 u PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 grupi u odnosu na PA-
MSHA 1 (p<0,01) (Tabela 57).
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Tabela 57. Uticaj rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na produkciju
proteina kod Zenki pacova nakon subakutne ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
CXCL1 (pg/g proteina plué¢a) | 40,22 + 12,35 36,78 + 6,167 40,26 + 19,84 43,47+ 135
HO-1 (pg/g proteina jetre) 1,871+0,1528  1,743+0,2123 2,009 + 0,4802 2,03 £ 0,5443
IFNy (pg/ml) 67,71 £ 39,18 109,9 + 42,24 1045+ 48,24 421 +1223**#
IL-2 (pg/ml) 57,08 + 16,29 55,29 + 31,74 49,40 +17,93 985+358***
IL-6 (pg/ml) 138,7+ 244 179,9 + 82,57 223,3+ 75,52 2475+ 122
IL-10 (pg/ml) 19,05+ 7,129 7,349 £ 3,191 29,2+9,465** 43,99 + 15,58 **
Nrf2 (pg/g proteina jetre) 99,14 + 8,863 97,44 + 14,82 117,4 £ 22,4 158 £ 27 *** *+##
TGF (pg/g proteina pluca) 27,16 + 8,137 39,08 +2,91 48,65+ 18,42 85+ 12 *xx +*#
TNFa (pg/g proteina jetre) 29,1+1,529 28,24 + 3,875 29+ 4,727 32,03+ 4,761

* p<0,05; *** p<0,001 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05; ++ p<0,01; +++ p<0,001 (u poredenju sa PA-
MSHA 1); # p<0,05; ## p<0,01 (u poredenju sa PA-MSHA 2); Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su
predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije. PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10°
¢elija/ml); CXCL1: hemiokin ligand 1; HO-1: hem oksigenaza; IFNy: interferon-gama; IL-2: interleukin 2;
IL-6: interleukin 6; IL-10: interleukin 10; Nrf2: nuklearni faktor 2 sli¢an eritroidu; TGFp: transformiSuéi
faktor rasta beta; TNFa: faktor nekroze tumora alfa

Uticaj primenjene doze PA-MSHA na promenu nivoa proteina u plazmi, odnosno tkivima
jetre 1 pluc¢a Zenki pacova, ispitan je Benchmark analizom. Primenjena doza PA-MSHA
pozitivno korelira sa nivoom IFNy, IL-10 i TGFp, ali su izmerene BMDL vrednosti za
IFNy 1 IL-10 kod Zenki viSe u odnosu na vrednosti kod muzjaka pacova. Pored toga
izratunati BMDU/BMDL odnosi pokazuju da jedino intervali za IFNy 1 Nrf2
zadovoljavaju postavljene kriterijume, odnosno postojanje veze izmedu primenjene doze i
odogovora. Primena PA-MSHA u dozi od 0,00287 x 10° ¢elija/ml, odnosno 0,0243 x 10°
¢elija/ml moZze dovesti do 5% povecanja nivoa IFNy 1 Nrf2 kod tretiranih pacova, redom
(Slika 40).
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Slika 40. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa i koncentracija IFNy i Nrf2 kod Zernki pacova nakon 28 dana ekspozicije

PA-MSHA (0,09 x 10° ¢elija/ml; 0,18 x 10° ¢elija/ml; 0,36 x 10° ¢éelija/ml); Broj iteracija: 200. IFNG:
interferon gama; Nrf2: nuklearni faktor 2 sli¢an eritroidu. PA-MSHA: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa



4.3.2.7.3. Kombinovana primena imunomodulatora

Uticaj kombinovane primene SFN i PA-MSHA na produkciju proteina kod muzjaka
pacova predstavljen je u Tabeli 58. Pri najnizoj primenjenoj dozi SFN i PA-MSHA (MIX
1) uocene se znacajne promene u nivou CXCL1, IL-10 i TGFB u odnosu na kontrolu, dok
je u MIX 2 grupi zabelezen jedino statisti¢ki zna¢ajan porast IFNy u odnosu na kontrolu.
MIX 3 grupa razlikovala se od kontrolne u CXCLL1 i IL-2 parametru. Dodatno, poredenjem
eksperimentalnih grupa medusobno, uocen je znacajno nizi nivo CXCL1 i TGFp u MIX 2
grupi u odnosu na MIX 1. U MIX 3 grupi zabeleZeno je poveéanje koncentracije CXCL1 i
IL-6 u odnosu na MIX 2, ali ne i MIX 1.

Tabela 58. Uticaj kombinovane primene rastuéih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na produkciju proteina kod mugjaka pacova nakon 28 dana
ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
CXCL1 (pg/g proteina plu¢a)| 33,99 + 12,73 51,77+86 * 31,99+4,083* 47,98+101**
HO-1 (pg/g proteina jetre) 1,794+0,3423  1,894+0,1754  1,738+0,2675 1,787 +0,1265
IFNy (pg/ml) 32 +£14,32 97,07 + 34,42 166 £97,82 * 148,4 + 70,69
IL-2 (pg/ml) 44,59 + 25,45 67,28 + 12,61 38,27 + 6,697 85,87 + 23,52 *
IL-6 (pg/ml) 227 +96,71 183,3+50,98  168,6+37,17  266,4+5197%
IL-10 (pg/ml) 5,858 + 3,76 19,52 +59 * 19,77 + 14,07 14,58 + 6,626
Nrf2 (pg/g proteina jetre) 93,13+10,99  98,39+9,108  102,7 + 21,54 102,7 7,28
TGFB (pg/g proteina pluéa) | 26,07 11,53 39,04 +2,054* 20,18 + 4,55 ** 35,2 + 3,04
TNFa (pg/g proteina jetre) 27,77 £ 5,833 28,85 + 3,067 29,21+ 4,51 27,54 + 2,295

* p<0,05 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05; ++ p<0,01 (u poredenju sa MIX 1); # p<0,05 (u poredenju sa
MIX 2). Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom
najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao
srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg
t.m./dan + 0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° éelija/ml); MIX 3:
SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml). CXCL1: hemiokin ligand 1; HO-1: hem
oksigenaza; IFNy: interferon-gama; IL-2: interleukin 2; IL-6: interleukin 6; IL-10: interleukin 10; Nrf2:
nuklearni faktor 2 sli¢an eritroidu; TGFp: transformirajuci faktor rasta beta; TNFa: faktor nekroze tumora
alfa. SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Sprovedena BMD analiza u cilju razjas$njenja odnosa primenjenih doza SFN i PA-MSHA i
nivoa proteina u plazmi, odnosno tkivima muzjaka pacova nije utvrdila ni jedan dozni
interval pouzdanosti za prethodno izmerene proteine.

Kod zenki pacova uoCena je znacajna promena u nivou IL-10 u sve 3 eksperimentalne
grupe u odnosu na kontrolu. Kod pacova tretiranih kombinacijom SFN i PA-MSHA
produkcija ovog citokina bila je snizena u odnosu na kontrolu, ali se nije znacajno
razlikovala izmedu MIX grupa. Pored toga, nivo TGFp bio je visi u MIX 1 grupi, a [FNy u
MIX 2 grupi u odnosu na kontrolu. Koncentracija IFNG u MIX 2 bila je znacajno visa i u
odnosu na MIX 1 1 MIX 3 grupu. Medutim, produkcija TNFa u MIX 2 grupi bila je niza
nego u MIX 1, ali 1 MIX 3 ali bez statistiCke znacajnosti (Tabela 59).
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Tabela 59. Uticaj kombinovane primene rastuéih doza sulforafana i inaktivisane bakterije

Pseudomonas aeruginosa na produkciju proteina kod Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije

Parametar (jedinica) Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
CXCL1 (pg/g prot) 40,22 + 12,35 48,62 + 12,25 33,9+2,751 42,24 + 135
HO-1 (pg/g prot) 1,871 +0.,528 1,95+ 0,4262 1,63 +0,199 1,882 + 0,1459
IFNy (pg/ml) 67,71 £ 39,18 46 + 33 140,3+ 38 * ** 76+39%
IL-2 (pg/ml) 57,08 + 16,29 75,93 + 37,48 53,01 £ 28,03 127,9 + 21,53
IL-6 (pg/ml) 138,7+ 244 321,6+113,9 279,6 + 107,3 367,7+187,1
IL-10 (pg/ml) 19,05+7,129  9,947+3,619* 1143+5655* 9,526+3,861*
Nrf2 (pg/g prot) 99,14 + 8,863 114,7 + 26,74 93,9 £ 9,308 108 + 14,49
TGFp (pg/g prot) 27,16 +8,137  38,53+5436*  34,22+5316 34,44 + 6,622
TNFa (pg/g prot) 29,1+ 1,529 33,27 £ 5,002 26,87 £3,187 " 29,39 +2,978

* p<0,05 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05; ++ p<0,01 (u poredenju sa MIX 1); # p<0,05 (u poredenju sa
MIX 2). Statisti¢ki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom
najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao
srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg
t.m./dan + 0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3:
SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml). CXCL1: hemiokin ligand 1; HO-1: hem
oksigenaza; IFNy: interferon-gama; IL-2: interleukin 2; IL-6: interleukin 6; IL-10: interleukin 10; Nrf2:
nuklearni faktor 2 sli¢an eritroidu; TGFp: transformirajuci faktor rasta beta; TNFa: faktor nekroze tumora
alfa. SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Kao i kod muzjaka pacova, sprovedenom BMD analizom nije pronaden dozni interval
pouzdanosti ni za jedan od izmerenih nivoa proteina u plazmi, odnosno tkivima zenki
pacova.

4.3.2.8. Uticaj na parametre oksidativnog stresa/antioksidativne zaStite

4.3.2.8.1. Sulforafan

Parametri oksidativnog stresa odredeni su u plazmi muZjaka pacova i homogenatima tkiva
bubrega, jetre, pluca, srca 1 timusa nakon izlaganja rastu¢im dozama SFN tokom 28 dana.
U tabeli 60 prikazane su sve izmerene vrednosti i naznacene statisticki znacajne razlike
izmedu eksperimentalnih grupa 1 kontrole.

U plazmi muzjaka tretiranih pacova uocen je porast MDA vrednosti u SFN 2 grupi u
odnosu na kontrolu, ali smanjenje u SEN 1 i SFN 3. Medutim, uo¢ena razlika nije bila
statistiCki znacajna. Vrednosti IMA i SH bile su sli¢ne izmedu kontrole 1 tretiranih grupa.

Dalje, u homogenatu tkiva bubrega najniza primenjena doza SFN (SFN 1) dovela je do
statisticki znacajnog smanjenja nivoa SH i SOD (p<0,05). Koncentracija SH u SFN 2 i
SFN 3 bila je, takode, niza nego u kontroli, ali razlika nije bila zna¢ajna, dok je SOD u
SFN 2 bio visi, a u SFN 3 niZi u poredenju sa kontrolom.

Parametri oksidativnog stresa odredeni u jetri ukazuju na smanjenje MDA u SFN 2 grupi,
kao i smanjenje SOD u SFN 1 i SFN 3 grupi, ali ne i SFN 2. S druge strane, koncentracija
IMA i SH ostala je nepromenjena nakon tretmana muZzjaka pacova rastu¢im dozama SFN.
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U homogenatu plu¢a primenjen tretman doveo je do znaajnih promena u parametrima
IMA, MDA 1 SOD. U poredenju sa kontrolom i SFN 1, u SFN 2 grupi doslo je povecanja
nivoa IMA, dok je MDA bio znacajno poviSen u SFN 3 grupi u odnosu na sve ostale
grupe. Konacno, aktivnost SOD bila je poviSena u SFN 3 grupi u poredenju sa kontrolnom.

U homogenatu srca muzjaka pacova dobijen je porast IMA koncentracije u grupi pacova
tretiranih najviSom dozom SFN (SFN 3) u odnosu na kontrolu i SFN 1 grupu (p<0,05). Ni
u jednom od ostalih ispitivanih parametara nije zabelezena statistiCki znacajna razlika.

Na kraju, u homogenatu timusa, uo¢eno je znac¢ajno smanjenje u nivou IMA u SFN 1 i
SFN 2 grupi u odnosu na kontrolu, bez razlika u ostalim izmerenim parametrima
oksidativnog stresa.

Tabela 60. Uticaj rastucéih doza sulforafana na parametre oksidativnog stresa/antioksidativne

zasStite u plazmi i tkivima pacova nakon oralne subakutne ekspozicije muZjaka pacova

Uzorak |Parametar (jed.) Kontrola SFN 1 SFN 2 SFN 3
IMA (ng/L) 23,62 3,39 23744232 25,33+ 1,61 23,86 + 3,601
Plazma MDA (umol/L) 2,732+0,5288 2,407 + 1,048 3,5+1,335 1,704 + 0,8909
SH (mmol/L) 0,9379+0,2267 1,139+0,1177  1,03+0,0925 1,096 + 0,2534
GSH (umol/g prot) 775 £ 307 436 + 253 537 + 295 598 + 281
IMA (ng/g prot) 239,1 + 64,38 185,6 + 56,67 2396 £46,75  259,3+103,1
Bubreg MDA (umol/g prot) | 77,74+0,9322  77,06+0,6993  77,21+0,6339 76,97 + 0,9331
SH (mmol/g prot) 17,14+6,206  9,145+455* 14,95+ 2304 14,1+ 4,678
SOD (U/g prot) 75£13 41£14* 83+£34* 69 + 32
IMA (ng/g prot) 28,39 + 6,913 23,5 +3,791 30,58 + 2,839 23,86 + 5,647
MDA (umol/g prot) = 0,94 +0,41 0,65+0,13 0,64 0,13 * 0,76 0,12
e SH (mmol/g prot) | 0,555+ 0,1658 0,4116 +0,09746 0,5208 + 0,05722 0,4313 % 0,09335
SOD (U/g prot) 2,725 + 0,381 1,85+0,59* 2,359 +0,4007 1,76 + 0,642 ***
GSH (umol/g prot) | 2,278 +0,7543 3,279+ 1,241 2,385+ 1,53 3,665 + 1,942
~ |IMA (ng/g prot) 6,656 +0,6748  7,666+2,199 9,6 £0,514*** 8304+ 1,217
Fluca MDA (umol/g prot) = 0,84 +0,12 1£0,28 1+0,049 1,6 £ 0,4 **xx ++##
SOD (U/g prot) 0,7157 £0,1223 1,039 +0,4858 1,564 +0,7755 1,486 + 0,2641 **
GSH (umol/g prot) | 6,097 +0,6928 7,33 £ 1,705 6,636 £ 1,063 7,174 £ 0,9372
IMA (ng/g prot) 8,947 +0,406  8,802+0,6816  9,204+1202 10,12+1,19**
Sree | MDA (umol/g prot) 1,8 +£0,56 1,7 £0,47 1,6 £0,52 1,6 0,32
SOD (U/g prot) 1,225 + 0,402 1,52+0,3063 1,051 +0,0594 1,177 +0,4462
GSH (umol/g prot) | 5971+1,358  5194+0,6289 5244 +3,05 5,32 + 1,282
_ IMA (ng/g prot) 13,43+2907 10,14+1359* 106+1479*  12,19+1,102
Timus MDA (umol/g prot) 1,3+0,8 1,1+£0,32 1+£0.,6 1,2+0,16
SOD (U/g prot) 1,083+0,2521 0,8413+0,3102 0,9721+0,516 0,633 £ 0,3732

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (u odnosu na kontrolu); + p<0,05; ++ p<0,01 (u poredenju sa SFN 1); ##
p<0,01 (u poredenju sa SFN 2). Kontrola: kukuruzno ulje; SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m./dan); SFN 2:
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sulforafan (2 mg/kg t.m./dan); SNF 3: sulforafan (5 mg/kg t.m./dan). Jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). IMA:
ishemjom modifikovani albumin; MDA: malondialdehid; SH: ukupne sulfhidrilne grupe; GSH: glutation;
SOD: super oksid dismutaza

Za svaki od izmerenih parametara oksidativnog stresa u plazmi i homogenatima tkiva
muzjaka pacova sprovedena je Benchmark analiza u cilju boljeg razumevanja odnosa doza-
odgovor, a dobijeni grafici prikazani su na slikama 41-43. U plazmi pacova uocen je
dozno-zavistan odgovor izmedu koncentracije MDA i primenjene doze SFN pri ¢emu je
BMDL iznosila 0,0175 mg/kg t.m./dan. U homogenatu tkiva plu¢a uocena je pozitivna
korelacija izmedu primenjene doze SFN i koncentracije MDA. Takode, ushodni trend
krive uocen je i u homogenatu srca pacova izmedu SFN i IMA.
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Slika 41. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastucih doza sulforafana i koncentracije MDA u

plazmi muzjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije
MDA: malondialdehid; SFN (0,5, 2 i 5 mg/kg t.m/dan); Broj iteracija: 200. SFN: sulforafan
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Slika 42. Grafic¢ki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza sulforafana i koncentracije MDA u

pluéima muZjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije
MDA: malondialdehid; SFN (0,5, 2 i 5 mg/kg t.m/dan); Broj iteracija: 200. SFN: sulforafan
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Slika 43. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastucih doza sulforafana i koncentracije IMA u
Srcu muZjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije
IMA: ishemijom modifikovan albumin; SFN (0,5, 2 i 5 mg/kg t.m/dan); Broj iteracija: 200. SFN: sulforafan

Parametri oksidativnog stresa odredeni su u plazmi Zenki pacova i homogenatima tkiva
bubrega, jetre, pluca, srca, 1 timusa nakon izlaganja rastu¢im dozama SFN tokom 28 dana,
na isti nacin kao i kod muzjaka u cilju razumevanja polno-specifi¢cnog odgovora. Rezultati
su prikazani tabelarno, u Tabeli 61.

U plazmi Zenki tretiranih pacova uocen je porast MDA vrednosti u svim tretiranim
grupama, pri ¢emu je efekat bio najizrazeniji u SFN 1 grupi u odnosu na kontrolu. Razlika
je uocena i izmedu SFN 1 i SFN 2 grupe, u kojoj je nivo MDA bio znacajno nizi.
Vrednosti IMA bile su nize u eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolu, ali je
jedino znacajno smanjenje zabelezeno u grupi SFN 1 u odnosu na kontrolu.

Dalje, u homogenatu tkiva bubrega uocene su razlike u svim odredivanim parametrima
oksidativnog stresa. Nivo GSH, IMA 1 SOD bio je znacajno visi u SFN 3 grupi u odnosu
na kontrolnu, ali i SFN 1 i SEN 2 grupu. Takode, SH grupe bile su vise u SFN 3 grupi u
odnosu na kontrolu i SFN 2, dok je MDA parametar bio znac¢ajno nizi u SFN 1 grupi u
odnosu na sve ostale grupe.

U homogenatu tkiva jetre zenki pacova, znacajno smanjenje nivoa ukupnih SH grupa i
aktivnosti SOD uocen je u SFN 3 grupi u odnosu na SFN 1 dok se ostali parametri nisu
statistiCki znacajno razlikovali od kontrole.

Dalje, primenjen tretman doveo je do znacajnog Smanjenja koncentracije GSH u
homogenatu tkiva plué¢a zenki pacova u SFN 3 grupi (p<0,05). Pored toga, smanjenje
MDA dobijeno je u SFN 2 grupi u poredenju sa kontrolom. Izmedu eksperimentalnih
grupa nije uocena znacajna razlika.

U homogenatu srca zenki pacova primeceno je znacajno smanjenje nivoa MDA samo u
SFN 1 grupi, dok su ostali parametri oksidativnog stresa u srcu bili neizmenjeni nakon
tretmana.

Na kraju, u homogenatu tkiva timusa zenki pacova nije uocena ni jedna promena u
izmerenim parametrima oksidativnog stresa izmedu kontrole 1 eksperimentalnih grupa.
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Tabela 61. Uticaj rastuéih doza sulforafana na parametre oksidativnog stresa/antioksidativne
zastite nakon oralne subakutne ekspozicije Zenki pacova

Uzorak

Plazma

Bubreg

Jetra

Plué¢a

Srce

Timus

Parametar (jed.) Kontrola SFN 1
IMA (ng/L) 26,17 £ 1,951 21,6 £3,322*
MDA (umol/L) 1,599 + 0,6408 3,3+0,7 ***
SH (mmol/L) 1,199+0,339 0,998 +0,08181
GSH (umol/g prot) 394 + 155 338+ 116
IMA (ng/g prot) 162,9 + 47,15 132,5 + 46,3
MDA (umol/g prot) 76 + 0,45 59,27 £ 21,24 *
SH (mmol/g prot) 9,132 + 2,285 7,834 + 3,38
SOD (U/g prot) 39+17 41+11
IMA (ng/g prot) 30,36 + 1,268 30,09 + 2,313
MDA (umol/g prot) 1,1+0,34 0,98 £ 0,082
SH (mmol/g prot) | 0,3949 + 0,07736 0,465 + 0,065
SOD (U/g prot) 2,53 £0,3628 3,155 £ 0,5617
GSH (umol/g prot) 3422 1,8+1,8
IMA (ng/g prot) 7,753 £ 1,093 7,947 £ 0,2743
MDA (umol/g prot) 1111133’4 079;?173
SOD (U/g prot) 1,065 +0,2869 0,8679 +0,2913
GSH (umol/g prot) 7,22 £1,073 8,414 + 1,704
IMA (ng/g prot) 9,637 + 1,569 9,089 + 1,763
MDA (umol/g prot) 21+13 0,95+0,25 *
SOD (U/g prot) 1,541 + 0,3261 1,604 + 0,822
GSH (umol/g prot) | 6,544 + 1,822 7,278 £ 2,045
IMA (ng/g prot) 9,962 + 2,566 10,44 + 1,161
MDA (umol/g prot) 1,1+£0,34 1,2+0,32

SOD (U/g prot) 0,6749 +0,4634 0,6295 + 0,4818

SFN 2
25,07 + 4,288
2,315+0,74 "
1,321 +0,7079

365 + 157
186 £ 77,14
76,91+0,845 "
10,42 + 4,952

60 £ 29

285+4271
1,3+0,27
0,3528 + 0,052
2,562 £ 0,6275
1,6 £ 0,56
7,303 + 1,787

0,78 **
0,72-18

0,9672 £+ 0,3925
7,939 + 2,315
10,4 +0,7081

15+0,23
2,325 +1,137
5,079 +1,812
9,095 + 0,7067
0,94+ 0,38
0,6827 £ 0,1224

SFN 3
23+2,61
2,77 +£0,3378 **
1,01 +0,4219
765 + 357 **#
327 £ 122 ** +*#
78,57 + 1,054 #
14,86 + 4,423 = #
09 + 44 ** ++#
28,43 + 3,921
1+0,26
0,313+ 0,14*
2,106 + 0,3511 #
0,96 +0,22 *
7,108 £ 1,475

1,0
0,77-1,9

0,7779 £0,1677
10,13 + 3,834
9,156 + 1,328

16+1
1,6 +0,6055
6,537 £ 1,278

9,626 £ 0,7823

0,95+0,11

0,8587 + 0,3237

* p<0,05;

Analiza odnosa doza-odgovor sprovedena je za svaki od

** p<0,01; *** p<0,001 (u odnosu na kontrolu); + p<0,05; ++ p<0,01 (u poredenju sa SFN 1);
#p<0,05; ## p<0,01 (u poredenju sa SFN 2). Kontrola: kukuruzno ulje; SEN 1: sulforafan (0,5 mg/kg
t.m./dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m./dan); SNF 3: sulforafan (5 mg/kg t.m./dan). Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znadajne razlike (engl. Fisher's Least Significant
Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test. IMA: ishemjom modifikovani albumin;
MDA: malondialdehid; SH: ukupne sulfhidrilne grupe; GSH: glutation; SOD: superoksid dismutaza

izmerenih parametara

oksidativnog statusa kod Zenki u odnosu na primenjene doze SFN. Kao i kod muzjaka
pacova, koncentracija MDA u plazmi zenki pacova zavisila je od primenjene doze SFN.
Medutim, dok kod muzjaka primena SFN dovodi do smanjenj nivoa MDA, kod Zenki SFN
povecava se uoCava trend rasta, ali bez potvrdene dozne-zavisnosti. Primena SFN kod
zenki pacova dovodi do dozno-zavisnog povecanja parametara oksidativhog stresa u
bubrezima i to: GSH, IMA i SH. Na slici 44 prikazani su grafici i BDMU/BMDL intervali
za svaki od pomenutih parametara. Dobijeni intervali za GSH i IMA bili su uZi od
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intervala za SH 1 SOD S§to ukazuje na ve¢u pouzdanost dobijenih rezultata. Uocava se da
kod muZjaka pacova nisu dobijene promene u parametrima oksidativnog stresa u

homogenatu tkiva bubrega, za razliku od zenki pacova (Slika 45).
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Slika 44. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza sulforafana i koncentracije GSH,

0.5

IMA i SH u bubrezima Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije

GSH: glutation, IMA: ishemijom modifikovan albumin, SH: ukupne sulfhidrilne grupe; SFN (0,5, 2 i 5

mg/kg t.m/dan); Broj iteracija: 200. SFN: sulforafan
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Slika 45. Grafi¢ki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza sulforafana i koncentracija SH i

SOD u jetri Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije
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SH: ukupne sulfhidrilne grupe, SOD: superoksid dismutaza; SFN (0,5, 2 i 5 mg/kg t.m/dan); Broj iteracija:
200. SFN: sulforafan

4.3.2.8.2. Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Muzjaci pacova tretirani rastu¢im dozama PA-MSHA jednom nedeljno tokom cetiri
nedelje, Zrtvovani su nakon 28 dana, nakon ¢ega su odredeni parametri oksidativnog stresa
1 antioksidativne zastite u plazmi i homogenatima tkiva bubrega, jetre, pluca, srca i timusa.
Dobijeni rezultai prikazani su u Tabeli 62.

U plazmi pacova, primena najvise doze PA-MSHA (PA-MSHA 3) dovela je do statisticki
zna¢ajnog smanjenja nivoa SH grupa u odnosu na kontrolu. Takode, uo¢eno je i smanjenje
nivoa IMA i MDA u PA-MSHA 3 grupi, ali nije bilo zna¢ajno u odnosu na kontrolu, ve¢
samo u odnosu na PA-MSHA 1. Pored toga, niza koncentracija IMA dobijena je u i PA-
MSHA 2 grupi (u odnosu na PA-MSHA 1). Znacajan porast MDA uocen je samo u PA-
MSHA 2 grupi i to u odnosu na kontrolnu i druge 2 eksperimentalne grupe.

U homogenatu bubrega muzjaka pacova jedina statisticki znacajna razlika dobijena je u
IMA parametru: porast nivoa u PA-MSHA 1 grupi u odnosu na kontrolu i smanjenje u PA-
MSHA 3 grupi u odnosu na PA-MSHA 1.

U homogenatu jetre muzjaka pacova tretiranih najviSom dozom PA-MSHA (PA-MSHA 3)
izmerene su znacajno viSe vrednosti MDA u odnosu na kontrolu i PA-MSHA 1 grupu, a
nize vrednosti SH u odnosu na kontrolnu grupu.

PA-MSHA tretman doveo je do smanjenja nivoa GSH u plu¢ima muzjaka pacova u
grupama PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 u poredenju sa kontrolom. Dalje, vrednosti IMA bile
su viSe u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolnu, ali je najznacajnije
povecanje dobijeno u grupi PA-MSHA 1. Kona¢no, SOD vrednosti bile su znacajno vise u
PA-MSHA 1 grupi u odnosu kontrolu, ali i PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 grupu.

U homogenatu tkiva srca muzjaka pacova uoceno je znacajno povecanje GSH i SOD u
PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 grupi u odnosu na kontrolu i PA-MSHA 1. Pored toga,
koncentracija IMA bila je visa u PA-MSHA 1 i PA-MSHA 2 u odnosu na kontrolu, dok je
nivo MDA u PA-MSHA 3 grupi bio znac¢ajno veéi u odnosu na PA-MSHA 1.

Na kraju, povecanje GSH nivoa u timusu tretiranih muzjaka pacova dobijeno je samo u
PA-MSHA 2 grupi (u odnosu na kontrolu). IMA vrednosti bile su znac¢ajno povisene u PA-
MSHA 2 i PA-MSHA 3 grupi u odnosu na PA-MSHA 1, ali ne i kontrolnu. Dodatno
aktivnost MDA i SOD rasla je sa porastom primenjene doze PA-MSHA, pa je tako bila
visa u PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 grupama u odnosu na kontrolu i PA-MSHA 1 grupu.
Statisticki zna€ajna razlika izmedu grupa naznacena je u Tabeli 62.

Tabela 62. Uticaj rastuéih doza PA-MSHA na parametre oksidativnog stresa/antioksidativne
zastite kod muZjaka pacova nakon subakutne ekspozije

Uzorak |Parametar (jed.) Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
IMA (ng/L) 23,62 + 3,039 27 £ 6,145 19,58 +2,022*  21,9+2,665"

Plazma [MDA (umol/L) 2,732 +0,5288 2,222 +0,3474 3,8+0,42***** 24.3+0,5981 #
SH (mmol/L) 0,9379 £0,2267 10,9933 +0,1212 0,6659 +0,3273 0,5475+0,38 **

Bubreg [GSH (umol/g prot) 775 £ 307 1257 + 675 1186 + 694 725+ 279
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IMA (ng/g prot) 239,1+64,38 3755+1605*  282,2+65 213,8+39,24*
MDA (umol/g prot) | 77,74+0,9322  78,92+2875  7847+1011 77,29+ 05931
SH (mmol/gproty | 17,14+6,206  19,69+9132  1455+6,392 12,69 + 3,682
SOD (U/g prot) 75+13 138 + 67 97 +25 79 + 67
IMA (ng/g prot) 2839+6913  299+9397  2149+2512 21,96+ 4,213
MDA (umol/g prot) | 0,94 + 0,41 0,65+ 0,11 1,1+025* 1,4+0,4%*
Jetra SH (mmol/g prot)y | 0,555+0,1658  0,3927 +0,1401 0,4937 +0,08479 0,363 + 0,114 *
SOD (U/g prot) 2725+0381  21+07037  2,559+0,4928 2,695+ 05734
GSH (umol/g prot) | 2,278+0,7543  2,877+1922 0,6954 +0,0951 * 1,404 +0,5071 *
~ |IMA (ng/g prot) 6,656 + 0,6748 9,111+0,7748** 7535+1494* 8,092 + 1,062 *
e oA (umol/g prot) 0,84 +0,12 1,2+0,49 1,1+0,43 1,2+0,57
SOD (U/g prot) 07157 +0,1223 2198+1,334** 1054+05*  0,8767 +0,09 **
GSH (umol/g prot) | 6,097 £0,6928 6,021 + 0,5661 21 % 6,4 **%x ++++ 180 4 8 %xx +++
IMA (ng/g prot) 8,947+0406  1042+0577* 10,1+0582* 9,563+ 1,304
Sree MDA (umol/g prot) 1,8 + 0,56 1,2+0,44 1,8+0,27 21+0,24 "
SOD (U/g prot) 1225+0402 2578 +1,077 457 +149**** 3438+ 1,209 **
GSH (umol/g prot) | 5971+1358  6,034+141 9241+137*** 6908+ 0,9585
_ IMA (ng/g prot) 1343+2907  9966+0,4466 1473+3405* 1517+3144*
M oA (umol/g prot) 13+08 15+0,21 21+02% 2,1+0,69 *
SOD (U/g prot) 1,083+0,2521 0,7741+0,5754 141+0,387* 1,86+0,55** **

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (u odnosu na kontrolu); + p<0,05; ++ p<0,01; +++
p<0,001; ++++ p<0,0001 (u poredenju sa PA-MSHA 1);; ## p<0,01 (u poredenju sa PA-MSHA 2). Kontrola:
kukuruzno ulje; PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elija/ml); PA-
MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana
bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). IMA: ishemjom
modifikovani albumin; MDA: malondialdehid; SH: ukupne sulfhidrilne grupe; GSH: glutation; SOD: super
oksid dismutaza

Odnos primenjene doze i odgovora (promene nivoa odnosno aktivnosti parametara
oksidativnog stresa) analiziran je pomo¢u BMD analize i dobijeni rezultati predstavljeni su
graficki. UoCene promene u plazmi 1 homogenatu tkiva bubrega muzjaka pacova nisu
zavisile od primenjene doze PA-MSHA za razliku od MDA parametra u jetri tretiranih
pacova. Na slici 46 uocava se ushodna kriva koja ukazuje na to da primena 0,00548 x 10°
¢elije/ml PA-MSHA moze dovesti do 5% povecanja koncentracije MDA u jetri muzjaka
pacova.

U plu¢ima muzjaka pacova, sa porastom primenjene doze PA-MSHA dolazi do smanjenja
nivoa GSH 1 porasta koncentracije IMA. Medutim, izratunati BMDU/BMDL interval bio
je sirok sugeriSué¢i nepostojanje odnosa primenjena doza PA-MSHA-odgovor, odnosno
promena nivoa parametara okisdativnog stresa/antioksidativne zastite u plu¢ima tretiranih
pacova. Suprotno tome, u srcu pacova uoceno je pozitivna korelacija izmedu doze PA-
MSHA 1 nivoa GSH, pri ¢emu je interval pouzdanosti uzak S§to ukazuje na visoku
pouzdanost rezultata (Slika 47).
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Slika 46. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastucih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa i koncentracije MDA u jetri muZjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije

MDA: malodialdehid; PA-MSHA (0,09 x 10° ¢elije/ml, 0,18 x 10° ¢elije/ml, 0,36 x 10° éelije/ml); Broj
iteracija: 200. PA-MSHA: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa
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Slika 47. Grafic¢ki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa i koncentracije GSH u srcu muzjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije

GSH: glutation. PA-MSHA (0,09 x 10° ¢elije/ml, 0,18 x 10° &elije/ml, 0,36 x 10° éelije/ml); Broj iteracija:
200. PA-MSHA.: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Tabela 63 prikazuje parametre oksidativnog stresa kod zenki pacova u kontrolnoj grupi i
grupama tretiranim rastu¢im dozama PA-MSHA.

U plazmi Zenki pacova dobijeno je znacajno smanjenje IMA i porast MDA u
eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolu dok se vrednosti SH nisu razlikovale.

U homogenatu tkiva bubrega zenki pacova jedino je uocCena razlika izmedu
eksperimentalnih grupa u nivou SOD. U PA-MSHA 1 grupi nivo SOD bio je znacajno visi
u odnosu na PA-MSHA 2 i PA-MSHA-3 grupu. Razlika u odnosu na kontrolu nije bila od
znacaja.

Dalje, u homogenatu tkiva jetre, samo se nivo MDA u grupi PA-MSHA 3 izdvojio kao
znacajno razli¢it od kontrole, ali i PA-MSHA 1 i PA-MSHA 2 eksperimentalnih grupa.
Ostali izmereni parametri oksidativnog stresa nisu se zna¢ajno razlikovali od kontrole.
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U homogenatu tkiva pluc¢a zenki pacova parametri oksidativnog stresa nisu bili znacajno
izmenjeni nakon tretmana PA-MSHA. Uoc¢eno je smanjenje aktivnosti SOD u
eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolu, ali je samo razlika izmedu PA-MSHA 3
bila statisticki znac¢ajna.

Kao 1 kod muzjaka pacova, nivo GSH 1 SOD bio je vis$i u homogenatu tkiva srca tretiranih
zenki pacova u sve 3 eksperimentalne grupe. Poredenjem svih grupa medusobno, uoc¢eno
je smanjenje IMA u PA-MSHA 2 grupi u odnosu na PA-MSHA 1 kao i smanjenje SOD u
PA-MSHA 3 u odnosu na PA-MSHA 1. Kona¢no, u homogenatu timusa Zenki pacova
tretiranih PA-MSHA porast MDA uocen je u svim grupama u odnosu na kontrolu, ali je
efekat bio najizrazeniji u PA-MSHA 1 grupi (p<0,01). Znacajan porast nivoa GSH
zabeleZen je samo u PA-MSHA 2 grupi u odnosu na kontrolu, a IMA u PA-MSHA 1 i PA-
MSHA 3. Porast SOD takode je uo¢en u sve tri eksperimentalne grupe, ali razlika izmedu
PA-MSHA 3 i kontrole nije bila znacajna.

Tabela 63. Uticaj rastuéih doza PA-MSHA na parametre oksidativnog stresa/antioksidativne
zastite kod Zenki pacova nakon subakutne ekspozije

Uzorak |Parametar (jed.) Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
IMA (ng/L) 26,17+1951  21,7+2,634*% 2250+2298*  24,3+3044
Plazma MDA (umol/L) 1,599+ 0,6408 2,463+0,1642* 2,84 +0,482** 2,914 £ 0,556 **
SH (mmol/L) 1,199+0,339  1,07+0278  0,9646 +0,306 1,054 + 0,1028
GSH (umol/gprot) | 394155  1028+345*** 642 +124* 580 + 109 **
IMA (ng/g prot) 162,9+47,15  1041+50,81  197,7+139  200,7 +47,34
Bubreg [MDA (umol/g prot) | 70,69+ 1355  77,19+05888  7847+1,011 77,29 +0,5931
SH (mmol/gprot)y | 9,132+£2285  9406+2,781  12,14+1,696 11,07+ 2,854
SOD (U/g prot) 39 +17 6335 30+£13* 24+95"
IMA (ng/g prot) 30,36+ 1,268  26,31+2734  27,39+£5196 28,64 +2,673
MDA (umol/g prot) 1,1+ 0,34 1+0,31 093+035  1,940,85* *#
PR s (mmol/g prot) | 0,3949 +0,07736 0,3735+0,04749 0,4117 £0,0943 0,469 + 0,1899
SOD (U/g prot) 253+0,3628  3091+1441  2,637+0,7092 3,407 +0,9594
GSH (umol/g prot) | 3,419+216  1913+1,068  1435+05963 1,739+ 1,162
IMA (ng/g prot) 7,753+1,093  7,607+0,6804  7,652+1033 7,192 + 1,497
Pluéa  |\iDA (umol/g prot) | 1,7 £0,89 1,8+12 1+041 15+0,3
SOD (U/g prot) 0,52’-1 14 o,eg’? 21 0,5%7-41,2 033?5 ;,7
GSH (umol/g prot) | 7,22+1073  1225+2,954* 11,04+0,4011* 17,39 %2215 *
IMA (ng/g prot) 9,637+1560  11,12+0,6396 8,935+ 1464* 10,44 £0,8743
% | vpa (umol/g prot) | 2,1%1,3 1,8+0,17 1,8 +0,49 1,3+0,28
SOD (U/g prot) 1541+0,3261 3247+132*% 2584+03782*% 2,262+0,45*
GSH (umol/g prot) | 6544+1,822  9193+3085 10,68+2642* 9,461 +2,05
IMA (ng/g prot) 0,962+2566 1456+1362* 10,93+1932  17+4575*
T MDA ot proy 0,61'-2 16 1,1é9-29 1,%(-) ;,4 1%6 ;,4
SOD (U/g prot) 06749404634 1,76+0,67** 1,578 +0,4014* 1,064 +0,6285
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* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (u odnosu na kontrolu); + p<0,05; ++ p<0,01 (u poredenju sa PA-MSHA
1); #p<0,05; ## p<0,01 (u poredenju sa SFN 2). Kontrola: kukuruzno ulje; PA-MSHA 1: inaktivisana
bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° éelija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10°
¢elija/ml). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl.
Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test. IMA:
ishemjom modifikovani albumin; MDA: malondialdehid; SH: ukupne sulfhidrilne grupe; GSH: glutation;
SOD: superoksid dismutaza.

Nije pronaden dozno-zavisni odgovor u plazmi i bubrezima tretiranih pacova, ali je uocen
trend rasta nivoa GSH u bubrezima Zenki pacova.

S druge strane, nivo MDA u jetri Zenki pacova, zavisio je od doze PA-MSHA, pri ¢emu
primena 0,0194 x 10° éelije/ml dovodi do 5% poveéanja MDA. Dodatno, BDMU/BMDL
interval bio je uzak sugerisuci visoku pouzdanost dobijenih rezultata (Slika 48).

Na slici 49 predstavljen je grafik zavisnosti PA-MSHA i SOD u plu¢ima zenki pacova.
Nishodni trend krive ukazuje na negativan uc¢inak primene PA-MSHA na aktivnost SOD u
plu¢ima tretranih Zivotinja, ali je za potvrdu dozne-zavisnosti neophodno ispitati vecéi broj
doza PA-MSHA.

Takode, izracunati su i intervali pouzdanosti za nivo GSH u srcu i timusu tretiranih zenki
pacova, kao i MDA u timusu, ali nisu zadovoljili zadate kriterijume pouzdanosti rezultata.
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Slika 48. Graficki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa i koncentracije MDA u jetri Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije

MDA: malondialdehid. PA-MSHA (0,09 x 10° ¢elije/ml, 0,18 x 10° éelije/ml, 0,36 x 10° éelije/ml); Broj
iteracija: 200. PA-MSHA: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa
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Slika 49. Grafi¢ki prikaz modelovanja odnosa rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas
aeruginosa i koncentracije SOD u plucima Zenki pacova nakon 28 dana ekspozicije

SOD: super oksid dismutaza. PA-MSHA (0,09 x 10° éelije/ml, 0,18 x 10° ¢elije/ml, 0,36 x 10° éelije/ml); Broj
iteracija: 200. PA-MSHA: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

4.3.2.8.3. Kombinovana primena imunomodulatora

Parametri okisdativnog stresa 1 antioksidativne zaStite odredivani su u plazmi i
homogenatima tkiva bubrega, jetre, pluca, srca 1 timusa i kod muzjaka pacova tretiranih
kombinacijom SFN i PA-MSHA tokom 28 dana u 3 dozna nivoa. Dobijeni rezultati
prikazani su u Tabeli 64.

U plazmi tretiranih pacova uocen je porast nivoa SH u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je
efekat bio najizraZeniji u MIX 1 grupi. Dodatno, u MIX 3 grupi zabelezen je znacajan
porast koncentracije MDA u odnosu na MIX 2.

U homogenatu tkiva bubrega pacova uocen je blagi porast MDA u MIX 2 grupi u odnosu
na kontrolu i MIX 1, kao i porast nivoa SOD u MIX 3 grupi u odnosu na MIX 1. Ostale
vrednosti parametara oksidativnog statusa bile su nepromenjene izmedu kontrole i
tretiranih grupa.

Dalje, u homogenatu tkiva plu¢a znacajno povecanje nivoa IMA dobijeno je u MIX 1 i
MIX 2 grupi u odnosu na kontrolu, dok je MDA bio poviSen samo u MIX 2 grupi. Pored
toga, zabelezeno je smanjenje nivoa MDA u MIX 3 grupi u odnosu na MIX 2. Takode,
aktivnost SOD takode je bila statisticki znac¢ajno poviSena u MIX 1 1 MIX 2 grupi u
poredenju sa kontrolnom.

U homogenatu tkiva srca tretiranih pacova GSH i SOD bili su zna¢ajno poviseni u MIX 1 i
MIX 2 grupi u odnosu na kontrolu, a snizeni u MIX 3 grupi u odnosu na MIX 1 i MIX 2.
Pored toga, u MIX 3 grupi uocen je porast koncentracije IMA u odnosu na MIX 2.

Konac¢no, u tkivu timusa uoceno je jedino znac¢ajno smanjene nivoa IMA 1 to u MIX 1 1
MIX 2 grupi u odnosu na kontrolu, dok se ostali parametri nisu statisti¢ki znacajno
razlikovali izmedu tretiranih grupa i kontrole.

110



Tabela 64. Uticaj kombinovane primene rastuéih doza SFN i PA-MSHA na parametre
oksidativnog statusa kod muZjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije

Uzorak |Parametar (jed.) Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
IMA (ng/L) 23,62 + 3,039 25,64 + 4,946 24,36 + 2,091 22,64 + 2,452
Plazma MDA (umol/L) 2,732 +£0,5288 2,556 + 0,8058 2,185 + 0,6063 3,481+£0,7%
SH (mmol/L) 0,9379 £ 0,2267 1,32+0,1632** 1,17+0,1208 1,208 +0,1324 *
GSH (umol/g prot) 775 £ 307 674 + 282 704 =238 574 + 424
IMA (ng/g prot) 239,1+64,38  248,2 + 75,66 386 + 106,2 298,1+179,8
Bubreg [MDA (umol/g prot) | 77,74 + 0,9322 77,02+0,8179 79,04 +0,695* ** 78+11
SH (mmol/g prot) 17,14 + 6,206 12,9+ 5,109 21,44 + 7,207 19+12
SOD (U/g prot) 75+ 13 49 + 24 92+35 134 + 104 *
IMA (ng/g prot) 28,39+60913  27,99+2655  2581+5986 30,42 + 1,943
MDA (umol/g prot) 0,94 +£0,41 0,82+0,2 0,81+0,22 0,65+0,13
Jetra SH (mmol/g prot) 0,555 +0,1658 0,5287 +0,04668 0,3989 +0,1315 0,4418 +£0,09118
SOD (U/g prot) 2725+0,381  2,32+04218  263+0,7247 2,248 +0,4816
GSH (umol/g prot) | 2,278+0,7543  2,812+0,8856  1,495+0,3138 2,287 + 0,8568
IMA (ng/g prot) 6,656 + 0,6748 8,494 + 0,652 ** 8,348 +0,837 ** 7,573+0,9176
Pluéa |\ ipA (umol/g prot) | 0,84 % 0,12 1,2+043 24+1,3%%+ 1,2+044 #
SOD (Ufg prot) 0,5((5)’-7 8,86 0,8140-2,7 0,717’1-2,9 0,6%,—1 2,0
GSH (umol/g prot) | 6,097 £0,6928  13,51+2,092* 18,3+6,7***** 10,63 +1,941 %
IMA (ng/g prot) 8,047 +0406  9351+1153  9,601+0,9397 10,49+ 1,15*
Sree MDA (umol/g prot) 1,8 +0,56 1,8+1,3 1,1+0,34 1,3+0,39
SOD (U/g prot) 1,225 £ 0,402 2,729 £ 1,07** 3573+0,78 *** 1,55+0,28 *###
GSH (umol/g prot) 5,971 + 1,358 9,401 + 2,022 5329+1,712 8,282+ 1,776
_ IMA (ng/g prot) 13,43+2,907 1081+1,281*  1024+13%* 11,09 + 1,287
Timus MDA (umol/g prot) 1,3+0,8 1,4+0,31 1,8 +0,58 1,4+0,19
SOD (U/g prot) 1,083+£0,2521 0,9875+0,3222 0,5884 +0,3732 1,054 + 00,5583

* p<0,05 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05; ++ p<0,01 (u poredenju sa MIX 1); # p<0,05 (u poredenju sa
MIX 2). Statisticki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom
najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis
test + Dunn test. Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u
grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° éelija/ml); MIX 2: SFN + PA-
MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° éelija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10°
¢elija/ml). IMA: ishemjom modifikovani albumin; MDA: malondialdehid; SH: ukupne sulfhidrilne grupe;
GSH: glutation; SOD: super oksid dismutaza SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa

Koris¢enjem PROAST softvera sprovedena je BMD analiza u cilju razjasnjenja odnosa
primenjenih doza i promena parametara oksidativnog statusa u plazmi, odnosno tkivima
muzjaka pacova i nije putvrden ni jedan dozni interval pouzdanosti za prethodno izmerene
parameter.

Parametri okisdativnog stresa 1 antioksidativne zaStite odredivani su u plazmi 1
homogenatima tkiva bubrega, jetre, pluca, srca i timusa i kod Zenki pacova tretiranih
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kombinacijom SFN i PA-MSHA tokom 28 dana u 3 dozna nivoa. U Tabeli 65 sumirani su
dobijeni rezultati.

U plazmi tretiranih Zenki pacova zabeleZeno je smanjenje nivoa IMA u MIX 3 grupi, a
porast MDA u MIX 1 i MX 2 grupi u odnosu na kontrolu.

U homogenatu tkiva bubrega zenki pacova uofene su promene u svim izmerenim
parametrima oksidativnog statusa. Nivo GSH znacajno je visi u MIX 1 1 MX 2 grupi u
odnosu na kontrolu. U MIX 3 grupi dolazi do smanjenja vrednosti GSH koja je znacajno
niza u odnosu na MIX 1. Dalje, koncentracija IMA, takode, je bila visa u grupama MIX 1 1
MIX 2 u poredenju sa kontrolom, dok je nivo MDA bio znacajno vi§i u svim
eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolu. Porast SH grupa dobijen je u sve tri
tretirane grupe, ali je jedino u MIX 1 bio statisti¢ki znacajno razli¢it od kontrole, dok je
nivo SH u MIX 3 grupi bio znacajno nizi u odnosu na MIX 1. Aktivnost SOD bila je
najvisa u MIX 3 grupi, znacajno visa u odnosu na kontrolu, ali i MIX 1 i MIX 2.

U homogenatu tkiva jetre zenki pacova jedino je uoceno smanjenje IMA u MIX 2 grupi u
odnosu na MIX 1 dok su ostale vrednosti bile sli¢ne izmedu kontrolne i eksperimentalnih

grupa.

U homogenatu tkiva pluc¢a, nivo GSH bio je sniZzen u tretiranim grupama u odnosu nha
kontrolu, pri ¢emu je efekat bio najizrazeniji u MIX 3 grupi (p<0,01). Pored toga, uocen je
znacajan porast SOD u MIX 2 grupi u odnosu na kontrolu i MIX 1 i smanjenje u MIX 3
grupi u odnosu na MIX 2.

Dalje, u homogenatu plu¢a Zenki pacova tretiranih kombinacijom SFN i PA-MSHA
zabelezeno je zanacajno povecanje GSH u MIX 3 grupi u odnosu na kontrolu, ali i ostale
dve eksperimentalne grupe (MIX 1 i MIX 2). Blagi porast aktivnosti SOD dobijen je u
MIX 3 grupi u odnosu na kontrolu. Pored toga, kombinovani tretman doveo je do
smanjenja nivoa MDA u MIX 2 grupi u odnosu na kontrolu i porasta u MIX 3 grupi u
odnosu na MIX 1.

Konac¢no, u homogenatu timusa pacova uocen je znacajan porast nivoa MDA u sve tri
eksperimentalne grupe, pri ¢emu je nivo bio visi u MIX 2 i MIX 3 grupi u odnosu na MIX
1. Dodatno, u odnosu na kontrolu, nivo SOD bio je statisticki znacajno visi samo u MIX 2

grupi.

Tabela 65. Uticaj kombinovane primene rastuéih doza SFN i PA-MSHA na parametre
oksidativnog statusa kod muZjaka pacova nakon 28 dana ekspozicije

Uzorak |Parametar (jed.) Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
IMA (ng/L) 26,17 + 1,951 25,19 + 10,05 21,77 + 3,859 19,53 +2,674*
Plazma |MDA (umol/L) 1,599 +0,6408 2,167+0,339* 2,389+0,344* 2,385+ 0,6695
SH (mmol/L) 1,199 £ 0,339 1,216 £ 0,2325 1,225 £ 0,1564 1,151 £ 0,3474
GSH (umol/g prot) 394 + 155 767 + 157 ** 606 + 180 * 480+ 131+
IMA (ng/g prot) 1629 +47,15 273,8+14,96** 2653+7421**  223,6 + 39,01
> oA (umol/g prot) 437-677 7778-*;9 7777-*;0 7;% ;9
SH (mmol/g prot) 9,132 + 2,285 15,6 + 2,79 ** 12,8 +4,44 11,02+ 1,645*
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SOD (U/g prot) 39+17 85+ 34 * 70 +29 133 & 46 *x +#
IMA (ng/g prot) 30,36+1,268  3396+4,325  27,72+254*  31,66+5575
MDA (umol/g prot) | 1,1+0,34 0,97+0,3 0,86 +0,17 0,94 +0,03
s (mmol/g prot) | 0,3949 +0,07736 0,4083 +0,07233 0,4521 +0,1074 0,544 + 0,04874
SOD (U/g prot) 253403628  2252+03343 2,613+0,4105 0,462 + 0,8347
GSH (umol/gprot) | 3419+216  1,256+0,74*  1,675+0,9338 0,763+ 0,32 **
~ |IMA (ng/g prot) 7753+1,093  8424+1213  9,089+2133 8,439+ 0,6023
e oA (umol/g prot) | 1,7 £0,89 0,94 + 0,29 1,4+0,62 1,4+0,43
SOD (U/g prot) 1,065+0,2869  1003+0,277 193+0,643** 0,9537 +0,19%
GSH (umol/g prot) | 7,22+1,073 6,023+ 1,852 10,95+ 126 14,3 +513 ** ++#
IMA (ng/g prot) 9,637+1569  1031+1,147  1049+0,6836 10,97 +0,6811
% | vpa (umol/g prot) 21+13 1,4+0,33 1+0,38* 2,1+0,55*
SOD (U/g prot) 1541403261 2456+0,8852  2,19+1207  2789+0,93*
GSH (umol/g prot) | 6544+1822  7,128+1929  7,97+1948  7,625+2,185
_ IMA (ng/g prot) 9,962+2566  1167+2275  12,22+283 12,63 + 2,688
M oA (umol/g prot) | 1,1+0,34 1,8 +0,69 * 2+ 0,28 ** 2,2 +0,48 **
SOD (U/g prot) 0,6749 £0,4634 1,237+0,3725 1,824+0,883 ** 1,396 + 0,4447

* p<0,05 (u poredenju sa kontrolom); + p<0,05; ++ p<0,01 (u poredenju sa MIX 1); # p<0,05 (u poredenju sa
MIX 2). Statisti¢ki test: jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) u kombinaciji sa FiSerovim testom
najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis
test + Dunn test. Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardne devijacije, broj Zivotinja u
grupi, n = 5. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° éelija/ml); MIX 2: SFN + PA-
MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° éelija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10°
¢elija/ml). IMA: ishemjom modifikovani albumin; MDA: malondialdehid; SH: ukupne sulfhidrilne grupe;
GSH: glutation; SOD: super oksid dismutaza SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa

Kao i kod muzjaka pacova, sprovedena BMD analiza u cilju daljeg razjasnjenja odnosa
primenjenih doza i promena parametara oksidativnog statusa u plazmi, odnosno tkivima
zenki pacova nije utvrdila ni jedan dozni interval pouzdanosti.
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4.3.2.9. Kriti¢ni toksi¢ni efekti

U tabeli 66 sumirani su kriti¢ni toksi¢ni efekti, odnosno dozno-zavisni efekti ispitivanih
imunomodulatora uoceni kod muzjaka i Zenki pacova na nivou razli¢itih parametara
pra¢enih u ovoj doktorskoj disertaciji. Kriticni toksi¢ni efekti su oni ¢ija je izraCunata
BMDL vrednost bila najniza u ispitivanoj grupi parametara (hematoloski, biohemijski
parametri, nivo  hormona, produkcija  proteina, = parametri  oksidativnog
stresa/antioksidativne zastite).

Tabela 66. Kriticni toksic¢ni efekti SFN i PA-MSHA i BMDL vrednosti dobijene modelovanjem
odnosa doza-odgovor

SFN PA-MSHA
Muzjaci Zenke Muzjaci Zenke
Parametar (jedinica) BMDL (mg/kg t.m/dan) BMDL (¢elije/ml)
Neutrofili (%) 0,0105 / / /
IFNy (pg/ml) / / / 0,00287 x 10°
TGFp (pg/g prot) / / 0,000162 x 10° /
SH bubreg (mmol/g prot) / 0,00054 / /

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), interferon gama (IFNy), TGFp (transformiSuéi faktor
rasta beta), SH (SH grupe), SFN: sulforafan, PA-MSHA: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

4.3.2.10. PatohistoloSka analiza tkiva

4.3.2.10.1. Jetra

Patohistoloskom analizom ocenjivani su slede¢i parametri: deponovanje glikogena (Gly),
hepatociti sa eozinofilnom citoplazmom (EH), steatoza (Ste), citoplazmatska vakuolizacija
(CV) i kongestija (Con) u svakom od uzoraka tkiva jetre pojedina¢no. Na slici 50 prikazani
su dobijeni rezultati u vidu toplotnih mapa gde je svaka ocena predstavljena posebno.
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Slika 50. Prikaz ocena histoloSkih parametara u vidu toplotnih mapa u uzorcima tkiva jetre
muZjaka pacova u kontrolnoj i tretiranim grupama

Gly: deponovanje glikogena; EH: hepatociti sa eozinofilnom citoplazmom; Ste: steatoza; CV: citoplazmatska
vakuolizacija; Con: kongestija. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan), SFN 2: sulforfan (2 mg/kg t.m/dan),
SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x
10° ¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° éelija/ml); PA-
MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml); MIX 1: SFN + PA-MSHA
(0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 109
¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml)

Depoziti glikogena u hepatocitima prikazani su na slici 51 (A-J). Dobijeni rezultati ukazuju
na smanjeno deponovanje glikogena u tretiranim grupa PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 u
poredenju sa kontrolnom grupom, ali i SFN 1 1 MIX 2 (Slika 51 A, B, F, G, I, K). Osim
grupa PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 (Slika 51 F, G), nijedna druga tretirana grupa nije
pokazala zna¢ajno smanjenje deponovanja glikogena u poredenju sa kontrolom (Slika 51
A-K).
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Slika 51. Reprzentativne fotomikrografije preseka jetre na kojima se deponovanje glikogena
uocava unutar hepatocita u vidu crvenkasto-ljubicaste boje (PAS-pozitivna reakcija), muZjaka
pacova iz kontrolne (A) i SFN 1 (B), SFN 2 (C), SFN 3 (D), PA-MSHA 1 (E), PA-MSHA 2 (F),
PA-MSHA 3 (G), MIX 1 (H), MIX 2 (1) i MIX 3 (J) tretiranih grupa. Dijagram prikazuje
rezultate statistiCke analize ocean depozicije glikogena (K)

Preseci tkiva bojeni PAS metodom (engl. Periodic acid-Schiff) posmatrani pomoc¢u objektiva 10x (A, B, C,
D, E, F, G, H, 1, J) (bar: 100 um). Dijagram prikazuje rezultate depozicije glikogena (K) uporedene Kruskal-
Volisovim testom + Dunn-ovim testom. Svaki dijagram predstavlja donji i gornji kvartil, odnosno
interkvartilni opseg od 25. do 75. percentila, dok linija unutar okvira predstavlja srednju vrednost, a krajevi
minimalne i maksimalne vrednosti unutar svake grupe. Statisticka znacajnost oznacena je kao + p<0,05, ++
p<0,01 (u poredenju sa grupom PA-MSHA 2), * p<0,05, ** p<0,01 (u poredenju sa grupom PA-MSHA 3).
SFN 1: sulforafan (0,5mg/kg t.m/dan), SFN 2: sulforfan (2 mg/kg t.m/dan), SFN 3: sulforafan (5 mg/kg
t.m/dan); PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 2:
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inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° éelija/ml); MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10°
¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5
mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml)

Slika 52 prikazuje normalnu histolosku gradu tkiva jetre pacova u kontrolnim grupama
(Slika 52 A-D) i reprezentativne fotomikrografije histoloskih parametara koris¢enih za
izraCunavanje ukupne ocene mikroskopskog oSteéenja (Slika 52 E-L). Hepatociti sa
eozinofilnom citoplazmom su bili prepoznatljivi po njihovoj homogeno i intenzivno
eozinofilno obojenoj citoplazmi i heterohromati¢énim jedrima, i bili su rastrkani izmedu
hepatocita normalnog izgleda (Slika 52 E, F). Takode, bili su uoceni i hepatociti sa
citoplazmatskom vakuolizacijom rasuti Sirom preseka (Slika 52 G, H). Steatoza je bila
prisutna u mikro- i makrovezikularnoj formi (Slika 52 1, J). Kongestija je podrazumevala
prosirene i krvlju ispunjene sinusoidne kapilare (Slika 52 K, L).
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Slika 52. Reprzentativne fotomikrografije uzoraka tkiva jetre iz kontrolne (A, B, C, D) i
tretiranih grupa: PA-MSHA 3 (E, F), MIX 2 (G, H) i SFN 3 (I, J, K, L)

(crna glava strelice — hepatociti sa eozinofilnom citoplazmom; bela glava strelice — citoplazmatska
vakuolizacija; crna strelica - steatoza; bela strelica — kongestija). Preseci tkiva bojeni
hematoksilinom/eozinom i posmatrani pomocu objektiva 10x (A, E, G, I) (bar: 100 um) i pomocu objektiva
40x (B, F, H, J) (bar: 20 um). Preseci tkiva bojeni metodom Masson Goldner i posmatrani pomocu objektiva
10x (C, K) (bar: 100 pm) i pomocu objektiva 40x (D, L) (bar: 20 pm)

Ukupna ocena mikroskopskog oSteéenja tkiva jetre muzjaka pacova bila je znacajno veéa u
SFN 3 grupi u poredenju sa kontrolom (Slika 53). Nije bilo znacajne razlike u ukupnoj
oceni mikroskopskog ostecenja izmedu bilo koje druge tretirane grupe i kontrole, kao ni
izmedu samih tretiranih grupa.
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Slika 53. Ukupna ocena mikroskopskog ostecenja tkiva jetre muZjaka pacova u kontrolnoj i svim
tretiranim grupama

Svaki dijagram predstavlja donji i gornji kvartil, odnosno interkvartilni opseg od 25. do 75. percentila, dok
linija unutar okvira predstavlja srednju vrednost, a krajevi minimalne i maksimalne vrednosti unutar svake
grupe. Statisti¢ki test: Kruskal-Volisov test + Dunn test. Statisticka zna¢ajnost oznacena je kao * p<0.05 (u
poredenju sa kontrolom). SEN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan), SFN 2: sulforfan (2 mg/kg t.m/dan), SFN 3:
sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10°
¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA
3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml); MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5
mg/kg t.m./dan + 0,09 x 109 ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 109 ¢elija/ml);
MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 109 Celija/ml)

Slika 54 ilustruje individualne rezultate dobijene za svaki od pracenih histoloskih
parametara (Gly, EH, Ste, CV, Con) u uzorcima tkiva jetre zenki pacova iz kontrole i
tretiranih grupa.
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Slika 54. Prikaz ocena histoloSkih parametara u vidu toplotnih mapa u uzorcima tkiva jetre
Zenki pacova u kontrolnoj i tretiranim grupama

Gly: deponovanje glikogena; EH: hepatociti sa eosinofilnom citoplazmom; Ste: steatoza; CV: citoplazmatska
vakuolizacija; Con: kongestija. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan), SFN 2: sulforfan (2 mg/kg t.m/dan),
SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x
10° ¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° éelija/ml); PA-
MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° éelija/ml); MIX 1: SFN + PA-MSHA
(0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10°
¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml)

Depoziti glikogena u tkivu jetre zenki pacova prikazano je na Slici 55 (A-J). Dobijeni
rezultati ukazuju na smanjeno deponovanje glikogena u PA-MSHA 3 grupi u poredenju sa
kontrolom i tretiranim grupama SFN 2 i MIX 1 (Slika 55 A, C, G, H, K). Osim PA-MSHA
3 grupe (Slika 55 G), nijedna druga tretirana grupa nije pokazala znaCajno smanjenje
depozicije glikogena u odnosu na kontrolu (Slika 55 A-K).
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Slika 55. Reprzentativne fotomikrografije preseka jetre na kojima se depoziti glikogena vide
unutar hepatocita u vidu crvenkasto-ljubicaste boje (PAS-pozitivna reakcija), Zenki pacova iz
kontrolne (A) i SFN 1 (B), SFN 2 (C), SFN 3 (D), PA-MSHA 1 (E), PA-MSHA 2 (F), PA-
MSHA 3 (G), MIX 1 (H), MIX 2 (I) i MIX 3 (J) tretiranih grupa. Dijagram prikazuje rezultate
statisticke analize ocean depozicije glikogena (K)

Preseci tkiva bojeni PAS metodom (engl. Periodic acid-Schiff) posmatrane pod niskim uvecanjem (10x) (A,
B,C, D, E, F, G, H, 1, J) (bar: 100 pm). Dijagram prikazuje rezultate depozicije glikogena (K) uporedene
Kruskal-Volisovim testom + Dunn-ovim testom. Svaki dijagram predstavlja donji i gornji kvartil, odnosno
interkvartilni opseg od 25. do 75. percentila, dok linija unutar okvira predstavlja srednju vrednost, a krajevi
minimalne i maksimalne vrednosti unutar svake grupe. Statisticka znacajnost oznacena je kao * p<0,05, **
p<0,01 (u poredenju sa grupom PA-MSHA 3). SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan), SFN 2: sulforfan (2
mg/kg t.m/dan), SFN 3: sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa (0,09 x 10° éelija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10°
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¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml); MIX 1: SFN
+ PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° éelija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan +
0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° éelija/ml)

Ukupna ocena mikroskopskog ostecenja tkiva jetre zenki pacova bila je znacajno veca u
PA-MSHA 3 grupi u poredenju sa kontrolom. Nijedna druga tretirana grupa nije pokazala
znaCajnu razliku u ukupnoj oceni mikroskopskog oSteCenja jetre u poredenju sa
kontrolnom grupom. Dodatno, nisu uocene znacajne razlike izmedu tretiranih grupa (Slika
56).
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Slika 56. Ukupna ocena mikroskopskog osteéenja tkiva jetre Zenki pacova u kontrolnoj i svim
tretiranim grupama

Svaki dijagram predstavlja donji i gornji kvartil, odnosno interkvartilni opseg od 25. do 75. percentila, dok
linija unutar okvira predstavlja srednju vrednost, a krajevi minimalne i maksimalne vrednosti unutar svake
grupe. Statisti¢ki test: Kruskal-Volisov test + Dunn test. Statisticka znacajnost oznacena je kao ** p<0.01 (u
poredenju sa kontrolom). SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan), SFN 2: sulforfan (2 mg/kg t.m/dan), SFN 3:
sulforafan (5 mg/kg t.m/dan); PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10°
¢elija/ml); PA-MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA
3: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° éelija/ml); MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5
mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° éelija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml);
MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml)

Pregled sekcija tkiva jetre obojenih metodom Masson Goldner nije otkrio prisustvo fibroze
ni kod muzjaka ni kod zenki pacova iz kontrolne niti bilo koje eksperimentalne grupe.

4.3.2.10.2. Slezina

Preseci tkiva slezine pacova oba pola iz kontrolnih i tretiranih grupa pokazale su normalnu
histoloSku gradu slezine. U beloj pulpi, PALS je bio prepoznatljiv po prisustvu centralne
arterije okruzene brojnim limfocitima. Takode su bili prisutni i LF, ovalne ili okrugle
strukture sastavljene od koncentrisanih grupa limfocita. Zavisno od funkcionalnog stanja,
neki LF imali su svetlije obojeno srediSte koje predstavlja germinativni centar,
karakteristiCan za sekundarne LF. Kao $to je i ocekivano, MZ bila je dobro razvijena i
jasno vidljiva kao region kontakta crvene pulpe sa PALS-om i LF-om. Marginalni sinus je
odvajao MZ od LF, dok se sa suprotne strane MZ spajala sa Bilrotovim gredicama crvene
pulpe. Crvena pulpa se karakterisala svojom crvenkastom bojom koja potice od brojnih
eritrocita prisutnih u venskim sinusima. Duz ovih sinusoida, brojne ¢elije crvene pulpe
(ukljucuju¢i Ly i HC) organizovane su u obliku traka (Bilrotovih gredica). Ocene
parametara procenjivanih na presecima tkiva slezine muzjaka pacova u kontrolnoj i
tretiranim grupama prikazane su tabelarno (Tabela 67-69). Statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolu uocene su u broju LF (Fol N) u MIX 2 grupi i broju HC u crvenoj pulpi
(Red HC) u MIX 3 grupi (Tabela 69).
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Tabela 67. Uticaj rastuéih doza sulforafana na ocene procenjivanih parametara na presecima
tkiva slezine muZjaka pacova nakon 28 dana tretmana

Parametar
Pals S
Pals N
Pals Ly
MZ S
MZ Ly
Fol N
Fol Ly
Fol GC
Red S
Red Ly
Red HC

Kontrola
0
0,17 £ 0,75
0
0,33+0,52
-0,17£0,41
0
0
0
-0,17 £ 0,41
0
0+141

SFN 1
0
0+0,71
0
0,2+0,45
-0,2+0,45
0,4+0,55
0
0
0
0,2+0,45
0+0,71

SFN 2
0
-0,4+0,55
-0,2+0,45
0
0
0,2+0,45
-0,4+0,55
0,2+0,45
0,2+0,45
0
-0,6 +1,52

SFN 3
0
-0,2+0,45
-0,2+0,45
-0,2+0,45
0
0,2+0,45
0
0,2+0,45
0
0
0,6 £0,55

Ocene parametara prikazane su kao srednja vrednost + standardna devijacija. SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg
t.m./dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m./dan); SNF 3: sulforafan (5 mg/kg t.m./dan). PovrSina preska na
kojoj je uoc€ljiv PALS (Pals S), broj uocljivih PALS-a (Pals N), gustina Ly u PALS-u (Pals Ly), povrsina
preseka na kojoj je uocljiva MZ (MZ S), gustina Ly u MZ (MZ Ly), broj LF (Fol N), Gustina Ly u LF (Fol
Ly), prisustvo germinativnog centra u LF (Fol GC), povr$ina preseka na kojoj je uocljiva crvena pulpa (Red
S), gustina Ly u crvenoj pulpi (Red Ly), gustina HC u crvenoj pulpi (Red HC)

Tabela 68. Uticaj rastucih doza inaktivisane bakterijea Pseudomonas aeruginosa na 0cene
procenjivanih parametara na presecima tkiva slezine muZjaka pacova nakon 28 dana tretmana

Parametar Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
Pals S 0 0 0 0,2+0,45
Pals N 0,17 +0,75 0 -0,2+0,45 0
Pals Ly 0 0 -0,2+0,45 0
MZ S 0,33+0,52 0,2+0,45 0 0,2+0,45
MZ Ly -0,17 £ 0,41 -0,2+0,45 -0,4 +£0,55 0

Fol N 0 0,2+0,45 0,2+0,45 0,8+0,45
Fol Ly 0 0,2+0,45 -0,2+0,45 0

Fol GC 0 0,4+0,55 0 0
Red S -0,17 £ 0,41 0+£0,71 0,0+0,45 0+£0,71
Red Ly 0 0,2+0,45 0 0
Red HC 0+141 22+13 1,4+114 2+141

Ocene parametara prikazane su kao srednja vrednost + standardna devijacija. PA-MSHA 1: inaktivisana
bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elije/ml); PA- MSHA 2: inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢Celije/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa (0,36 x 10° ¢elije/ml). Povrsina preska na kojoj je uo¢ljiv PALS (Pals S), broj uo¢ljivih PALS-a
(Pals N), gustina Ly u PALS-u (Pals Ly), povrsina preseka na kojoj je uo¢ljiva MZ (MZ S), gustina Ly u MZ
(MZ Ly), broj LF (Fol N), Gustina Ly u LF (Fol Ly), prisustvo germinativnog centra u LF (Fol GC),
povrsina preseka na kojoj je uocljiva crvena pulpa (Red S), gustina Ly u crvenoj pulpi (Red Ly), gustina HC
u crvenoj pulpi (Red HC)
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Tabela 69. Uticaj kombinovane primene rastuéih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na ocene procenjivanih parametara na presecima tkiva slezine
muZjaka pacova nakon 28 dana tretmana

Parametar Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
Pals S 0 0 0 0
Pals N 0,17 £0,75 -0,4+£0,5 -0,2+0,45 -0,2+0,45
Pals Ly 0 0 -0,2+0,45 0

MZ S 0,33+0,52 0,4 +0,55 0 0,2+0,45
MZ Ly -0,17+0,41 0 -0,4+0,55 0

Fol N 0 0,4+0,55 0,2 +0,45 ** 0,6 +0,89
Fol Ly 0 0 -0,2+0,45 0

Fol GC 0 0 0 0
Red S -0,17+0,41 -0,2+0,45 0,2+0,45 0,2+0,45
Red Ly 0 0,2+0,45 0 0
Red HC 0+141 2,2+13 14+1,14 26+0,89*

* p<0,05; ** p<0,01 (u poredenju sa kontrolom). Vrednosti histopatoloskih parametara prikazane su kao
srednja vrednost + standardna devijacija. MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10°
¢elije/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° éelije/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5
mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elije/ml). SFN - sulforafan; PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa. Povrsina preska na kojoj je uoéljiv PALS (Pals S), broj uo¢ljivih PALS-a (Pals N), gustina Ly u
PALS-u (Pals Ly), povrsina preseka na kojoj je uo¢ljiva MZ (MZ S), gustina Ly u MZ (MZ Ly), broj LF (Fol
N), Gustina Ly u LF (Fol Ly), prisustvo germinativnog centra u LF (Fol GC), povr$ina preseka na kojoj je
uocljiva crvena pulpa (Red S), gustina Ly u crvenoj pulpi (Red Ly), gustina HC u crvenoj pulpi (Red HC)

Slika 57 prikazuje histolosku strukturu slezina muzjaka pacova u kontrolnoj 1 tretiranim
grupama. U beloj pulpi, parametri koji su ocenjivani za PALS 1 MZ nisu pokazali znaCajne
razlike. Medutim, znac¢ajne promene su primecene pri procenjivanju parametara vezanih za
LF (Slika 57 A1-J1). Broj LF bio je jedini kriterijum koji je znacajno promenjen u beloj
pulpi slezine, 1 to u MIX 2 grupi u kojoj je broj LF bio znacajno vec¢i nego u kontroli (Slika
57 Al, I1). Nije bilo drugih znacajnih razlika u parametrima bele pulpe pri poredenju
tretiranih grupa sa kontrolnom grupom, kao ni izmedu samih tretiranih grupa (Slika 57 A1-
J1). U crvenoj pulpi slezine muZzjaka pacova znafajna promena uocena je u gustini HC,
koja je bila ve¢a u MIX 3 grupi u odnosu na kontrolu (Slika 57 A2, J2). Nije bilo znacajnih
razlika u ostalim kriterijumima procenjivanim u crvenoj pulpi kod bilo koje druge tretirane
grupe u poredenju sa kontrolom (Slika 57 A2-12), kao ni izmedu ostalih tretiranih grupa
(Slika 57 B2-J2).
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Slika 57. Reprezentativne fotomikrografije preseka tkiva slezine muZjaka pacova iz kontrolne
grupe (Al, A2) i tretiranih grupa SFN 1 (B1, B2), SFN 2 (C1, C2), SFN 3 (D1, D2), PA-MSHA
1 (E1, E2), PA-MSHA 2 (F1, F2), PA-MSHA 3 (G1, G2), MIX 1 (H1, H2), MIX 2 (11, 12) i MIX
3(J1,J2)

Preseci tkiva obojeni hematoksilinom/eozinom posmatrane pod niskim uve¢anjem (4x) (Al, B1, Cl1, D1, El,
F1 G1, H1, 11, J1) (bar: 200 um) i visokim uveéanjem (40x) (A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2, 12, J2) (bar:
20 pm). SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan), SFN 2: sulforfan (2 mg/kg t.m/dan), SFN 3: sulforafan (5
mg/kg t.m/dan); PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢éelija/ml); PA-
MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° éelija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana
bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml); MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan +
0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN +
PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml)

Tabele 70-72 prikazuju ocene za parametre procenjene na presecima tkiva slezine Zenki
pacova iz kontrolne i tretiranih grupa.
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Tabela 70. Uticaj rastuéih doza sulforafana na ocene procenjivanih parametara na presecima

tkiva slezine Zenki pacova nakon 28 dana tretmana

Parametar
Pals S
Pals N
Pals Ly
MZ S
MZ Ly
Fol N
Fol Ly
Fol GC
Red S
Red Ly
Red HC

Kontrola
0
-0,17+£0,41
0
0
0
0,5+0,55
0
0
0,17+ 0,41
0
1,50 + 1,22

SFN 1
0
0
0
0,25+0,5
-0,25+0,5
0,5+0,58
0
0
0,5+0,58
0
2,25+0,96

SFN 2
0
-0,5+0,55
0+0,45
-0,5+0,55
-0,25 + 0,45
0,25+0,55
-0,5+0,89
0
1,25+0,71
0
15+13

SFN 3

0
-0,5+0,55
-0,25+ 0,45
-0,25 + 0,45

0
0,5+0,55

0

0
0,75+ 0,89

0
2,75+13

Vrednosti praéenih histoloskih parametara prikazane su kao srednja vrednost * standardna devijacija. SFN 1:
sulforafan (0,5 mg/kg t.m./dan); SFN 2: sulforafan (2 mg/kg t.m./dan); SNF 3: sulforafan (5 mg/kg t.m./dan).
Povr$ina preska na kojoj je uocljiv PALS (Pals S), broj uocljivih PALS-a (Pals N), gustina Ly u PALS-u
(Pals Ly), povrsina preseka na kojoj je uocljiva MZ (MZ S), gustina Ly u MZ (MZ Ly), broj LF (Fol N),
Gustina Ly u LF (Fol Ly), prisustvo germinativnog centra u LF (Fol GC), povrsina preseka na kojoj je
uocljiva crvena pulpa (Red S), gustina Ly u crvenoj pulpi (Red Ly), gustina HC u crvenoj pulpi (Red HC)

Tabela 71. Uticaj rastuéih doza inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa na ocene
procenjivanih parametara na presecima tkiva slezine Zenki pacova nakon 28 dana tretmana

Parametar Kontrola PA-MSHA 1 PA-MSHA 2 PA-MSHA 3
Pals S 0 0 0 0

Pals N -0,17 £ 0,41 -0,5+0,55 0 -0,25+ 0,45
Pals Ly 0 -0,25+ 0,45 -0,5+0,89 0

MZ S 0 0,25+ 0,45 0,5+0,55 0

MZ Ly 0 0 0,25+0,45 0,25+ 0,45
Fol N 0,5+0,55 0,25+0,45 0,5+0,55 0,75+0,55
Fol Ly 0 0 0 0

Fol GC 0 0 0,25+ 0,45 0,25+ 0,55
Red S 0,17+£0,41 0,25+0,45 -0,25+ 0,45 0,5+0,55
Red Ly 0 0 0 0,25+0,45
Red HC 150+1,22 2,5+0,89 0,25+ 2,05 1,75+23

Vrednosti histopatoloskih parametara prikazane su kao srednja vrednost + standardna devijacija. PA-MSHA
1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° é&elije/ml); PA- MSHA 2: inaktivisana
bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elije/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija Pseudomonas
aeruginosa (0,36 x 10° ¢elije/ml). Povrsina preska na kojoj je uo¢ljiv PALS (Pals S), broj uo¢ljivih PALS-a
(Pals N), gustina Ly u PALS-u (Pals Ly), povrsina preseka na kojoj je uo¢ljiva MZ (MZ S), gustina Ly u MZ
(MZ Ly), broj LF (Fol N), Gustina Ly u LF (Fol Ly), prisustvo germinativnog centra u LF (Fol GC),
povrsina preseka na kojoj je uocljiva crvena pulpa (Red S), gustina Ly u crvenoj pulpi (Red Ly), gustina HC
u crvenoj pulpi (Red HC)
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Tabela 72. Uticaj kombinovane primene rastucéih doza sulforafana i inaktivisane bakterije
Pseudomonas aeruginosa na ocene procenjivanih parametara na presecima tkiva slezine Zenki
pacova nakon 28 dana tretmana

Parametar Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3
Pals S 0 0 0 0

Pals N -0,17+0,41 -0,25 + 0,45 0 -0,25 + 0,55
Pals Ly 0 0 -0,25+0,5 -0,25+ 0,45
MZ S 0 -0,25+ 0,45 0,25+0,5 -0,5%0,55
MZ Ly 0 0 0 -0,25 + 0,45
Fol N 0,5+0,55 1 0,75+05 0,5+0,55
Fol Ly 0 0 0 -0,25+ 0,45
Fol GC 0 0+045 0,5+0,58 0,5+0,55
Red S 0,17+ 0,41 0,5+ 0,55 0 0,75+0,84
Red Ly 0 0 0 0

Red HC 150+1,22 2,75+ 0,45 3 1+£217

Vrednosti histopatoloskih parametara prikazane su kao srednja vrednost + standardna devijacija. MIX 1: SFN
+ PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10° éelije/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan +
0,18 x 10° éelije/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° éelije/ml). SFN - sulforafan;
PA-MSHA - inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa.. Povrsina preska na kojoj je uoéljiv PALS
(Pals S), broj uocljivih PALS-a (Pals N), gustina Ly u PALS-u (Pals Ly), povrsina preseka na kojoj je
uocljiva MZ (MZ S), gustina Ly u MZ (MZ Ly), broj LF (Fol N), Gustina Ly u LF (Fol Ly), prisustvo
germinativnog centra u LF (Fol GC), povrsina preseka na kojoj je uoéljiva crvena pulpa (Red S), gustina Ly
u crvenoj pulpi (Red Ly), gustina HC u crvenoj pulpi (Red HC)

Histoloska grada slezina Zenki pacova prikazana je na Slici 58. U beloj pulpi nisu uocene
znafajne promene u tretiranim grupama u odnosu na kontrolu za bilo koji praceni
parametar (Slika 58 Al-J1). Takode, nisu primefene znacCajne promene u parametrima
procenjivanim za crvenu pulpu slezine Zenki pacova u tretiranim grupama u odnosu na
kontrolu (Slika 58 A2-J2).
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Slika 58. Reprzentativne fotomikrografije preseka tkiva slezine Zenki pacova iz kontrolne grupe
(A1, A2) i tretiranih grupa SFN 1 (B1, B2), SFN 2 (C1, C2), SFN 3 (D1, D2), PA-MSHA 1 (E1,
E2), PA-MSHA 2 (F1, F2), PA-MSHA 3 (G1, G2), MIX 1 (H1, H2), MIX 2 (11, 12) i MIX 3 (J1,
J2)

Preseci tkiva obojeni hematoksilinom/eozinom posmatrane pod niskim uve¢anjem (4x) (Al, B1, Cl1, D1, El,
F1 G1, H1, 11, J1) (bar: 200 um) i visokim uveéanjem (40x) (A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2, 12, J2) (bar:
20 pm). SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan), SFN 2: sulforfan (2 mg/kg t.m/dan), SFN 3: sulforafan (5
mg/kg t.m/dan); PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢éelija/ml); PA-
MSHA 2: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° éelija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana
bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° ¢elija/ml); MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan +
0,09 x 10° ¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN +
PA-MSHA (5 mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml)

*kx

Osnovna histoloska analiza timusa eksperimentalnih Zivotinja oba pola nije pokazala
razlike u histoloskoj gradi ovog organa izmedu kontrolnih 1 tretiranih grupa. Na presecima
timusa muzjaka i Zenki pacova nije uceno znacajno prisustvo amiloida, apoptoze limfocita,
atrofije, cista, hemoragija, hiperplazije epitelnih c¢elija, inflamacije, znakova involucije,
mineralizacije tkiva, nekroze limfocita i pigmenata ni u jednoj eksperimentalnoj grupi.
Timusi svih eksperimentalnih zivotinja su pokazivali tipi¢nu histolosku gradu. Lobusi su
bili okruzeni tankom vezivnotkivnom kapsulom, od koje su se odvajale fine vezivnotkivne
septe koje su delile parenhim na mnostvo lobulusa. Na periferiji lobulusa bila je prisutna
izrazito bazofilnalna zona (kora) sastavljena od mnostva sitnih, zbijenih limfocita, dok je
centralni polozaj zauzimala znatno manje bazofilna zona (srz). U srzi je bio zastupljen
manji broj limfocita srednje veli¢ine. Timusna telasca kao i epitelioretikularne ¢elije bili su
slabo uo¢ljivi u timusima svih eksperimentalnih Zivotinja (Prilogu 1, Slike 3 i 4).
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5. DISKUSIJA

Incidenca malignih tumora u svetu je u stalnom rastu i, prema proceni SZO iz 2018.
godine, tendencija je da maligni tumori postanu vode¢i uzrok smrti u predstojecim
godinama (1). Revolucionarno otkri¢e inhibitornih receptora na T limfocitima (imunske
kontrolne tacke) 1 monoklonskih antitela koja blokiraju njih ili njihove ligande omogucilo
je stimulaciju antitumorskog imunskog odgovora pacijenata sa uznapredovanim tumorima
1 umnogome poboljSala njihove Sanse za prezivljavanje. Medutim i pored efikasnosti ove
terapije, ona ima i brojna ograni¢enja pa se smatra da ¢e primena dva inhibitora u
kombinaciji ili jednog u kombinaciji sa nekim drugim oblikom terapije biti neophodna da
bi se postigao visok stepen uspesnosti leCenja (4-6). Brojni molekuli se ispituju, a medu
njima su i SFN i PA-MSHA koji su predmet istrazivanja ove doktorske disertacije (9, 10).

Sulforafan je hemijsko jedinjenje prisutno u kupusastom povréu familije Brassicaceae u
obliku prekursora glukorafanina. Glukorafanin oslobada pomenuti izotiocijanat u procesu
hidrolize posredstvom enzima mirozinaze. Poseduje imunomodulatorne karakteristike,
odnosno mogucénost inhibicije prekomernog odgovora imunskog sistema aktivacijom Nrf2
signalnog puta i posledi¢no inhibicijom NF-kB (142). Dodatno, SFN inhibira NLRP3
inflamazom i smanjuje sekreciju pro-inflamatornih citokina (143), ili u hroni¢nom
inflamatornom okruzenju dovodi do nishodne regulacije markera sazrevanja dendritskih
¢elija (DC) 1 nastanak DC koje ¢e stimulisati sekreciju IL-9 i IL-13 od strane T celija, a
povecava generisanje onih koje ¢e stimulisati sekreciju IL-10 (144). Pored toga, literaturni
podaci ukazuju na postojanje antitumorskih, neuro i kardioprotektivnih svojstva SFN koja
su posredovana dejstvom na imunski sistem (26). Svi ovi efekti uoceni su u studijama u
kojima je kori$¢en standardizovani ekstrakt SFN biljnog porekla, dok se sintetski dobijen
SFN, za sada, nalazi u fazi istrazivanja. S druge strane, PA-MSHA stimuliSe imunski
odgovor 1 oslobadanje pro-inflamatornih citokina rane i kasne faze inflamacije (113).
Dodatno, literaturni podaci ukazuju na interakcije izmedu PA-MSHA i makrofaga, pri
¢emu PA-MSHA tretman doprinosi formiranju pro-inflamatornih M1 makrofaga (87) i
odrzavanju balansa izmedu urodenog i steenog imunskog odgovora (145). Zbog toga je
primena PA-MSHA, kao adjuvantna antitumorska terapija, predmet sve veceg broja
istrazivanja (74).

S obzirom na razli¢ite mehanizme kojima SFN i PA-MSHA reguliSu imunski odgovor,
opravdano je pretpostaviti da bi njihova kombinovana primena imala dvojni efekat, koji
moze biti od koristi u terapiji brojnih bolesti posredovanih imunskim odgovorom.
Medutim, bezbednost njihove pojedina¢ne primene i toksi¢ni potencijali nedovoljno su
razjaSnjeni, dok je na osnovu dostupnih podataka ispitivanje SFN i PA-MSHA
kombinacije prvi put sprovedeno u okviru ove doktorske disertacije.

5.1. Toksi¢énost sulforafana

5.1.1. In silico analiza

U prvom koraku ispitivanja u okviru ove doktorske disertacije sprovedena je analiza
odnosa struktura-dejstvo koja omogucava predvidanje toksi¢nih efekata na osnovu
hemijske strukture ispitivane supstance (146). Koris¢enjem Derek Nexus softvera utvrdeno
je da molekul SFN sadrzi dve hemijske grupe, toksofore, koje mogu dovesti do
preosetljivosti koze kod ljudi ili izazvati oSte¢enje hromozoma 1 to: izocijanat i
izotiocijanat. Fluorescein izotiocijanat je poznati iritans koji se koristi za kreiranje modela
kontaktnog dermatitisa, upravo zbog postojanja izotiocijanatne grupe u hemijskoj strukturi
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(147, 148). Pored toga, pokazano je da i drugi izoziocijanati, kao $to su feniletil i etil
izotiocijanat predstavljaju jake alergene i mogu izazvati preosetljivost koze (149, 150) sto
je u skladu sa rezultatima ovog istrazivanja. Takode, postoje literaturni podaci koji
pokazuju da se oSte¢enje hromozoma moze dovesti u vezu sa izocijantnom grupom SFN.
Panwar 1 sar. (2014) pokazali su da metil izocijanat uti¢e na Celijski ciklus 1 izaziva
promene u nivoima ciklina A, ciklina E, CDK2, kao i prekomernu ekspresiju proteina
ukljuCenih u formiranje mitotickog vretena, Aurora A/B, centrozomalnog pericentrina,
gubitka Potla i hromozomskih aberacija ¢ime se pokrece proces karcinogeneze u jetri
(152).

Da bi se dalje razumela veza izmedu SFN i predvidenih Stetnih ishoda, izvrSena su dodatna
in silico ispitivanja mehanizam toksi¢nosti. Na osnovu dostupnih podataka u CTD bazi
utvrdeno je da SFN intereaguje sa preko 1900 gena, medu kojima je najveéi broj
interakcija identifikovano izmedu SFN i gena/proteina ukljucenih u proces oksidativne
zastite i/ili inflamacije. Tako na primer, SFN povecava ekspresiju, produkciju i1 aktivnost
Nrf2, NQO1, kao i HO-1 proteina odgovornih za odrzavanje oksidativnog balansa u
¢elijama (152, 153). Opisani su i drugi Nrf2-zavisni mehanizmi kojima SFN moze ublaziti
oksidativni stres, kao na primer, aktivacija lizozom-zavisnog transkripcionog programa i
to, aktivacija transkripcionog faktora EB (TFEB) koji reguliSe autofagiju i funkcije
lizozoma. Pri blagom porastu nivoa slobodnih radikala u ¢eliji, SFN stimuliSe translokaciju
TFEB u nukleus koji dalje pojac¢ava ekspresiju gena ukljucenih u biogenezu autofagozoma
i lizozoma ¢ime je olaks$ano uklanjanje oStecenih mitohondrija (154). Dodatno, aktivacija
Nrf2 dovodi se u vezu i sa antiinflamatornim karakteristikama SFN (155), koje su, takode,
posredovane smanjenom ekspresijom, produkcijom i aktivno$¢u IL1B pro-inflamatornog
citokina, kao i IFNy, dok je uticaj SFN na TNFa dvojak. Shang i sar. (2017) tretirali su
HL-60 celijsku liniju 8 uM SFN S§to je dovelo do pojacane ekspresije TNF i stimulacije
TNFa-zavisnih molekularnih puteva, ukljucujuci apoptozu, sto predstavlja pozitivan efekat
(156). S druge strane, Moon i sar. (2021) pokazali su u studiji sprovedenoj na misevima da
SFN inhibira diferencijaciju B limfocita i produkciju pro-inflamatornih citokina,
ukljucuju¢i TNFo, ¢ime ostvaruje inflamatorni odgovor u reumatoidnom artritisu
(157). Medutim, prekomerna ekspresija TNF dovodi se u vezu sa brojnim patoloskim
stanjima kao §to su, na primer: astma (158), psorijaza (159) i insulinska rezistencija (160).
Obzirom da TNFa igra zna¢ajnu ulogu u imunskom odgovoru (161), moze se pretpostaviti
da nedovoljna produkcija TNFa negativno uti¢e na aktivaciju imunskog sistema posebno u
stanjima kada je naruSena njegova funkcija.

Sulforafan je imunomodulator §to znaci da prioritentno intereaguje sa genima/proteinima
ukljuéenim u regulaciju imunskog odgovora, apoptoze i oksido-redukcije (Cytoscape
CytoHubba; Cytoscape ClueGO + CluePedia). Pored toga, funkcija CTD baze, CTD
Tetramers doprinela je formiranju veze izmedu SFN i inflamacije i razumevanju
mehanizama imunskih odgovora posredovanih SFN 1 to integracijom rucno kreiranih
interakcija zasnovanih na literaturi. Cilj ove funkcije CTD baze je formiranje ,,CGPD-
tetramer” bloka koji se sastoji se od cetiri jedinice koje povezuju unetu hemikaliju (SFN),
sa intereaguju¢im genom/ima, zatim fenotipom i boles¢u kao krajnjim ishodom (122).
Otkriveno je ukupno 215 tetramera povezanih sa SFN i inflamacijom sa preko 40 gena i 48
fenotipa. Dobijeni rezultati pokazuju da SFN uti¢e na migraciju ¢elija imunskog sistema,
ukljuujuéi migraciju leukocita, kao 1 na humoralni imunski odgovor posredovan
antitelima.

Efekti SFN na ¢elije i funkcionisanje imunskog sistema, detaljno su proucavani pri cemu je
pokazano da SFN ostvaruje hemio-preventivna dejstva odrzavanjem redoks balansa,
homeostaze u ¢eliji 1 stimulacijom imunskog odgovora. Kao glavni mehanizam dejstva,
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izdvaja se i indukcija Nrf2 i inhibicija NFkp sto dovodi do aktivacije HO-1, glutationa i
luCenja metabolickih enzima druge faze c¢ija je funkcija povecanje hidrofilnosti i
eliminacije ksenobiotika. S druge strane, sekrecija enzima prve faze metabolizma,
uklju¢enih u reakcije oksidacije, redukcije i hidrolize, kao i histon deacetilaza ostaju
inhibirani (26). Tako su, na primer, Shen i sar. (2021) pokazali da SFN poboljsava
citotoksi¢nost CAR-T (elija snizavanjem ekspresije PD-1/PD-L1 i pojacavanjem
razgradnje PD-L1 §to posledi¢no spreCava inhibiciju CAR-T ¢elija, a povecava lucenje
pro-inflamatornih citokina (162). Osim toga, uo¢eno je da SFN efikasno spreava pojavu
metastaza i to stimulacijom c¢elijskog imunskog odgovora kroz povecanje ekspresije I1L-2 i
IFNy i smanjenje produkcije proinflamatornih citokina: IL-1B, IL-6, TNFa i GM-CSF
(163). Medutim, promena imunskih procesa, i/ili narusavanje balansa izmedu pro- i
antiinflamatornih reakcija u organizmu u osnovi je brojnih bolesti. Tako, psorijaza
predstavlja imunolo§ko oboljenje koze gde sekrecija IL-17 citokina od strane Thl7
pomoc¢nic¢kih ¢elija, igra vaznu ulogu. Vezivanje IL-17 za IL-17 receptor na
keratinocitima, dovodi do proliferacije Th17 ¢elija i daljeg oslobadanja upalnih medijatora
i hemokina (164, 165). Slicno tome, IL-17 i IL-22 se navode kao vazni ¢inioci u
poremecaju barijerne funkcije koze i razvoju atopijskog dermatitisa, jo§ jedne cCeste
inflamatorne bolesti koze (166). Dakle, iako se brojna terapijska svojstva SFN povezuju sa
njegovim antiinflamatornim svojstvima, neadekvatna primena SFN moze poremetiti
homeostazu imunskog odgovora i doprineti razvoju inflamatornih bolesti. Zbog toga je
potrebno detaljno razjasniti uticaj SFN na ¢elije imunskog sistema, produkciju citokina i
odrediti njegovu optimalnu dozu.

5.1.1.1. Potencijalni toksi¢ni efekat sulforafana na nivou gena

Buduc¢i da brojna ispitivanja pokazuju citotoksi¢ni i hemio-protektivni potencijal SFN, in
silico analiza je dalje kori$¢ena za predvidanje Stetnih efekata SFN kod pacijenata obolelih
od karcinoma kolona, pankreasa i prostate. Kolorektalni karcinom, kao i karcinom prostate
Cesto su posledica hroni¢nih upalnih procesa zbog ¢fega primena imunomoduliSu¢ih
jedinjenja, kao Sto je SFN moze biti od interesa. S druge strane, karcinom pankreasa
smatra se najsmrtonosnijim malignim oboljenjem ukazujué¢i na pojacanu potrebu za
pronalaskom efikasne 1 bezbedne terapije. Geni koji interaguju sa SFN, $to je dobijeno u
koriS¢enjem CTD baze uporedeni su sa DEG kolorektalnog karcinoma, pankreasa i
prostate sa ciljem pronalazenja zajednic¢kih gena, odnosno gena na koje moze uticati SFN,
a ¢ija je ekspresija izmenjena u tkivu pomenutih malignih tumora.

Identifikovano je 99 SFN-intereagujucih gena Cija je ekspresija izmenjena u karcinomu
kolona i to 66 povecano i 33 smanjeno eksprimiranih. Pored toga, 12 DEG u karcinomu
pankreasa (8 povecano i 4 smanjeno eksprimiranih gena), i 21 gen u karcinomu prostate
(10 povecano i 11 smanjeno eksprimiranih) dovode se u vezu sa SFN. Ovi geni dalje su
kori$¢eni u analizi genske ontologije kako bi se detektovala razli¢ita oboljenja regulisana
datim genima.

Sulforafan intereaguje sa TIMP1 genom, uklju¢enim u proces formiranja i remodelovanja
matriksa tokom degradacije ekstracelularnog matriksa, dok inhibiranjem metaloproteinaza
pospesSuje metastatski potencijal tumora (167). Hansson i sar. (2009) ukazali su na vezu
izmedu nivoa TIMP1 u serumu 1 hipertrofije leve pretkomore pracene oslabljenom
sr¢anom funkcijom. Oni su posmatrali 1016 osoba bez istorije sr€anih bolesti 1 zakljucili
da povecani nivoi TIMP1 u serumu mogu biti rani znak remodeliranja ekstracelularnog
matriksa srca (168). Sli¢no tome, u kohortnoj studiji kod grupe ispitanika muskog pola
koja je podvrgnuta koronarnoj angiografiji, nivo TIMP1 u plazmi prepoznat je kao
prediktivni biomarker rizika od kardiovaskularnih bolesti i infarkta miokarda (169, 170).
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Prema sprovedenom istrazivanju ove doktorske disertacije, SFN utice na ekspresiju TIMP1
koji zajedno sa SPP1 i CCL20 aktivira IL-10 signalni put uklju¢en u patogenezu pluéne
fibroze (Slika 5). Aurora Kinaza A (AURKA) je ¢lan porodice serin/treonin kinaza
ukljucenih u ulazak ¢elije u mitozu, formiranje bipolarnog vretena, kontrolu sazrevanja
centrozoma i segregaciju tokom mitoze. Studije su pokazale da pojacana ekspresija
AURKA moze biti lo§ prognosticki marker za pacijente obolele od kolorektalnog
karcinoma (171), ili doprineti progresiji adenoma (172). Osim toga, Jiang i sar. (2021)
primetili su da prekomerna ekspresija AURKA u fibroblastima bubrega podsti¢e proces
fibroze 1 time pogorsava funkciju i stanje hroni¢no obolelih bubrega (173). Nasi rezultati
pokazali su da SFN remeti ekspresiju NEK2 i CDK1 u ¢elijama karcinoma kolona, ¢ime
dovodi do aktivacije AURKA od strane TPX2 signalnog puta (Slika 5). Osim toga,
sugerisano je da SFN moze uticati na SOX9, gen Kkoji igra ulogu u regulaciji transkripcije
RUNX2 zajedno sa CDK1. Transkripcioni faktor ukljuen u regulaciju osteogene
diferencijacije (engl. Runt-related transcription factor 2, RUNX2) je osteogeni
transkripcioni faktor, odnosno gen od znacaja za formiranje kostiju. Medutim, u
kardiovaskularnom sistemu, podsti¢e osteogenu transdiferencijaciju glatkih miSiénih ¢éelija
krvnih sudova 1 ekspresiju pro-inflamatornih citokina, $to se dovodi u vezu sa
aterosklerozom i drugim vaskularnim komplikacijama (174). Takode, detektovan je
poveéan nivo RUNX2 i osteopontina kod pacijenata sa simptomatskim arteriosklerotskim
oboljenjem, dok je nivo osteokalcina smanjen (175). Stoga, eventualno uvodenje SFN kod
pacijenata sa kolorektalnim karcinomom i pridruzenom istorijom kardiovaskularnih bolesti
treba da bude paZzljivo i1 detaljno razmotreno. Dalje, ekspresija gena ukljucenog u proces
diferencijacije belih i mrkih adipocita, PLACS, sniZena je u tkivu kolorektalnog karcinoma
1 mogla bi biti dodatno redukovana dejstvom SFN, prema rezultatima naSih istraZivanja
(Slika 5). Dostupni literaturni podaci pokazuju da inhibicija PLAC8 moze dovesti do
redistribucije masnog tkiva i doprineti razvoju gojaznosti. Kod miseva deficijentnih za
PLACS8, uoceno je povecano skladiStenje masti. Predlozeni mehanizam se oslanja na
inhibiciju termogeneze usled inhibicije transkripcije C/EBPS gena (176). U drugom
istrazivanju, autori su primetili da su misevi sa suprimiranim PLAC8 podlozniji razvoju
dijabetesa tipa 2 povezanog sa gojaznoscu (177). Pored toga, ekspresija PLACS8 vazna je za
regulisanje odgovora Th1 ¢elija i citotoksi¢nih CDS8-T ¢elija, koji je posredovan sekrecijom
IFNY u borbi protiv intracelularnih patogena kao $to je virus influence A (178). Budu¢i da

......

tumora, neophodno je dalje razjasniti vezu sa SFN kroz in vitro i in vivo studije.

Dalje, u karcinomu pankreasa, identifikovano je samo 12 gena ¢ija je ekspresija izmenjena,
a na koje deluje SFN. Ovi geni, uklju€eni su u regulaciju 2 molekularna puta 1 to: MET
aktivirani PTK2 signalni put i Formiranje ekstracelularnog matriksa posredstvom
proteoglikana. Pojac¢ana ekspresija LUM gena identifikovana je u karcinomu dojke,
neuroendokrinom, utero-cervikalnom, kolorektalnom, ali i karcinomu pankreasa i dovodi
se U vezu sa progresijom i invazijom bolesti (179). Jedina, do sada, objasnjena veza
izmedu SFN i LUM, uocena je u studiji sprovedenoj na humanim ¢elijama karcinoma jetre
(HepG2) koje su tretirane 8 uM SFN tokom 24 h. Sulforafan je doveo do smanjene
ekspresije LUM gena §to ukazuje na antitumorski efekat (180). S druge strane, u istoj
studiji, SFN je doprineo povecanoj ekspresiji HKDCL1 gena koja se dovodi u vezu sa loSom
prognozom u hepatocelularnom karcinomu (180). Medutim, efekat SFN na pomenute gene
u tkivu karcinoma pankreasa jo$ uvek nije razjasnjen. Stoga, u zavisnosti od vrste
interakcije na nivou gena, primena SFN kod pacijenata obolelih od karcinoma pankreasa
moze imati pozitivan ili negativan uticaj na progresiju bolesti. Pored toga, uticajem na
HPGD, SFN reguliSe formiranje ekstracelularnog matriksa posredstvom proteoglikana.
Pojacana ekspresija HPGD stimuli$e stvaranje prostaglandina E2 koji se dovodi u vezu sa
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rezistencijom tumora na radioterapiju i daljom progresijom bolesti (181). Inhibicijom ovog
gena, SFN moze doprineti boljem odgovoru na terapiju.

Konac¢no, analizom ontologije SFN-intereaguju¢ih gena ¢ija je ekspresija izmenjena u
karcinomu prostate izdvojili su sledeéi putevi: Cirkardijalna regulacija u uslovima fizickog
napora, Kontrakcija glatke muskulature i Endotelin-regulisani putevi. Interakcijom sa
TMEFF2, ACTG2 i CNN1, SFN regulise formiranje i funkcije endotela. Tako su Hy i sar.
(2019) pokazali da SFN inhibira ekspresiju TMEFF2 gena, a stimuliSe ACTG2 i CNN1
(182). lako TMEFF2 ostvaruje antiproliferativne efekte u tumorskom tkivu prostate,
tumorske ¢elije imaju sposobnost da izbegnu androgenima-posredovanu modulaciju
endotela, smanje ekspresiju TMEFF2, a povecavaju svoj maligni potencijal (183).
Dodatno, smanjena ekspresija ACTG2 i CNN1 povezana je sa povecanjem rizika od
nastanka metastaza na kostima, Sto se smatra najopasnijom komplikacijom karcinoma
prostate. ACTG2 i CNNL1 intereaguju sa proteoglikanima i receptorima ekstracelularnog
matriksa, stimulisuci tako motilitet tumorskih ¢elija (184).

Iz svega priloZzenog moze se pretpostaviti da genomski zapis pacijenata obolelih od
razli¢itih vrsta malignih tumora, kao i uticaj SFN na gene, moze biti vazan faktor u
razmatranju profila rizika i koristi od primene SFN.

5.1.2. In vitro analiza

U ovoj doktorskoj disertaciji uoceno je da je SFN ispoljava citototoksi¢an efekat prema
¢elijama kolorektalnog karcinoma kod kojih je p53 gen mutiran (HT-29), ili wild type
(HCT-116). Dobijeni rezultati ukazuju na vecu osetljivost HCT-116 ¢elija, $to bi moglo da
ukazuje na moguéu ulogu p53 tumor supresornog gena u regulaciji antitumorskog
odgovora SFN. Dodatno, potencijal SFN da izazove apoptozu tumorskih ¢elija bio je
vremenski-zavistan, sa znacajno ve¢im procentom apoptoticnih HT-29 ¢elija nakon 48 h
tretmana. Takode je pokazano da kod SFN-tretiranih ¢elija dolazi do zastoja ¢elija u G2/M
fazi Celijskog ciklusa. U HT-29 tretiranim ¢elijama, detektovan je 1 odreden broj ¢elija u
sub-G1 fazi, (Slika 14), odnosno odreden broj apoptotickih ¢elija sa fragmentisanom DNK
Sto je karakteristika kasne faze procesa apoptoze pod dejstvom endonukleaza (185).
Prethodnim istrazivanjima je pokazano da pored celija kolorektalnog karcinoma (186),
SEN inhibira rast i razvoj ¢elija tumora zeluca (BGC-823 i MGC-803) i prostate (PC-3 i
LNCaP) istim mehanizmima (187, 188). Autori su objasnili da SFN zaustavlja celijsku
deobu u S fazi celijskog ciklusa 1 to aktiviraju¢i p53/p21 signalni put. Dodatno, SFN
stimuliSe apoptozu tumorskih ¢elija putem p53-indukovanog oslobadanja kaspaze 3 (187,
188). Medutim, antitumorski efekat SFN pokazan na HT-29 c¢elijama ukazuje na
sposobnost SFN da aktivira i druge mehanizme -citotoksi¢nosti, nezavisne od p53
ekspresije. Tako su, Rudolf i Cervinka (2011) uocili da kod HCT-116 ¢elija SFN tretman
dovodi do pojacane ekspresije c-Jun N-terminalne kinaze (c-JUN) koja posreduje u
permeabilizaciji lizozomske membrane 1 katepsinom stimulisanom oslobadanju Bid
(engl. BH3 Interacting Domain Death Agonist). Bid, dalje, deluje na regulatorne proteine
apoptoze, Bax i Bcl-2, istovremeno promovisuci translokaciju mitohondrijalnog citohroma
¢ §to dovodi do programirane celijske smrti (189). Zbog toga je u ovoj doktorskoj
disertaciji pracen 1 uticaj SFN na promenu (smanjenje) membranskog potencijala
mitohondrija, pri ¢emu je uoc¢eno znacajno smanjenje membranskog potencijala u HT-29
nakon 24 i 48 h tretmana SFN, dok je u HCT-116 ¢elijama smanjenje zabeleZeno nakon 48
h tretmana (Slika 16). Smanjenje membranskog potencijala ukazuju na mogucu aktivaciju
mitohondrijalnog puta apoptoze ¢iji je kljuéni dogadaj oslobadanje citohroma c (190).
Nakon oslobadanja iz mitohondrija citohrom c prelazi u citoplazmu gde aktivira kaskadnu
reakciju kaspaza unutraSnjeg puta apoptoze, ili stimuliSe signalne puteve spoljasnjeg
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apoptotskog puta (191). Medutim, efluks citohroma ¢ iz mitohondrija kljucan je i za
pokretanje inflamatornog procesa i dovodi se u vezu sa inflamatornim bolestima koze kao
S§to su psorijaza i psorijaticni artritis. Tako su na primer, kod pacijenata sa psorijazom
primeceni visi nivoi citohroma ¢ u serumu i mitohondrijama u poredenju sa pacijentima sa
zdravom kozom (192). Smanjenje mitohondrijalnog membranog potencijala i oslobadanje
citohroma ¢ moze objasniti in silico rezultate, dobijene u ovoj doktorskoj disertaciji, koji
ukazuju na vezu izmedu SFN i efekata na kozi. Konacno, interesantno je pomenuti da SFN
smanjuje nivo ukupnih ROS u obe ispitivane Celijske linije, ali je efekat na nivou HT-29
bio izrazeniji i nakon 24 i 48 h tretmana (Slika 17). Sli¢no tome, studija sprovedena od
strane Sah i sar. (2024) ispitala je uticaj primene 5 uM i 10 uM SFN tokom 24 h na IL-1 -
indukovanu aktivaciju IL-6 i signalne puteve MAPK/AP-1 i STAT 3 u HT-29 ¢elijama pri
Cemu je pokazano da SFN tretman smanjuje ckspresiju IL-6 i oksidativni stres
ograni¢avanjem proizvodnje ROS. Posledi¢no, dolazi do promene aktivnosti MAPK/AP-1
puta i inhibicije proliferacije tumorskih ¢elija (193). Suprotno tome, primena 40 uM SFN
tokom 24 h u dve ¢elijske linije nesitnoéelijskog karcinoma plué¢a dovela je do pojacane
produkcije ROS, zaustavljanja Celijske deobe u S fazi 1 oSteCenja DNK. Na ovaj nacin,
SEN stimuliSe apoptozu tumorskih ¢éelija (194). Stoga, moze se pretpostaviti da je efekat
SFN na produkciju ROS u tumorskim <delijama dozno-zavistan, pri €emu nize
koncentracije dovode do smanjenja generisanja slobodnih radikala, a primena SFN u vi§im
koncentracijama moze doprineti oksidativnom stresu u tretiranim ¢elijama.

Dodatno, u ovoj doktorskoj disertaciji pokazano je da tretman HT-29 i HCT-116 ¢elija
SEN dovodi do znacajnog smanjenja proteinske ekspresije fosforilisane, aktivne forme c-
Jun N-terminalne kinase (JNK), koja je ukljucena u razlicite ¢elijske procese, kao §to su
¢elijski rast, apoptoza i inflamacija. Sulforafanom indukovano smanjenje fosforilacije JNK
posledi¢no bi moglo da inhibira NF-xB i AP-1 signalne puteve $to dovodi do sniZenja
ekspresije inflamatornih medijatora (INOS, COX-2, NO, i PGE2) i proinflamatornih
citokina (TNFa, IL-6, i IL-1B) §to je u saglasnosti sa dosada$njim istrazivanjima Subedi i
sar. (195).

Dobijeni rezultati ispitivanja na MRC-c¢elijama pokazuju selektivnost SFN prema HCT-
116, ali ne i HT-29 ¢elijama karcinoma kolona. Vazno je napomenuti i da, dosadasnji
literaturni podaci ukazuju na manju osetljivost zdravih Celija na citotoksi¢ni potencijal
SFN u in vitro uslovima (187), kao i da je koncentracija ta koja diktira citotoksi¢ne efekte.
U Celijama sluzokoze zeluca, niske koncentracije SFN (2 do 4 uM) pokazuju
citoprotektivna svojstva, dok primena visih koncentracija (8 do 32 pM) dovodi do smrti
tretiranih celija (196).

5.1.3. In vivo analiza

5.1.3.1. Akutna toksi¢nost sulforafana na modelu zebrice

Akutna toksi¢nost imunomodulatora ispitana je na modelu embriona zebrica (OECD test
236 — engl. Fish Embryo Acute Toxicity Assay, FET test). Ovaj eksperimentalni model
znaCajan je za predvidanje toksi¢nosti zbog toga Sto omogucava odredivanje toksi¢nih
efekata u ranoj fazi razvoja embriona, zatim pracenje razvoja organa, kao i zahvaljujuci
tome $to postoji 70% funkcionalne genske homologije izmedu ljudi i zebrice. Pored toga,
opticka transparentnost embriona zebrice i1 visok stepen geneticke slicnosti, olakSava
identifikaciju gena koji igraju vaznu ulogu u procesu rasta 1 razvoja $to je u velikoj meri
doprinelo boljem razumevanju razvojnih procesa. Zebrice imaju veoma kratak ciklus
reprodukcije, sazrevaju pri starosti od oko 4 meseca, a jedna zenka moze da produkuje oko
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100 jaja dnevno, $to znaci da se u laboratorijskim uslovima lako moZe proizvesti i nekoliko
hiljada embriona dnevno i koristiti paralelno u eksperimentalnim tretmanima (197).

U ovoj studiji, embrioni zebrica su tretirani rastu¢im dozama SFN u cilju izra¢unavanja
LC50 vrednosti, i analize uticaja SFN na prezivljavanje, rast i razvoj embriona tokom
petodnevnog tretmana. Uoceno je da Stetni efekti zavise od primenjene koncentracije SFN
(0,5 do 20 pg/ml). Izracunata koncentracija SFN koja je dovela do letalnog ishoda 50%
tretiranih embriona zebrica iznosila je 14,2 pg/ml (LC50), Sto je u saglasnosti sa LC50
vrednosc¢u dobijenom Benchmark analizom 14,8 pg/ml. Primena SFN u koncentraciji od 4
ug/ml sprec¢ava formiranje mehura kod oko 30% embriona, dok je pri koncentraciji od 10
png/ml ovaj efekat uocen kod svih embriona. Nekroza jetre je uocena samo pri koncentraciji
SFN od 10 pg/ml. Kardiotoksi¢nost nije uoCena pri ispitivanim koncentracijama SFN.
Benchmark analizom izraCunate su koncentracije SFN koje dovode do pojave
teratogenosti, Stetnog efekta na razvoj mehura 1 hepatotoksicnosti i iznose 3,22 pg/ml, 3,2
pg/ml i 6,85 pg/ml, redom. Literaturni podaci pokazuju da su pozitivni efekti SFN uoceni
pri koncentracijama koje su viSe ili nize u odnosu na koncentracije koje izazivaju Stetne
efekte na embrionima zebrica dobijene u ovoj doktorskoj disertaciji (198, 199). Eom i sar.
(2022) su utvrdili koncentraciju SFN od 30 uM (odgovara 5,3 pg/ml) koja je pokazala
antitumorski potencijal, $to je nize od koncentracije koja izaziva hepatotoksi¢nost, a vise
od koncentracije za druge pracene Stetne efekte, malformacije embriona i uticaj na razvoj
mehura, u ovoj doktorskoj disertaciji. Neuroprotektivni efekat SFN pokazan je u
koncentraciji od 25 uM (odgovara 4,43 pg/ml) u ispitivanju na zebricama (199). Takode,
ispitivanja na ksenograft modelima zebrica sa tumorskim ¢elijskim linijama mozga (U87),
grlica materice (HeLa) i dojke (MDA-MB-231) pokazala su da fosfonatni analog
sulforafana poseduje antitumorska svojstva u koncentraciji od 3 pM (odgovara 0,53
pg/ml), Sto je znatno niza koncentracija od prethodno navedenih koncentracija za SFN
(38). Dodatno, i u ovoj doktorskoj disertaciji citotoksi¢no dejstvo SFN na celijama
kolorektalnog karcinoma (HCT-116) uoceno je pri koncentraciji nizoj od LC50 vrednosti
dobijenoj na modelu embriona zebrica. Dobijeni in vitro rezultati pokazali su citotoksi¢ni
efekat SFN u koncentracijama od 1,41 pg/ml (HCT-116) i 4,39 pg/ml (HT-29).

5.1.3.2. Subakutna toksi¢nost na modelu pacova

5.1.3.2.1. Unos vode, hrane, relativna masa organa i prirast telesne mase

Unos hrane 1 vode, a posledi€no 1 prirast telesne mase varirali su tokom trajanja
eksperimenta i kod muzjaka i kod Zenki pacova tretiranih rastu¢im dozama SFN, dok se
relativna masa organa nije znacajno razlikovala od kontrole. Uoceno je jedino blago
uvecanje prostate, a smanjenje jetre 1 bubrega tretiranih muzjaka pacova. Kod zenki, unos
vode znacajno je varirao izmedu tretiranih grupa, dok je, jedina statisticki znacajna razlika
u unosu hrane izmedu kontrole i tretmana dobijena nakon 28. dana. Dodatno, na kraju
eksperimenta, uoceno je blago poveéanje relativne mase pluca Zenki pacova. Smanjenje
telesne mase videno je nakon 7, 14, 21. i 28. dana tretmana kod muzjaka pacova u
grupama SFN 1 i SFN 2, dok je smanjenje telesne mase kod tretiranih zenki uoceno samo
u SFN 3 grupi, ali bez statisticke znacajnosti. Dobijeni rezultati u skladu su sa studijom
sprovedenom od strane Lu i sar. (2020) koji su pokazali da SFN smanjuje telesnu masu
muzjaka miSeva kao 1 taloZenje masti oko bubrega i testisa. MiSevi su tretirani tokom 4
meseca, ali su rezultati uoceni ve¢ nakon mesec dana primene 1 mg/kg t.m./dan SFN
(200). Sli¢no tome, primena 10 mg/kg t.m./dan SFN tokom 3 nedelje dovodi do redukcije
telesne mase tretiranih zivotinja (muZjaci miseva) i sprecava akumulaciju lipida u jetri
(201). Takode, uoceni su i antiobesogeni efekti SFN kada se primenjivao u dozi od 5
mg/kg t.m. na dan tokom 14 dana. Ovi efekti mogu se objasniti time $to SFN pozitivno
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reguliSe osetljivost Celija rezistentnih na leptin i reguliSe potro$nju energije i metabolizam
(43). Takode, SFN doprinosi lipolizi, putem aktivacije hormon-senzitivne lipaze i
stimulacije diferencijacije belih adipocita u mrko masno tkivo, odnosno povecanjem
lipofagije putem AMPK-mTOR-ULK1 signalnog puta (44). Medutim, vaZno je
napomenuti da su antiobesogeni efekti SFN uoceni u studijama na miSevima kod kojih je
prethodno indukovana gojaznost pa se efekat SFN moze okarakterisati kao pozitivan. U
ovoj doktorskoj disertaciji tretirani su zdravi muzjaci i Zenke pacova pri ¢emu je zabelezen
gubitak telesne mase koji se moze povezati sa pojavom potencijalno Stetnih katabolickih
reakcija u kojima se polisaharidi, lipidi i proteini razlazu u manje jedinice.

5.1.3.2.2. Hematolos$ki i biohemijski parametri

Uticaj SFN na hematoloske parametre je od posebnog znacaja s obzirom da je toksi¢ni
efekat na nivou krvnih ¢elija jedan od najces¢ih i najtezih nezeljenih efekata citostatske
terapije koji odreduje njen nastavak ili prekid. Statisticki znacajan porast broja leukocita
primecen je kod muzjaka pacova koji su bili tretiranim najviSom dozom SFN. Dodatno,
iako nije dobijena statisti¢ki zna¢ajna leukopenija, uo¢ava se smanjenje leukocita u SFN 2
grupi ali porast u SFN 3 grupi $to moze ukazivati na specifican odgovor eksperimentalnih
zivotinja u SFN 2 grupi na primenjen tretman. Prethodno je pokazano, da primena visoke
doze SFN, 200 mg/kg moze doprineti razvoju leukopenije kod miseva 48 sati nakon
tretmana (66). Medutim, i dalje ne postoji dovoljno dokaza koji bi potvrdili potencijal SFN
da izazove leukopeniju nakon akutne ili subakutne primene. Dalje, iako je u klinickim
studijama primeceno da SFN efikasno snizava poviSene vrednosti limfocita prouzrokovane
primenjenom antikancerogenom terapijom (202), u sprovedenoj doktorskoj disertaciji
uoceno je da dovodi do statisticki znac¢ajnog povecanja procenta limfocita kod muzjaka
pacova u SFN 3 grupi u odnosu na kontrolu. Medutim, suprotno tome, kod zenki pacova
izmeren je nizi nivo limfocita u SFN 3 grupi u odnosu na SFN 1 i kontrolu, ali bez
statistiCke znacajnosti. Pored toga, polno-specifi¢an efekat SFN, zabelezen je kod sledec¢ih
hematoloSkih parametara: procenat i apsolutni broj monocita i neutrofila, procenat bazofila
i ukupan broj trombocita. Na primer, procenat bazofila, kao i apsolutni broj bazofila kod
muzjaka pacova bio je znacajno niZi u tretiranim grupama u odnosu na kontrolu, dok je
kod Zenki bio visi, ali bez statistiCke znaCajnosti. Dalje, promena u broju apsolutnih
neutrofila kod Zenki pacova bila je znac¢ajno viSa u SFN 3 grupi, u odnosu na kontrolu, dok
kod muzjaka nije zabelezen ovaj efekat. lako dobijeni rezultati ukazuju na slab potencijal
SFN da izazove promene na nivou ispitivanih hematoloskih parametara, BMD analizom
utvrdeno je da veoma niske doze SFN (0,393 mg/kg t.m./dan, 0,114 mg/kg t.m./dan,
redom) mogu dovesti do 5% povecanja broja i % limfocita u krvi muZjaka pacova, a
smanjenja % neutrofila (0,0105 mg/kg t.m./dan). Pored toga, doza 0,0109 mg/kg t.m. dan
SFN mogla bi da dovede do 5% povecanja broja neutrofila u krvi Zenki pacova. Stoga,
neophodno je dalje ispitati vezu izmedu primene SFN 1 leukocitarne formule u cilju
potvrde dobijenih rezultata.

Dalje, ispitan je 1 uticaj SFN na hematoloske parametre anemije, odnosno broj eritrocitia,
koncentraciju hemioglobina, hematokrita, gvozda, kao i MCH, MCV, MCHC, TIBC i
UIBC parametre. Pokazalo se da primena rastu¢ih doza SFN ne dovodi do statisticki
znacajne promene vrednosti broja eritrocita, koncentracije hemioglobina i hematokrita $to
je u skladu sa prethodno publikovanom studijom na miSevima u kojoj je ispitan uticaj SFN
na eritrocite i hemioglobin u cilju tretmana srpaste anemije (engl. Sickle cell disease, SCD)
(15). Jedini hematoloski parametar anemije Cija se promena pokazala kao statisticki
znacajna jeste MCHC 1 to kod zenki pacova. U SFN 1 grupi vrednost MCHC bila je
statisticki znacajno niza u odnosu na vrednost u SFN 2 grupi. Niske vrednosti MCHC
pracene niskim vrednostima gvozda, a normalnim vrednostima ostalih parametara anemije
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dovode se u vezu hipohromnom anemijom (203). lako izmerene koncentracije gvozda u
serumu tretiranih zenki pacova nisu pokazale statisticki znacajnu razliku u poredenju sa
kontrolom, dobijen je nizi nivo gvozda u SFN 1 i SEN 3 grupi. U serumu Zenki tretiranih
dozom od 2 mg/kg t.m./dan SFN izmeren je visi nivo gvozda u odnosu na kontrolu. Dalje,
promena u UIBC vrednosti kod muzjaka pacova bila je statisticki znacajna pri cemu je
uocen znacajan porast u SFN 2 grupi dok su vrednosti u druge 2 tretirane grupe bile sli¢ne
kontrolnim. UIBC se, takode, dovodi u vezi sa nivoom gvozda u serumu, koji je u slucaju
muzjaka pacova bio u okviru referentnih vrednosti. U in vivo studiji na miSevima koja je
prethodno pokusala da razjasni uticaj SFN na nivo gvozda u krvi pokazano je da nakon 4
nedelje tretmana, SFN sprecava deponovanje gvozda u jetri i, time njeno dalje oStec¢enje
(204). Pored toga, opisan je protektivan efekat SFN na distribuciju gvozda u
kardiomiocitima pacova tretiranim 500 pg/kg/dan SFN tokom 3 dana, intraperitonealno
ukazuju¢i na vezu izmedu pomenutog imunomodulatora i homeostaze gvozda (205) koju
treba dalje ispitati.

Dok kod Zenki pacova nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u biohemijskim parametrima
povezanim sa funkcijom jetre (ukupni proteini, albumin, AST, ALT, ALP) nakon
subakutne peroralne primene SFN u 3 rastu¢e doze, kod muzjaka pacova uocen je
statisticki znaCajan porast nivoa ukupnih proteina u grupi SFN 3 u poredenju sa SFN 1,
kao i porast albumina u SFN 2 i SFN 3 grupi u odnosu na SFN 1 i kontrolu. Ovo se moze
objasniti ¢injenicom da SFN poseduje visok afinitet za vezivanje za albumin u serumu
¢ine¢i ga tako serumskim proteinom nosa¢em odgovorim za dopremanje SFN u ciljno
tkivo (206). SFN se vezuje za lizinske ostatke proteina u krvi formirajuéi adukte koji nisu
samo bio marker ekspozicije, ve¢ i potencijalni markeri za identifikaciju efekta SFN na
¢elijskom nivou (207). Stoga, ne ¢udi da sa porastom primenjene doze SFN, raste i nivo
ukupnih proteina i albumina u serumu tretiranih pacova. Blagi porast uocen je i kod Zenki,
ali bez statistiCke znacajnosti. Dodatno, prethodne studije pokazale su i da SFN redukuje
poviSene nivoe ALT i AST koji su posledica oSteCenja jetre (208-210). U in vivo
istrazivanju sprovedenom od strane Zhao 1 sar. (2010) koriS¢eni su muZzjaci pacova kod
kojih je oStecenje jetre izazvala intestinalna ishemija-reperfuzija. Oni su primetili da
primena SFN u dozi od 3 mg/kg t.m./dan smanjuje povisene nivoe ALT i AST u serumu,
ali i povecava aktivnost SOD, GSH i glutation-peroksidaze (208). Sli¢no tome, primena 30
mg/kg t.m./dan SFN kod muzjaka miSeva, smanjuje oksidativno oStecenje jetre i regulise
status/nivo enzima jetre (209). Mansouri i sar. (2024) pokazali su da lipopolisaharidi iz
Escherichia coli (O111: B4) kod muZzjaka miSeva izazivaju povecanje nivoa parametara
funkcije jetre (ALT i AST), kao i nivo MDA. Primena SFN u dozi od 25 mg/kg t.m./dan,
tokom 2 nedelje, delovala je hepatoprotektivno i dovela do sniZenja nivoa pomenutih
biomarkera ostecenja jetre (210). Interesantno je da su u sve 3 pomenute studije koris¢ene
razli¢ite doze SFN, §to znaci da uticaj na aktivnost enzima jetre ne zavisi od primenjene
doze SFN $to je potvrdeno i u ovoj doktorskoj disertaciji koris¢enjem BMD analize. Jedan
od faktora koji moze uticati na efekat SFN jeste nivo ALT 1 AST u serumu, odnosno
stepen oStecenja tkiva jetre. Dodatno, BMD analiza sprovedena u ovom istraZivanju
pokazala je da porast nivoa albumina 1 hlorida u serumu muzjaka pacova moze zavisiti od
primenjene doze SFN (BMDL 0,0237 i 7,07 mg/kg t.m./dan, redom).

5.1.3.2.3. Nivo hormona

U sprovedenoj doktorskoj disertaciji pracen je 1 uticaj SFN na hormone tiroidne zlezde 1
testosteron pri ¢emu su dobijeni razliciti efekti izmedu polova. Dok su nivoi T3 1 T4 bili
statisticki znacajno visi u SFN 2 grupi u odnosu na kontrolu kod muzjaka pacova, njihove
vrednosti u SFN 1 1 SFN 3 nisu se znacajno razlikovale od kontrolne grupe. Pored toga,
uoceno je smanjenje FT3 u SFN 1 grupi u odnosu na kontrolu, pa potom porast u SFN 2
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grupi, i ponovo smanjenje u SFN 3 tretiranoj grupi Sto moze ukazati na hormeticki
odgovor FT3 na primenu SFN. Takode, samo u SFN 2 grupi dobijen je statisticki znac¢ajan
pad nivoa testosterona. S druge strane, kod Zenki tretiranih pacova uocen je statisticki
znacajan porast T4 i FT4 hormona u SFN 2 grupi u odnosu na kontrolu. lako su Galanty 1
sar. (2024) u svom skorasnjem sistematskom preglednom radu zakljucila da izotiocijanati,
ukljucuju¢i SFN ne remete funkcije Stitaste zlezde na osnovu 123 pregledane publikacije
(211) vazno je naglasiti da se ovi rezultati zasnivaju na efektima standardizovanog
ekstrakta SFN iz klica brokolija, dok je u ovoj doktorskoj disertaciji koriS¢en sintetski
dobijen sulforafan (D,L-SFN). Pomenute promene u sekreciji tiroidnih hormona mogu se
delimicno objasniti opisanom vezom izmedu Keapl/Nrf2 signalnog puta i bolesti Stitaste
zlezde. Naime, Nrf2 igra vaznu ulogu u odrzavanju mitohondrijalne homeostaze i
strukturnog integriteta, posebno u uslovima oksidativnog, elektrofilnog i inflamatornog
stresa, kada je pravilno funkcionisanje citoprotektivnih mehanizama kljuéno za
prezivljavanje celija. Bolesti tiroidne zlezde, kao 1 mnoga druga patoloSka stanja,
karakteri$u se oksidativnim stresom, inflamacijom i mitohondrijalnom disfunkcijom (212).
Dodatno, polimorfizam u Nrf2-ciljanim genima NQO1 i NQO2 povezuju se sa prosirenjem
primarnog tiroidnog tumora i pojavom metastaza (213). Dakle, interakcijom sa Nrf2, SFN
moze uticati na funkciju Stitaste zlezde 1 produkciju tiroidnih hormona, ali je ovu vezu
neophodno dalje ispitati. Kako BMD analizom nije pronadena veza izmedu primenjene
doze i promene nivoa tiroidnih hormona kod muZzjaka i Zenki pacova, postavlja se pitanje
koji faktor diktira odgovor T3, T4, FT3 i FT4 hormona na primenu SFN.

5.1.3.2.4. Produkcija proteina

In silico studije ukazale su na potencijal SFN da aktivira imunski odgovor stimuliSuéi
ekspresiju gena odgovornih za sintezu imunoregulatornih citokina kao $to su: 1L-6, 1L-10,
IFNy, TNFo, TGFp, ali 1 gena ukljucenih u proces antioksidativne zaStite, prvenstveno
HMOX1 i NFE2L2. Dobijeni rezultati dalje su provereni u in vivo delu sprovedenog
istrazivanja, koriS¢enjem ELISA testa kojim su izmerene promene nivoa proteina u serumu
ili homogenatu tkiva pod dejstvom SFN. Kao 1 §to je o¢ekivano, 1 kod muzjaka i kod Zenki
pacova primecen je statistiCki znacajan porast nivoa Nrf2 u SFN 3 grupama, odnosno u
grupama koje su primale najviSu dozu SFN. Dozno zavisno dejstvo SFN na Nrf2
potvrdeno je i BMD analizom koja je pokazala da su Zenke osetljivije na SFN. Naime, kod
zenki pacova primena samo 0,197 mg/kg t.m./dan SFN na dan dovodi do 5% povecanja
nivoa Nrf2, dok je za isti efekat kod muZjaka pacova potrebno primeniti SFN u dozi od
0,377 mg/kg t.m./dan. Kako Nrf2 diktira ekspresiju HMOX1 gena koji kodira HO-1 protein
(214), ocekivao se i zabelezen porast nivoa HO-1 u SFN 3 grupi. Medutim, kod muZzjaka
pacova jedino statisticki znac¢ajno povecanje u odnosu na kontrolu uoceno je u SFN 1
grupi. Dobijeni rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da SFN reaguje sa tiolnim grupama
Nrf2 proteina formirajuéi tionoacil proizvode i sprecavaju¢i dalju posttranslacionu
modifikaciju proteina, odnosno dodavanje ubikvitinskih lanaca i raspadanje (inaktivaciju)
Nrf2. Posledi¢no, SFN aktivira Nrf2-Keapl-ARE signalni put (23). Nrf2-Keapl-ARE igra
centralnu ulogu u regulaciji adaptivnog celijskog odgovora na reaktivne kiseoni¢ne vrste,
odnosno pokre¢e mehanizme zastite ¢elija od slobodnih radikala (215). Pored toga, brojna
istrazivanja pokazala su da aktivacija Nrf2-Keapl-ARE signalnog puta moze doprineti
smanjenju simptoma u bolestima poput dijabetesne nefropatije (216), hroni¢nih
inflamatornih bolesti (217), multiple skleroze (218), ili Parkinsonove bolesti (219).
Odnosno, pravilno funkcionisanje ovog signalnog puta pokazalo se neophodnim za
odrzanje homeostaze u celijama. Dalje, poznato je i da Nrf2 ostvaruje vaznu anti-
inflamatornu ulogu dejstvom na enzime druge faze inflamacije, kao i inhibiraju¢i NF-kB
signalne puteve (22). Kobayashi i sar. (2016) pokazali su Nrf2 inhibira ekspresiju IL-6
citokina sprecavajuci tako prekomernu aktivnost imunskog sistema (220). Ovo je u skladu
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sa rezultatima dobijenim u okviru ove doktorske disertacije koji pokazuju statisticki
znacajno smanjenje nivoa IL-6 kod muzjaka pacova u SFN 2 1 SFN 3 grupi u odnosu na
kontrolu. Medutim, kod Zenki je uocen porast IL-6 u SFN 1 i SFN 2 u poredenju sa
kontrolom. Pored toga, kod muzjaka uocen je porast IL-10 u svim tretiranim grupama, ali
je najvisi nivo zabelezen u SFN 2 u odnosu na kontrolu. U istoj grupi zabelezena je i
smanjenja koncentracija IL-2 citokina $to moze ukazati na aktivaciju T regulatornih ¢elija
(221). Funkcija imunskog odgovora posredovanog T regulatornim ¢elijama je spre¢avanje
prekomerne aktivacije imunskog sistema (222). S druge strane kod Zenki pacova uocen je i
statisticki znacajan porast TNFa u SFN 3 grupi u odnosu na kontrolu pri ¢emu je efekat bio
dozno zavistan (izraCunati BMD iznosi 0,372 mg/kg/dan). Medutim, dosadasnja ispitivanja
pokazala su da SFN inhibira ekspresiju TNFa i smanjuje njegovu sekreciju (223) sto
zajedno sa inhibicijom IL-6 citokina moze biti u osnovi SFN-posredovanog
antidepresivnog, anksiolitickog (224), kao i1 kardioprotektivnog dejstva (225). Razlika u
dobijenim rezultatima moZe se objasniti time §to je u Ovom istrazivanju nivo TNFa meren
u homogenatu tkiva jetre, dok je u pomenutim studijama odredivan njegov nivo u serumu.
Odnosno, u skladu sa rezultatima dobijenim na modelu zebrice, postoji naznaka da SFN
ostvaruje Stetan efekat na nivou jetre, stimuliSu¢i produkciju TNFa. Zbog toga je dalje
ispitan uticaj SFN na parametre oksidativnog stresa u jetri, ali i drugim organima tretiranih
pacova.

5.1.3.2.5. Oksidativna oSte¢enja tkiva i patohistoloska analiza

Antioksidativni potencijal SFN opisan je u brojnim in vitro i in vivo studijama u kojima je
objasnjeno da dejstvom na Nrf2/HO-1, SFN pokrece niz reakcija koje rezultiraju
pojac¢anom aktivnoséu SOD (152). U sprovedenom eksperimentu na muzjacima i Zenkama
pacova nije uofeno znacajano povecanje nivoa parametara oksidacije, kao ni smanjenje
parametara antioksidativne zaStite uz par izuzetaka. Tako je, na primer, u homogenatu
tkiva jetre kod Zenki pacova zabeleZeno statisti¢ki znacajno smanjenje aktivnosti SOD 1
koncentracije ukupnih SH grupa u SFN 3 grupi, u odnosu na SFN 1, ali bez promena u
nivou IMA i MDA. Odnosno, SFN primenjen u najviSoj testiranoj dozi doprineo je
smanjenju potencijala antioksidativne zaStite u jetri, ali ne i povecanju generisanja
slobodnih radikala. Kod muzjaka pacova dozno zavisno smanjenje aktivnosti SOD
dobijeno je i u SFN 1 i u SFN 3 grupi u odnosu na kontrolu. Pored toga, histopatoloska
analiza pokazala je statisticki znaCajno vece ukupno mikroskopsko ostecenje tkiva jetre u
SEN 3 grupi muzjaka pacova, dok je histoloska struktura slezine ostala nepromenjena
nakon SFN tretmana 1 kod muzjaka 1 kod Zenki pacova. S druge strane, toksikogenomske
analize ukazuju na povecanu ekspresiju SODI1 gena i proteina pod dejstvom SFN. Jung-
Ran i sar. (2015) ispitali su hepatoprotektivno dejstvo SFN na modelu miSeva kod kojih je
hepatotoksi¢nost izazvana primenom acetaminofena. Rezultati ovog rada ukazali su na
povecanje ekspresije SOD1 (226), ali je vazno pomenuti da je ekspresija ovog gena nije
merena u tkivu jetre zdravog misa tretiranog samo SFN. Takode, u radu Chen i sar. (2021)
pacovi sa hepatiCkom ishemijskom reperfuzijom tretirani su dozom SFN od 5 mg/kg,
oralno §to je rezultiralo povecanjem aktivnosti SOD. Medutim, kao Sto je prethodno
pomenuto, ni u ovom radu nije merena aktivnost SOD u kontrolnoj grupi pacova bez
reperfuzione povrede jetre (227). Sli¢no tome u plu¢ima muzjaka pacova uocen je porast
nivoa IMA 1 MDA koji je bio najizraZzeniji u SFN 2, odnosno SFN 3 grupi, redom.
Medutim, paralelno sa nivoom IMA i MDA, rasla je i aktivnost SOD u plu¢ima tretiranih
pacova koja je bila statisticki znac¢ajno viSa u SFN 3 grupi u odnosu na kontrolu $to je u
skladu sa rezultatima dobijenim na embrionima zebrica. Ovo moZe znaciti da su pluca
pacova osetljivija na dejstvo SFN, ali zahvaljuju¢i dejstvu na Nrf2, SEN odrzava oksido-
reduktivni balans u plu¢ima. U in vivo ispitivanju na muzjacima miseva, Pan i sar. (2023)
pokazali su da primena 2 mg/kg t.m./dan SEN, tokom 4 nedelje, doprinosi poveéanju
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aktivnosti SOD u serumu kao i nivou GSH, dok smanjuje koncentraciju MDA i produkciju
ROS sprecavajuci tako proliferaciju ¢elija glatkih misi¢a pluénih arterija i remodelovanje
pluéne vaskulature (228). U epitelijalnim celijama pluca, SFN je sprefio pojavu
oksidativnog stresa uzrokovanog PM2,5 cesticama dejstvom na Nrf2 i posledi¢no,
stimulacijom ekspresije antioksidativnih gena, NQO1 i HO-1 (229). Kod Zenki pacova,
viden je znacCajan porast MDA u plazmi u sve tri tretirane grupe, ali je najvisi nivo izmeren
u SFN 1 grupi u odnosu na kontrolu. Pored toga, u tkivu bubrega Zenki pacova zabelezen
je porast koncentracije IMA i MDA u SFN 3 grupi, ali paralelno i porast vrednosti
parametara antioksidativne zastite, GSH, SH grupa i SOD. Pozitivan trend krive za GSH,
aktivnost SOD, kod koje je BMDL 4,82¢® mg/kg tm./dan SFN. U meta analizi
publikovanoj od strane Monteiro 1 sar. (2023) utvrdeno je da SFN ostvaruje
renoprotektivno dejstvo 1 sprecava nastanak bubreze insuficijencije (230). Jedan od
predlozenih mehanizama jeste i1 aktivacija enzima antioksidativne zasStite, ukljucujuéi 1
GSH (231).

In vitro rezultati ovog rada pokazali su da je efekat SFN na produkciju ROS u ¢elijama
malignog tumora dozno zavistan, pri ¢emu nize koncentracije dovode do smanjenja
generisanja slobodnih radikala, a vise do pojave oksidativnog stresa i apoptoze. U skladu
sa time, in vivo rezultati ukazuju na sposobnost SFN da odrzi oksido-reduktivni status u
ispitivanim organima kod muzjaka i Zenki pacova, pri ¢emu je jetra najosetljivija na
njegovo dejstvo.

5.2. Toksi¢nost inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa

5.2.1. In silico analiza

Sprovedena in silico analiza pokazala je da PA-MSHA reaguje sa genima uklju¢enim u
proces apoptoze i regulaciju imunskog odgovora. Neki od klju¢nih gena koji su se
izdvojili su IFNG, IL-2, IL-6, IL-10, TNF i TLR4 ali i AKT1, BCL2, CASP3, JUN i TP53.
Dejstvom na pomenute gene i njihove produkte - citokine, PA-MSHA regulise
molekularne puteve kao §to su signalni put tiroidnih hormona, signalni putevi interleukina,
ali i inflamacijom-indukovana apotoza. Ovo je u skladu sa prethodno objavljenim
rezultatima Liu i Duan (2017) koji su pokazali da PA-MSHA u koncentraciji od 108
¢elija/ml stimuliSe apoptozu celija tumora beSike, a inhibira njihovu proliferaciju 1
smanjuje invazivnost i migraciju kako in vitro, tako i in vivo. PredloZzeni mehanizam
dejstva zasniva se na stimulaciji M1 polarizacije makrofaga i posledi¢no, pojacane
sekrecije inflamatornih citokina, 1L-12, TNFa i IFNy. Ovi citokini dalje pospeSuju
fagocitnu sposobnost M1 makrofaga i tako zaustavljaju rast i razvoj tumroa (102).
Fagocitoza je proces kojim fagociti, ukljucuju¢i makrofage, neutrofile i monocite,
eliminiSu patogene, uklanjaju strane Cestice i izumrlu ¢eliju (232). S druge strane, dejstvom
na AKT1, BCL2 i/ili CASP3, PA-MSHA direktno regulise proces ¢elijske apoptoze. Dok su
AKT1 i BCL2 geni koji kodiraju anti-apoptotske proteine i time zaustavljaju proces
apoptoze (233, 234), CASP3 kodira kaspazu 3, enzim kljucan za izvrSenje programirane
¢elijske smrti (235). Stoga, neophodno je dalje istraziti vezu izmedu PA-MSHA i
pomenutih gena u cilju boljeg razumevanja relacije PA-MSHA - apoptoza.

5.2.2. In vitro analiza

Chang i sar. (2014) ispitali su citotoksi¢ni potencijal PA-MSHA in vitro, koristeé¢i tri
¢elijske kulture malignog tumora besike (T24, 5637, i HT-1376) (104). Primeceno je da
PA-MSHA dovodi do smrti 22,3% celija karcinoma nakon 48 h kada se primeni u
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koncentraciji od 0,9 x 10° ¢celija/ml. Pretpostavljeni mehanizam dejstva ukljucuje
aktivaciju kaspaza 3, 8 i 9 (104). Slican efekat dobijen je u radu Zhao i sar. (2016) koji su
tretirali Celije karcinoma pluca i to: PC-9, A549 i NCI-H1975. U koris¢enim celijskim
linijama primena PA-MSHA u koncetraciji od 1,25 x 10° éelija/ml izazvala je smrt 25,78%
tretiranih Celija, 26,08% i 21,11%, redom, posredstvom aktiviranih kaspaza (71). Medutim,
indukcija kaspaza nije jedini mehanizam kojim PA-MSHA ostvaruje antitumorske efekte.
Cheng i sar. (2016) ispitali su uticaj inaktivisane bakterije na ¢elije poreklom iz karcinoma
pankreasa, PANC-1 i SW1990 i utvrdili da je koncentracija od 1 x 10° ¢éelija/ml dovela do
smrti oko 20% tretiranih ¢elija nakon 48 h, kao i da je inhibicija EGFR signalnog puta
klju¢na za uocene efekte (100). U sprovedenim istraZivanjima u okviru ove doktorske
disertacije uocen je slican citotoksic¢ni potencijal pri primeni najniZe i najvise koncentracije
PA-MSHA na ispitivanim celijskim linijama zbog ¢ega se ne moze izvesti zakljucak da u
in vitro uslovima pokazuje citotoksi¢nost. Primena 0,18 x 10° ¢elija/ml PA-MSHA tokom
72 h dovela je do apoptoze 19% tretiranih HT-29 Celija $to se nije statisti¢ki znacajno
razlikovalo od efekata uocenih pri primeni 0,0225 x 10° éelija/ml, 0,045 x 10° éelija/ml i
0,09 x 10° ¢elija/ml PA-MSHA (Slika 10). Budué¢i da PA-MSHA spada u grupu
imunomodulatora, za ispoljavanje citotoksi¢nog efekta potreban je drugaciji
eksperimentalni sistem koji ukljucuje ¢elije imunskog sistema.

5.2.3. In vivo analiza

5.2.3.1. Akutna toksi¢nost na modelu zebrice

Rezultati ispitivanja akutne toksi¢nosti na embrionima zebrica pokazali su da PA-MSHA u
koncentraciji ve¢oj od 0,3% (5,4 x 10° ¢elija/ml) indukcije pojavu kardiotoksi¢nosti,
ukljucujuéi perikardijalni edem i1 usporavanje rada srca, kao i pojavu hepatotoksi¢nosti,
odnosno nekrozu jetre i odsustvo resorpcije Zumanceta kod svih tretiranih embriona.
Modelovanjem odnosa koncentracija-odgovor, izraCunata je donja granica pouzdanosti
koja moZe izazvati toksi¢nost na nivou kardiovaskularnog sistema, nekrozu jetre i
teratogene malformacije embriona zebrica, i ona iznosi 0,342%, odnosno 6,15 x 10°
¢elija/ml. Uticaj na razvoj mehura primeéen je kod svih tretiranh embriona zebrica kada je
koncentracija PA-MSHA bila veéa ili jednaka od 1% (1,8 x 107 éelija/ml) §to mozZe
ukazivati na to da je respiratorni sistem manje osetljiv na dejstvo PA-MSHA od jetre i
kardiovaskularnog sistema. Dodatno, modelovanjem odnosa koncentracija-odgovor
izratunato je da primena PA-MSHA u koncentraciji veéoj od 7,78 x 108 ¢elija/ml moze
uticati na razvoj mehura. Malformacije kod tretiranh embriona primeéene su pri
koncentracijama PA-MSHA veéim od 0,3% (5,4 x 10° ¢Eelija/ml). Letalni ishod je
zabelezen kod skoro 70% embriona zebrica pri koncentraciji od 5,4 x 107 éelija/ml, dok je
tretman sa 5% PA-MSHA (9 x 108 ¢elija/ml) doveo do smrti svih ispitivanih embriona.
Izragunata LC50 vrednost iznosila je 5,04 x 107 éelija/ml, §to je potvrdeno i modelovanjem
odnosa koncentracija-odgovor (BMC analizom) u kojoj je dobijen interval od 4,7 x 10’
éelija/ml do 5,66 x 107 éelija/ml.

5.2.3.2. Subakutna toksi¢nost na modelu pacova

5.2.3.2.1. Unos vode, hrane, relativha masa organa i prirast telesne mase
Kao 1 u slucaju SFN, unos hrane i vode, a posledi¢no i relativna masa organa i prirast
telesne mase varirali su tokom trajanja eksperimenta i kod muZzjaka i kod Zenki pacova

tretiranih rastu¢im dozama PA-MSHA. Uocena je znacajna razlika u ponaSanju muzjaka 1
zenki pacova u pogledu unosa vode i hrane. Dok su tretirani muzjaci unosili statisticki
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znacajno vise vode 1 hrane u svim vremenskim periodima, sa izuzetkom 28. dana tretmana,
unos vode kod zenki pacova varirao je tokom trajanja eksperimenta. Medutim, interesantno
je pomenuti da se prirast telesne mase muzjaka pacova razlikovao od kontrole samo na
kraju eksperimenta, kada je dobijeno smanjenje od 13% i 19% u PA-MHSA 2 i PA-MSHA
3 grupama, redom. Dodatno, primecéen je statisticki znacajan porast relativne mase pluca i
srca, a smanjenje jetre. Suprotno tome, kod zenki pacova zabeleZen je statisticki znacajno
smanjenje telesne mase u svim tretiranim grupama i svim vremenskim periodima u odnosu
na kontrolu, ali je najizrazeniji bio u prve dve nedelje tretmana. Jedino je zabelezeno
smanjenje relativne mase jetre u PA-MSHA 3 grupi i porast relativne mase srca u PA-
MSHA 2.

Dobijeni rezultati mogu se objasniti metabolickim i1 hormonalnim razlikama izmedu
polova. Dobro je poznato da tiroidni hormoni igraju vaznu ulogu u metabolickim
procesima u organizmu, ukljucuju¢i metabolizam lipida, proteina i1 Secera (236) pri ¢emu
hipotireoidizam moze dovesti do pojave gojaznosti, a hipertireoidizam do smanjenja
telesne mase (237). Dodatno, i drugi hormoni mogu uticati na telesnu masu, kao §to je
testosteron, €iji porast nivoa u serumu dovodi do gubitka telesne mase (238, 239). In silico
rezultati u ovoj doktorskoj disertaciji pokazali su da postoji veza izmedu PA-MSHA i
signalnog puta tiroidnih hormona, koja moze biti polno-specifi¢na, $to je neophodno dalje
ispitati. Stoga, u cilju razjaSnjenja iznetih rezultata, ispitan je 1 uticaj PA-MSHA na
biohemijske parametre, ukljucujuci lipidni status, kao i na nivo tiroidnih hormona i
testosterona u serumu tretiranih muzjaka i Zenki pacova.

5.2.3.2.2. HematoloSki i biohemijski parametri

U grupama tretiranim PA-MSHA wuocene su znacajnije promene u hematoloskim
parametrima u odnosu na SFN. U odnosu na kontrolu, zabeleZen je porast broja leukocita u
grupi PA-MSHA 1, a potom smanjenje u grupama PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3. Pored
toga, procenat monocita, broj eritrocita i nivo hematokrita bio je zna¢ajno niZi u tretiranim
grupama u poredenju sa kontrolom. U slu¢aju eritrocita i hematokrita, efekat je zavisio od
primenjene doze PA-MSHA $to je potvrdeno uz pomo¢ BMD analize. Izratunate BMDL
na broj eritrocita, odnosno da primena nize doze moZe izazvati pomenute promene.
Promene su uocene 1 u biohemijskim parametrima anemije, nivou gvozda i koncentraciji
TIBC. U grupama PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 dobijeno je smanjenje gvozda u odnosu na
kontrolu, kao i u PA-MSHA 3 grupi u odnosu na PA-MSHA 1, $to ukazuje na dozno-
zavisni efekat. Benchmark analizom potvrdeno je da porastom doze raste moguénost
pojave nezeljenog efekta, odnosno smanjenja nivoa gvozda u serumu muzjaka pacova.
Izradunata BMDL vrednost iznosila je 0,00159 x 10° éelije/ml §to je manje od najnize
primenjene doze u ovoj doktorskoj disertaciji. Posledi¢no, koncentracija TIBC bila je niza
u PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 u odnosu na PA-MSHA 1. S druge strane, MCHC bio je
znacajno Vvisi u tretiranim grupama u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je modelovanjem
odnosa doza-odgovor potvrdeno da uocene promene zavise od pirmenjene doze. lako se
visok nivo MCHC uglavnom povezuje sa anemijom, on moze biti posledica i1 drugih stanja,
kao S§to su osteCenje jetre (240) i pojaCana aktivnost tiroidne zlezde (234). Pored toga,
Dorgalaleh i sar. (2013) su pokazali da osobe sa hipertiroidizmom imaju nizi nivo
eritrocita, hemioglobina i MCV parametra uz porast MCHC vrednosti (242). Sli¢no tome,
Amed 1 Mohammed (2020) objasnili su da se kod Zena ceS¢e javljaju poremecaji
hematoloskih parametara koji su posledica hiperaktivnosti tireoidee. Visok nivo tiroidnih
hormona negativno korelira sa brojem eritrocita u krvi, koncentracijom hemioglobina i
MCV, a pozitivno sa MCHC parametrom (243). Ovo je u skladu sa rezultatima dobijenim
u sprovedenoj doktorskoj disertaciji, obzirom da su Zenke pacova pokazale vecu osetljivost
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na PA-MSHA kada su u pitanju hematoloski i biohemijski parametri. Naime, statisticki
znacajan porast broja i procenta neutrofila, kao i MCHC koncentracije uo¢en je u sve tri
tretirane grupe pacova. Sa porastom primenjene doze PA-MSHA rasla je i moguénost
promene navedenih parametara Sto je potvrdeno BMD analizom. Medutim, u prethodno
sprovedenim klini¢kim studijama, primena PA-MSHA svakog drugog dana u dozi od 1,8 x
10° ¢elije/ml, dovela je do neutropenije i leukopenije (85, 111). Uocene razlike mogu se
objasniti ¢injenicom da su pomenute klini¢ke studije ispitivale efikasnost PA-MSHA kao
dopunske terapije kod pacijenata obolelih od karcinoma, ¢iji je imunski sistem veé
kompromitovan. Dalje, koncentracija hematokrita i broj eritrocita smanjivale su sa
porastom primenjene doze PA-MSHA (u odnosu na kontrolu) $to je potvrdeno i
modelovanjem-odnosa doza-odgovor. Iako je nivo gvozda bio neizmenjen nakon tretmana
u serumu zenki pacova, razlika je uoc¢ena u TIBC parametru. U odnosu na kontrolu i PA-
MSHA 1 grupu, TIBC vrednosti bile su nize u PA-MSHA 2 grupi, dok je u PA-MSHA 3
grupi TIBC bio nizi u odnosu na PA-MSHA 2. Takode, UIBC se razlikovao izmedu
tretiranih grupa pa je u PA-MSHA 2 grupi koncentracija UIBC parametra bila znac¢ajno
niza u odnosu na PA-MSHA 1. Medutim, nije pronadena veza izmedu primenjene doze
PA-MSHA i TIBC, odnosno UIBC parametra. Dodatno, porast broja leukocita i limfocita
primecen je u PA-MSHA 2 u odnosu na kontrolu kod zenki pacova, dok su kod muzjaka
(BMDL) uocava se porast u procentu eozinofila u krvi muzjaka pacova. Porast nivoa
eozinofila moze ukazivati na aktivaciju Th2 ¢elija koje sekretuju pored IL-4, IL-13 i IL-5
vazne faktore za aktivaciju i umnoZzavanje eozinofila, ali i alergijsku reakciju (244),
odnosno osetljivost tretiranih zivotinja na PA-MSHA. Kod Zenki pacova porast eozinofila
uocen je samo u PA-MSHA 1 grupi.

PA-MSHA tretman doveo je i do promena u koncentraciji LDL i triglicerida u serumu
muzjaka i zenki pacova. Sprovedenom BMD analizom uoceno je da primenjena doza PA-
MSHA diktira porast nivoa LDL holesterola samo kod Zenki pacova, a koncentraciju
triglicerida u oba pola. Izratunate BMDL vrednosti za trigliceride iznosile su 0,0192 x 10°
éelija/ml, odnosno 1e® x 10° ¢elija/ml PA-MSHA, kod muZjaka i Zenki pacova, redom.
Vazno je napomenuti 1 da je odnos BMDL/BMDU bio manji od 10 kod muzjaka pacova,
Sto ukazuje na vecu pouzdanost dobijenih rezultata.

Pored toga, kod muzjaka i Zenki pacova uoceno je i smanjenje koncentracije parametara
funkcije bubrega, kreatinina 1 mokra¢ne kiseline, kao i nivoa kalcijuma u tretiranim
grupama. Kod Zenki pacova, ovo smanjenje zavisilo je od primenjene doze PA-MSHA
(BMD analiza). Takode, dobijen je i porast nivoa hlorida, koji je bio statisticki znacajan
samo kod muZjaka pacova. Na osnovu predstavljenih rezultata moZe se pretpostaviti da
PA-MSHA remeti funkcije bubrega. Parametri funkcije jetre i to: nivo albumina i
koncentracija alkalne fosfataze bili su nizi u tretiranim grupama, dok su vrednosti AST i
ALT bile sli¢ne kontrolnim. Dok je nivo alkaline fosfataze zavisio od primenjene doze PA-
MSHA kod oba pola, albumin pokazuje doznu-zavisnost samo kod muzjaka pacova. Stoga,
u buduc¢im istrazivanjima treba dalje ispitati uticaj inaktivisane bakterije na bubrege i jetru
pacova, s ciljem razjaSnjavanja mehanizama nastanka potencijalnih Stetnih efekata.

5.2.3.2.3. Nivoi hormona

Nakon 28. dana eksperimenta nivoi T3, T4, kao i fT3 i fT4 su kvantifikovani, nakon ¢ega
je izraCunat odnos T3/T4. Rezultati su ukazali na polno specifi¢ne hormonske odgovore na
razli¢ite doze PA-MSHA. Kod Zenki, primenjene doze PA-MSHA u grupama PA-MSHA
1 i PA-MSHA 3 znacajno su povecale nivoe T3, pri ¢emu je najvisa primenjena doza
izazvala izraZeniji efekat. Pored toga, obe doze su izazvale uporediva povecanja T3, Sto
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ukazuje na potencijalni efekat praga ili tacku zasicenja u hormonskom odgovoru. U prilog
tome govori i rezultat BMD analize u kojoj nije pronadena veza izmedu doze PA-MSHA i
T3, odnosno fT3 nivoa. Kod muzjaka, u PA-MSHA 2 grupi zabelezen je znaCajan pad
nivoa fT3, pri ¢emu je modelovanjem odnosa doza-odgovor izracuanta i BDML vrednost,
2,24e75 x 10° éelija/ml PA-MSHA. U grupi PA-MSHA 3 uogeno poveéanje nivoa fT4.
Medutim, 1 kod muzjaka i kod Zenki, odsustvo statisticki znacajne razlike u odnosu T3/T4
sugeriSe da je relativna ravnoteza izmedu tiroidnih hormona ostala konstantna u
eksperimentalnim grupama i kontrolnoj grupi, odnosno da ukupna hormonska ravnoteza
Stitaste Zlezde nije naruSena. Drugim re¢ima, prethodno pomenuti $tetni efekti PA-MSHA
na nivou metabolizma 1 parametara anemije verovatno nisu posledica poremecaja rada
Stitaste zlezde. Ipak, dobijeni rezultati isticu znacaj polno specificnih razmatranja pri
razvoju i primeni terapijskih intervencija koje uklju¢uju PA-MSHA. Dodatno, promene na
nivou testosterona nisu dobijene ni kod muzjaka ni kod zenki pacova tretiranih rastu¢im
dozama PA-MSHA.

5.2.3.2.4. Produkcija proteina

Primena inaktivisane bakterije PA-MSHA ima za cilj da aktivira prvenstveno urodeni
imunski odgovor, a zatim i steeni i pojaca odbrambenu sposobnost organizma (107).
Stoga, ne ¢ude rezultati dosadasnjih studija u kojima je uodeno da primena 1,8 x 10°
¢elija/ml PA-MSHA svakog drugog dana dovodi do porasta nivoa limfocita (78), dok 0,9 x
10%gelija/ml PA-MSHA stimuli$e oslobadanje proinflamatornih citokina i to, TNFa, IL-1b,
IL-6, a potom antiinflamatornih proteina, IL-4 i IL-10, spreavajuéi tako prekomernu
aktivnost imunskog sistema (83, 113). Sekretovani citokini, IL-4 i IL-10, inhibiraju TLR-
4/NF-xB signalni put ¢ime smanjuju prisutnu inflamaciju, §to je potvrdeno i u studiji
Zahng i sar. (2019) (245). Sli¢no tome, in silico i1 in vivo rezultati dobijeni u ovoj
doktorskoj disertaciji ukazuju na sposobnost PA-MSHA da stimuliSe sekreciju pro-
inflamatornih citokina, IL-2 i IFNy, S$to je pradeno i viSim koncentracijama
antiinflamatornih citokina, IL-10 i TGFB, kod muzjaka i zenki pacova, a $to moze biti u
osnovi detektovane eozinofilije. Koncentracija IFNy, IL-10 i TGFp zavisila je od
primenjene doze PA-MSHA S$to je potvrdeno BMD analizom. Kod muzjaka pacova,
dozu PA-MSHA bio je TGFB, za koga je izradunata BMDL vrednost 3,37e® x 10°
éelija/ml. Kod Zenki pacova, prvo je moguée uoéiti promenu u nivou IFNy, pri primeni 1e™
x 10° ¢elija/ml PA-MSHA. Dodatno, kod tretiranih Zenki pacova uoeno je povecéanje
aktivnosti Nrf2 zavisno od primenjene doze pri ¢emu je dobijeni BMDL/BMDU interval
uzak, ukazujuéi na visoku pouzdanost rezultata. Suprotno tome, jedina prethodno uocena
veza izmedu PA-MSHA 1 Nrf2 objasnjena je u radu Wei 1 sar. (2016) koji su tretirali
doksorubicin-rezistentne ¢elije karcinoma dojke inaktivisanom bakterijom u koncentraciji
od 0,848 x 10° ¢elija/ml tokom 24 h. PA-MSHA tretman zaustavio je rast i izazvao smrt
¢elija raka, inhibicijom Nrf2/p62 signalnog puta. Ovaj efekat potvrden je i na ksenograft
modelu Zenki miSeva injektovanih doksorubicin-rezistentnim céelijama raka, a tretiranim
PA-MSHA u dozi od 0,533 x 10° ¢elija/ml svakog drugog dana (90). Budu¢i da je najvisa
primenjena doza PA-MSHA u sprovedenoj disertaciji niza od doze kori$¢ene u radu Wei i
sar. (2016), moZe se pretpostaviti da primenjen tretman izaziva hormeti¢ki odgovor Nrf2.
Prekomerna aktivacija ili inhibicija imunskog odgovora moze dovesti do pojave Stetnih
efekata. Medutim, iako dobijeni rezultati potvrduju interakciju PA-MSHA i imunskog
sistema, paralelan rast nivoa pro- i anti-inflamatornih citokina ukazuje na odrzanje
inflamatornog balansa pod uticajem ispitivanog imunomodulatora.
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5.2.3.2.5. Oksidativna oStecenja tkiva i patohistolo§ka analiza

Primena PA-MSHA tokom 28 dana dovela je do porasta parametara oksidativnog stresa, i
to MDA u plazmi tretiranih muzjaka i zenki pacova, kao i smanjenja IMA i ukupnih SH
grupa. Dok u tkivu bubrega nisu uo¢ene znacajne promene oksidativnih parametara, u jetri
muzjaka 1 Zenki pacova doslo je do znacajnog povecanja MDA parametra u PA-MSHA 3
grupi koje je zavisilo od primenjene doze. Benchmark analiza pokazala je da su muzjaci
MDA u tkivu jetre (Slika 49 i 55). Pored toga, histopatoloska analiza tkiva jetre pacova
ukazuje na znacajno smanjenje deponovanja glikogena u PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3
grupama u poredenju sa kontrolom kod muzjaka pacova, odnosno u PA-MSHA 3 grupi
kod zenki tretiranih pacova. Medutim, interesantno je da je primenjen tretman, povecao
ukupno mikroskopsko oStecenje samo u PA-MSHA 3 grupi zenki pacova. Dobijeni
rezultati ukazuju na potencijal PA-MSHA da izazove oksidativno oSteenje jetre u
eksperimentalnim Zivotinjama oba pola $to moze biti posledica PA-MSHA-zavisne
povecane produkcije proinflamatornih citokina i stimulacije imunskih ¢elija, pre svega
neutrofila. Medutim, skorasnja istrazivanja pokazuju da neutrofili, zapravo, igraju vaznu
ulogu u reparaciji jetre i to, zahvaljuju¢i pojac¢anoj produkciji slobodnih radikala koji
stimuliSu diferencijaciju makrofaga iz proinflamatornih M1 u antiinflamatorne M2
makrofage koje podsticu reparaciju tkiva (246). M2 makrofage karakteriSe produkcija
antiinflamatornih citokina kao §to su IL-10 i TGFf (247) s§to objasnjava uocen porast ovih
citokina u sprovedenom istrazivanju. Dodatno, organ muzjaka pacova osetljiv na primenu
PA-MSHA bila su plu¢a, kod kojih je uo€en porast parametra oksidacije IMA u zavisnosti
od primenjene doze, a pad GSH, odnosno smanjenje aktivnosti antioksidativne zastite §to
je u skladu sa rezultatima dobijenim na zebricama. Medutim, paralelno se uocava i porast
aktivnosti SOD koja $titi pluéa od oksidativnog stresa. Slicno tome, u srcu i timusu
tretiranth muzjaka pacova uofen je porast svih merenih parametara oksidativnog
stresa/antioksidativne zastite. lako je nivo IMA i MDA porastao u odnosu na kontrolu,
odbrambeni mehanizmi, odnosno aktivnost SOD i GSH takode su bili visi u poredenju sa
kontrolom pa je struktura tkiva timusa ostala nepromenjena §to je potvrdeno histoloskom
analizom. Pluca, srce i tumus Zenki pacova, pokazali su manju osetljivost na PA-MSHA. U
tkivu srca, zabelezen je samo porast GSH 1 SOD, odnosno parametara antioksidativne
zastite, dok u plu¢ima nije bilo razlike u odnosu na kontrolu. Kona¢no, u timusu tretiranih
zenki pacova uocava se porast svih merenih parametara, ali je samo nivo GSH i MDA
zavisio od primenjene doze PA-MSHA sto je pokazano BMD analizom. Izratunate BMDL
vrednosti iznosile su, 1,09e® x 10° ¢elija/ml, odnosno 1e® x 10° ¢elija/ml, redom.
Hematoloska analiza kod Zenki pacova pokazala je da inaktivisana bakterija povecava broj
limfocita ¢ija se proizvodnja, sazrevanje, ali i eliminacija vr$i u timusu (248). Medutim,
osnovna patohistoloska analiza pokazala je da oksido-reduktivnog balansa u tkivu timusa
zenki pacova nije naruSen. Patohistoloska analiza uzorka tkiva slezine, nije pokazala
promene u PA-MSHA-tretiranim grupama u odnosu na kontrolu.

5.3. Toksi¢nost kombinovane primene sulforafana i inaktivisane
bakterije Pseudomonas aeruginosa

5.3.1. In silico analiza

In silico analiza zasniva se na interakcijama koje SFN, odnosno PA-MSHA ostvaruju sa
genima. Komparativna tokiskogenomicka baza podataka identifikovala je 1933 SFN-
intereagujucih gena, dok je za PA-MSHA, literaturnom pretragom otkriveno samo 64
gena. Imajuci u vidu da i SFN i PA-MSHA spadaju u grupu imunomodulatora, ocekivano
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je da uticu na sli¢ne gene regulisuci tako funkcije imunskog sistema i procese povezane sa
imunskim odgovorom, kao $to je apoptoza. U sprovedenom istrazivanju identifikovano je
13 zajednickih gena, medu kojima su pro-inflamatorni citokini, TNF i INFG, ¢ija je
ekspresija pojacana dejstvom PA-MSHA, ali ne i SFN. Naime, dobijeni rezultati ukazuju
na oprecno dejstvo SFN na nivou IFNG, a dvojno (stimuliSuce i inhibitorno) na nivou TNF
$to moze zavisiti od primenjene doze i duzine trajanja ekspozicije. Oba imunomodulatora
intereaguju sa CD14 proteinom u istom smeru, poveéavajuci njegovu ekspresiju. CD14 je
visoko eksprimiran na M1 makrofagama uklju¢enim u proces fagocitoze (232), $to ukazuje
da su imunski odgovori posredovani njihovim dejstvom. Takode, stimuliSu¢i ekspresiju
CASP3, CASP8 i BAX, SFN i PA-MSHA direktno uti¢u na proces apoptoze $to moze biti u
osnovi njihovog antitumorskog efekta. Dobijene rezultate neophodno je dalje ispitati u
cilju razumevanja veze izmedu kombinovane primene SFN i PA-MSHA i imunskog
sistema, pre svega pomenutih pro-inflamatornih citokina.

5.3.2. In vitro analiza

Kombinovani citotoksi¢ni efekat SFN i PA-MSHA ispitan je na dve celijske linije
humanog karcinoma kolona, HCT-116 i HT-29 tako §to su celije tretirane istovremeno
tokom 72 h ili prvo SFN tokom 24 h, a potom PA-MSHA jo$ 72 h. U oba slucaja, uoceno
je da SFN diktira citotoksi¢nost, u smislu da su efekti kombinovanog tretmana sli¢ni
efektima primene samo SFN, pri ¢emu su HCT-116 ¢elije pokazale vecu osetljivost na
primenjenu kombinaciju imunomodulatora. Medutim, kombinovana primena dovela je do
smrti manjeg broja ¢elija u odnosu na pojedina¢nu primenu inhibitorne koncentracije SFN
(za HCT 8,41 uM SFN, za HT-29, 24,83 uM SFN), ukazuju¢i na smanjeno citotoksi¢no
dejstvo kombinacije SFN i PA-MSHA u odnosu na citotoksi¢no dejstvo samog SFEN.
Mehanisticki, kao i pojedina¢na primena SFN, kombinovana primena imunomodulatora,
mogla bi da dovede do smrti ¢elija karcinoma kolona aktivacijom p53 signalnog puta, $to
je u skladu sa prethodno objavljenim radom Wang i sar. (2021) (187). Dodatno, pretretman
malignih ¢elija SFN, a potom tretman PA-MSHA, doveo je do smrti veceg broja celija u
odnosu na istovremenu primenu SFN i PA-MSHA.

5.3.3. In vivo analiza

5.3.3.1. Akutna toksi¢nost na modelu zebrice

Toksi¢nost kombinovane primene SFN i PA-MSHA ispitana je kod embriona starosti 6 hpf
do 120 hpf, koriS¢enjem koncentracija pojedinacnih imunomodulatora koje nisu imale
uticaj na prezivljavanje embriona, niti su indukovale pojavu znaka kardiotoksi¢nosti
(perikardijalni edem), odnosno hepatotoksi¢nosti (redukovana resorpcija Zumanceta i
nekroza jetre). Letalni efekat je konstatovan pri koncentracijama SFN > 4 pg/ml i PA-
MSHA > 0,25%, ali je preZivljavanje u svim ispitivanim kombinacijama bilo ve¢e od 50%.
Dok su najvece koncentracije bez Stetnog efekta pojedinacno primenjenih SFN i PA-
MSHA, iznosile 3 pg/ml i 0,3%, u kombinovanom tretmanu je najveca koncentracija bez
Stetnog efekta SFN bila 1 pg/ml, odnosno 0,1% PA-MSHA (1,8 x 108 éelija/ml). Prema
ispitivanjima na embrionima zebrica SFN i PA-MSHA se mogu bezbedno kombinovati u
koncentraciji od 5 pg/ml SFN i do 0,1% PA-MSHA, odnosno 0,3% PA-MSHA (5,4 x 10°
¢elija/ml) 1 do 1 pg/mL SFN. Pri kombinaciji ve¢ih koncentracija imunomodulatora je
najpre uocen uticaj na razvoj mehura, a potom 1 uticaj na resorpciju zumanceta i pojava
nekroze jetre, kao indikatora hepatotoksi¢nosti. Sa druge strane, ni u jednoj primenjenoj
kombinaciji ispitivanih imunomodulaotora nije uofena pojava perikardijalnog edema,
odnosno znakova kardiotoksicnosti. Dok pojedinac¢na primena SFN ne dovodi do pojave
perikardijalnog edema, PA-MSHA u koncentraciji od 6,15 x 10° ¢elija/ml izaziva
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kardiotoksi¢nost. Medutim, pri kombinovanoj primeni, izostanak kardiotoksi¢nosti, bi se
mogao pripisati kardioprotektivnom dejstvu izotiocijanata. Istrazivanje Boneto i sar.
(2022) pokazalo je da intraperitonealna primena SFN u dozi od 5 mg/kg t.m./dan tokom 25
dana poboljsava kardija¢nu funkciju nakon infarkta miokarda kod miseva (46). Jedan od
predlozenih mehanizama jeste i aktivacija Nrf2 signalnog puta kojim SFN ostvaruje
antiinflamatorno i antiokisdativno delovanje (155). Koncentraciono-zavisni efekat uoc¢en
je pri ispitivanju teratogenosti, pri ¢emu su malformacije embriona zabelezene pri primeni
3 pg/ml SFN i 0,25% PA-MSHA (4,5 x 10° ¢elija/ml), dok su modelovanjem odnosa
koncentracija-odgovor, izracunate koncentracije SFN (4,69 pg/ml) i PA-MSHA (5,92 x
10% ¢elija/ml) koje mogu dovesti do pojave teratogenih efekata pri kombinovanom
tretmanu.

5.3.3.2. Subakutna toksi¢nost na modelu pacova

5.3.3.2.1. Unos vode, hrane, relativha masa organa i prirast telesne mase

Kao 1 u slu¢aju pojedinacne primene imunomodulatora, rezultati prirasta telesne
mase muzjaka pacova pokazuju da je u grupi koja je tretirana najvi§im dozama SFN i PA-
MSHA (MIX 3) nakon 7. 1 21. dana zabelezZen statisticki znacajan porast telesne mase od
14% i 27%, redom. Suprotno tome, kao i u grupama tretiranim samo SFN, odnosno PA-
MSHA, kod zenki pacova je zabelezeno smanjene telesne mase u MIX 1 i MIX 2 i to u
svim vremenskim periodima, dok je u grupi MIX 3 jedino statisti¢ki znacajno smanjenje
telesne mase uoCeno 21. dana tretmana. Unos hrane i vode varirao je tokom trajanja
eksperimenta pri ¢emu su muzjaci unosili znacajno vise vode i hrane od kontrole, dok je
kod tretiranih Zenki pacova razlika u odnosu na kontrolu bila manje izrazena. Kao §to je
prethodno objasnjeno pojedinacni imunomodulatori mogu dovesti do smanjenja telesne
mase tretiranih zenki pacova uticajem na razliCite metabolicke procese. Posledicno, i
njihova kombinacija izaziva slicne promene. Medutim, zabeleZeno je isto smanjenje
telesne mase tretiranih zivotinja pri primeni SFN 1 PA-MSHA pojedinacno, 1 u
kombinaciji. Kombinovana primena SFN i PA-MSHA nije dovela do zna¢ajnih promena
relativnih masa organa ni kod muZzjaka ni kod Zenki pacova, kao ni primena pojedinaénih
imunomodulatora. Jedina statisticki znac¢ajna razlika kod muzjaka uocena je na nivou pluca
gde je tretman doveo do poveéanja relativne mase posmatranog organa u sve 3 tretirane
grupe. Kod zenki pacova doslo je do blagog uvecanja slezine, pri ¢emu je jedino statisticki
znacajno uvecanje u odnosu na kontrolu primeceno u grupi 1 (MIX 1).

5.3.3.2.2. Hematolos$ki i biohemijski parametri

Kod tretiranih Zenki pacova uo¢ene su znacajnije promene hematoloskih parametara u
odnosu na muzjake, diktirane inaktivisanom bakterijom Pseudomonas aeruginosa koja je i
pri pojedinac¢noj primeni izazvala slicne promene. Kod muzjaka pacova uocen je trend
porasta broja i % limfocita u krvi, ali je jedino statistiCko znacajno povecanje dobijeno u
MIX 1 grupi u kojoj je % limfocita bio visi u odnosu na kontrolu. U istoj grupi zabelezeno
je smanjenje % neutrofila i eozinofila, kao i smanjenje bazofila u poredenju sa kontrolom.
Parametri anemije i to broj eritrocita, hemioglobin, hematokrit, MCHC, koncentracija
gvozda 1 TIBC bili su nizi u MIX 2 1 MIX 3 grupi u odnosu na MIX 1, ali ne 1 kontrolu.
Drugim re¢ima, kombinovana primena SFN i PA-MSHA ne dovodi do anemije za razliku
od pojedina¢ne primene inaktivisane bakterije, ve¢ u najnizim dozama (0,5 mg/kg t.m./dan
i 0,09 x 10° ¢elija/ml) moze Gak izazvati znaGajno poveéanje pomenutih parametara.
Suprotno tome, kod Zenki pacova, uoceno je smanjenje broja eritrocita u svim tretiranim
grupama u odnosu na kontrolu, pracen smanjenjem koncentracije hemioglobina i
hematokrita, kao 1 porastom MCH 1 MCHC vrednosti. Medutim, nivo gvozda 1 TIBC bili
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su poviseni samo u MIX 1 grupi u odnosu na kontrolu. Ovo je karakteristicno za
megaloblasticnu anemiju, koja najceS¢e nastaje kao posledica nedostatka vitamina B12 ili
folne kiseline (249). Uocen efekat moze se pripisati dejstvu PA-MSHA koji je i sam doveo
do sli¢nih promena u krvi tretiranih Zenki pacova.

Ostali biohemijski parametri praceni u ovoj doktorskoj disertaciji, kod muzjaka pacova,
nisu pokazali znacajne razlike u odnosu na kontrolu. Naime, uocen je statisticki znacajan
porast ukupnog i HDL holesterola u svim tretiranim grupama, dok je od parametara
funkcije jetre jedino nivo ukupnih proteina bio povisen i to samo u MIX 1 grupi. Funkcija
bubrega, takode, je bila oCuvana s obzirom da je samo nivo mokraéne kiseline 1 kalcijum
bio povisen u MIX 1 grupi u odnosu na kontrolu. Kod Zenki pacova, kao i pri pojedina¢noj
primeni PA-MSHA, dobijen je porast nivoa LDL holesterola, a smanjenje triglicerida u
tretiranim grupama u odnosu na kontrolu. Dodatno, smanjenje koncentracije kreatinina,
mokra¢ne kiseline, kalcijuma, neorganskog fosfora i magnezijuma u svim tretiranim
grupama moze ukazivati na ranu fazu hroni¢nog osStecenja bubrega (250). Medutim, ni za
jedan od pomenutih parametara nije uo¢ena dozna-zavisnost modelovanjem odnosa doza-
odgovor.

5.3.3.2.3. Nivoi hormona

Jedina promena uocena kod pacova tretiranih kombinacijom ispitivanih imunomodulatora
bila je na nivou T4 hormona i to kod muzjaka pacova. Naime, uocen je statisticki znacajan
porast u svim tretiranim grupama u odnosu na kontrolu, koji nije bio dozno-zavistan, niti je
doveo do poremecaja odnosa T3/T4 hormona u serumu. Ispitivani imunomodulatori,
pojedinacno i u kombinaciji, u primenjenim dozama ne dovode do znacajnih promena na
nivou prac¢enih hormona.

5.3.3.2.4. Produkcija proteina

Dok je SFN prvenstveno stimulisao produkciju Nrf2 i HO-1, a PA-MSHA pro- i
antiinflamatorne citokine, efekat kombinovane primene imunomodulatora na ispitivane
proteine kod muzjaka i zenki pacova, bio je od manjeg znacaja zbog velike standardne
devijacije u okviru grupa. Uocen je trend rasta i pro- I antiinflamatornih citokina, koji nije
zavisio od primenjenih doza. Tako je, na primer, kombinovana primena SFN i PA-MSHA
dovela do porasta nivoa INFy kod pacova oba pola, bez znacajnih promena na nivou
TNFa. Ovo je samo delimi¢no u skladu sa dobijenim in silico rezultatima buduéi da PA-
MSHA stimuliSe ekspresiju oba citokina, a SFN inhibira IFNy, dok na TNFa deluje
dvojako. Iz priloZzenog se moze pretpostaviti da primenjena doza SFN u kombinaciji sa
PA-MSHA nije dovoljno visoka da ublazi efekte inaktivisane bakterije na nivou IFNy, kao
§to ni primenjena doza PA-MSHA nije dovoljno visoka da dovede do promene nivoa
TNFa, ni pri pojedinacnoj primeni, niti u kombinaciji. Budu¢i da je povecanje sekrecije
IFNy u osnovi antitumorskog efekta inaktivisane bakterije Pseudomonas aeruginosa (101-
103), ali se dovodi i1 u vezu sa pojavom Stetnih efekata posredovanih inflamacijom (85,
113), dobijeni rezultat moze se tumaciti i kao pozitivan i kao negativan efekat
kombinovane primene imunomodulatora. Dodatno, dobijeni rezultati mogu ukazivati i na
vecu osetljivost IFNy na inaktivisanu bakteriju u odnosu na TNFo, kao i1 na izraZenije
dejstvo PA-MSHA na imunski sistem u odnosu na SFN kada se primenjuju u dozama do 5
mg/kg t.m./dan SFN i 0,36 x 10° ¢éelija/ml PA-MSHA. Dodatno, kod tretiranih Zenki
pacova, uoceno je smanjenje IL-10 u svim tretiranim grupama. Isti trend uocen je i kod
zenki tretiranih samo SFN, ali nije bio statisticki znacajan. To moze ukazivati da je PA-
MSHA pojacao SEN-indukovane efekte na nivou IL-10 citokina. Budu¢i da se aktivacijom
imunskog sistema pokrec¢e niz kompleksnih interakcija u organizmu, neophodno je dalje
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ispitati i razjasniti uticaj kombinovane primene imunomodulatora na njegove funkcije
sagledavanjem vecéeg broja pro- i antiinflamatornih citokina.

5.3.3.2.5. Oksidativna oStecenja tkiva i patohistoloska analiza

Parametri oksidativnog statusa, takode, ukazuju na vecu osetljivost Zenki pacova na
primenjen kombinovani tretman. Tako je, u tkivu bubrega tretiranih Zenki pacova uocen
porast nivoa parametara oksidativnog stresa, ali i antioksidativne zaStite $to moze biti
razlog za prethodno opisane promene na nivou biohemijskih parametara funkcije bubrega.
Pored toga, u tkivu timusa uoc¢en je porast IMA, MDA, ali i SOD, analogno rezultatima
dobijenim kod zenki tretiranih samo PA-MSHA. Dodatno, patohistoloska analiza pokazala
je da nakon kombinovanog tretmana imunomodulatorima, tkivo timusa zenki pacova nije
oStec¢eno. Zatim, kombinovana primena imunomodulatora kod pacova oba pola dovela je
do slabljenja odbrambene sposobnosti plu¢a od slobodnih radikala $to se karakteriSe
smanjenjem nivoa GSH u svim tretiranim grupama nezavisno od primenjene doze, §to je u
skladu sa prethodno primec¢enom osetljivos¢éu mehura kod embriona zebrica. Suprotno
tome, u tkivu srca pacova zabelezen je statisticki znaCajan porast parametara
antioksidativne zastite, GSH i SOD kod pacova oba pola §to se moze objasniti
kardioprotektivnim dejstvom SFN. Takode, patohistoloska analiza tkiva jetre i slezine
pokazala je da kombinovana primena imunomodulatora ne dovodi do znacajnih oStecenja
ispitivanih tkiva. Dodatno, uoc¢eno je da iako primena PA-MSHA pojedina¢no dovodi do
smanjenja deponovanja glikogena u PA-MSHA 2 i PA-MSHA 3 grupi muzjaka pacova, a
SFN do porasta ukupnog mikroskopskog oste¢enja jetre u najvisoj ispitivanoj dozi, njihova
kombinacija ne izaziva ove promene. Kod zenki pacova, smanjenje deponovanja glikogena
i porast ukupnog mikroskopskog ostecenja uoceno je u PA-MSHA 3 grupi, ali ne i u
grupama tretiranim kombinacijom SFN i PA-MSHA zahvaljujuéi protektivnim dejstvom
SEN. U tkivu slezine nisu zabeleZzene znacajne patohistoloske promene pri primeni SEN i
PA-MSHA pojedinac¢no, i u kombinaciji. Jedini kriterijum koji je znac¢ajno promenjen u
slezini, i to pove¢an u MIX 2 grupi muzjaka pacova u poredenju sa kontrolnom bio je broj
limfoidnih folikula. Medutim, uo¢ena promena nije dovela do znacajnog povecanja nivoa
limfocita u krvi tretiranih pacova. U crvenoj pulpi slezine muzjaka pacova znacajna
promena uocena je u broju histiocita, koji su bili visi u MIX 3 grupi u odnosu na kontrolu
§to je praceno povecanjem produkcije proinflamatornih citokina i to: CXCL1, IL-2 i IL-6.

5.4. Kriti¢ni toksiéni efekti

Modelovanjem odnosa doza odgovor kod tretiranih pacova, dobijena je dozna zavisnost
hematoloskih i biohemijskih parametara, nivoa hormona, citokina i drugih proteina, kao i
parametara oksidativnog stresa/antioksidativne zastite za SFN i PA-MSHA. Poredenjem
BMD vrednosti za pojedinacne imunomodulatore doSlo se do najnizih izracunatih
vrednosti BMD medu prac¢enim efektima koji predstavljaju kriti¢ni toksic¢ni efekat.

Od hematoloskih parametara, dozno-zavisni odgovor pri primeni SFN kod muzjaka pacova
dobijen je za procenat i broj limfocita, kao i procenat neutrofila pri ¢emu je najniza BMDL
vrednost dobijena za procenat neutrofila. Primena SFN u dozi od 0,0105 mg/kg t.m./dan
dovodi do smanjenja broja neutrofila u krvi muZzjaka pacova i predstavlja kriti¢ni toksi¢ni
efekat, imaju¢i u vidu da se smanjenjem broja neutrofila, smanjuje i antiinflamatorna
zaStita organizma (252). S druge strane, kod zenki pacova tretiraih rastu¢im dozama SFN,
najniza BMDL vrednost dobijena je za koncentraciju SH grupa u bubrezima pri ¢emu je
uoceno da primena 0,00054 mg/kg t.m./dan SFN moze dovesti do 5% povecanja njihove
koncentracije stimuliSu¢i tako mehanizme antioksidativne zastite u bubrezima (253).
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Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa dovela je do dozno-zavisne promene
veéeg broja parametara i kod muzjaka i kod Zenki pacova. Medutim dozno-zavisni efekti
na nivou produkcije proteina identifikovani su kao kriti¢ni toksi¢ni efekti. Dok je, kod
muzjaka tretiranih pacova uocen pozitivan trend rasta koncentracije TGFB pri primeni
0,000162 x 10° ¢elija/ml PA-MSHA, kod Zenki je zabelezeno da primena 0,00287 x 10°
¢elija/ml dovodi do dozno-zavisnog porasta koncentracije IFNy. Imajuéi u vidu postojanje
polno-specifi¢nih razlika u imunskog odgovora, pri ¢emu testosteron stimuliSe oslobadanje
TGFB, a Thl ¢elije koje su brojnije kod Zenki produkciju i sekreciju IFNy (254), dobijen
rezultat bio je u skladu sa oCekivanjima.

Uticaj na citokine moze se smatrati i pozitivnim i negativnim efektom tretmana. Naime,
visok nivo TGFpB detektuje se u ¢elijama tumora kolona i dojke i dovodi se u vezu sa
pojavom metastaza u kasnijim fazama bolesti (255, 256). Medutim, sa druge strane, visok
nivo TGFP sprecava prekomernu aktivaciju imunskog sistema i time §titi organizam od
inflamatornih patoloskih stanja (257). Dodatno, TGFp stimulise proliferaciju fibroblasta i
ukljucen je u proces normalnog zarastanja rana (258). Slicno tome, pokazano je da IFNy
doprinosi aktivaciji imunskog odgovora i ostvaruje antitumorske efekte (259), kao i da
posreduje u zastiti ¢elija od intracelularnih patogena, virusa i bakterija (260). Medutim,
prekomerna produkcija proinflamatornih citokina, kao Sto je IFNy moze dovesti do
hroni¢ne inflamacije koja je u osnovi brojnih oboljenja (261).
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6. ZAKLJUCCI

Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da pojedinacna, kao i kombinovana
primena ispitivanih imunomoduatora, SFN i PA-MSHA izaziva razliite toksi¢ne efekte,
pri ¢emu su izvedeni sledec¢i zakljucci:

In silico analizom pokazano je da molekul SFN poseduje dve toksofore (izocijanat i
izotiocijanat) u strukturi koje mogu dovesti do oSte¢enja hromozoma ili doprineti
senzibilizaciji koze, kao 1 da SFN uti¢e na gene ukljucene u regulaciju imunskog
odgovora, oksidativnog statusa i apoptoze, pre svega Nrf2, HO-1, IFNG, TNF,
CASP3.

PA-MSHA utice na gene ukljuCene u proces regulacije imunskog odgovora i
apoptoze.

Kombinovana primena SFN i PA-MSHA uti¢e na 13 zajedni¢kih gena uklju¢enih u
procese funkcionisanja imunskog sistema i apoptoze, pri ¢emu PA-MSHA
stimulise ekspresiju IFNG i TNF, dok SFN inhibira IFNG, a deluje dvojako na
nivou TNF.

In vitro ispitivanjem SFN ostvaruje citotoksi¢an efekat na éelije karcinoma kolona
zaustavljanjem celijskog ciklusa u G2/M fazi. HCT-116 celije pokazuju vecu
osetljvost na SFN u odnosu na HT-29.

PA-MSHA ne pokazuje citotoksi¢nost in vitro budu¢i da izaziva smrt 8,2%,
odnosno 19% HCT-116 i HT-29 ¢elija, redom.

Citotoksi¢ni efekat kombinovane primene imunomodulatora je nizi u odnosu na
efekat dobijen primenom samo SFN pri ¢emu je ¢éelijska linija HCT-116 pokazala
vecu osetljivost od HT-29.

U in vivo ispitivanju na embrionima zebrica srednja letalna koncentracija SFN
iznosi 14,8 pg/ml, hepatotoksicna BMCL 6,85 pg/ml, dok je najniza BMCL
koncentracija dobijena za efekat na razvoj mehura 3,2 pug/ml.

Srednja letalna koncentracija PA-MSHA za embrione zebrica iznosi 4,7 x 10’
éelija/ml. Izradunata BMCL za efekat na razvoj mehura je 7,78 x 106 éelija/ml, dok
je BMCL za hepato-, kardiotoksic¢nosti i teratogenost kod embriona zebrica jednaka
i iznosi 6,15 x 10° gelija/ml.

Kombinovana primena SFN i PA-MSHA indukuje Stetne efekte na embrionima
zebrice u koncentracijama u kojima pojedinacne supstance nisu ispoljile Stetan
efekat. SFN i PA-MSHA u kombinacijama koncentracija od 5 pug/ml SFN i do
0,1% (1,8 x 105 ¢elija/ml PA-MSHA, odnosno 0,3% (5,4 x 10° éelija/ml) PA-
MSHA i do 1 pg/mL SFN nisu izazvale stetne efeke.

U in vivo ispitivanju na pacovima SFN dovodi do promena na nivou hematoloskih i
biohemijskih parametara, uti¢e na produkciju proteina i parametre oksidativnog
stresa/antioksidativne zastite kod muzjaka i Zenki pacova.

Aktivacija Nrf2/HO-1 signalnog puta i promene antioksidativne sposobnosti mogu
biti u osnovi pozitivnih ali i negativnih efekata SFN.

Grani¢ni nivo toksi¢nosti SFN za smanjenje procenta neutrofila kod muzjaka
pacova iznosi 0,0105 mg/kg t.m./dan na osnovu izracunate BMDL vrednosti, dok
kod Zenki pacova primena 0,00054 mg/kg t.m./dan SFN dovodi do povecanja
koncentracije SH grupa u bubrezima.

Zenke pacova su osetljivije na dejstvo PA-MSHA u pogledu hematoloskih i
biohemijskih parametara koji odrazavaju funkciju bubrega. PA-MSHA dovodi do
razvoja anemije i oStecenja bubrega kod tretiranih Zenki, ali ne i muzjaka pacova.
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e PA-MSHA izaziva promene na nivou tiroidnih hormona ali ne remeti ukupnu
hormonsku ravnotezu Stitaste zlezde.

e Povecanje i pro- i antiinflamatornih citokina i kod muzjaka i zenki pacova, pre
svega IFNy i TGFpB, kao i smanjenje oksidativne zaStite moze biti u osnovi
toksi¢nih mehanizama PA-MSHA.

e Grani¢ni nivo toksi¢nosti PA-MSHA za povecanje koncentracije TGFp kod
muzjaka pacova iznosi 0,000162 x 10° éelija/ml na osnovu izratunate BMDL
vrednosti, dok kod Zenki pacova primena 0,00287 x 10° ¢éelija/ml PA-MSHA
dovodi do povecanja koncentracije IFNy.

e Zenke pacova osetljivije su na dejstvo kombinovane primene ispitivanih
imunomodulatora. Kombinovana primena, kao i pojedina¢na primena PA-MSHA
moze dovesti do pojave anemije i/ili slabljenja bubrezne funkcije kod Zenki, ali ne 1
muzjaka pacova.

e Kombinovana primena imunomodulatora dovodi do promena antioksidativne
sposobnosti pluca i kod muzjaka i kod Zenki pacova, odnosno aktivnost GSH.

e Kombinovana primena ne dovodi do smanjenja deponovanja glikogena u jetri
tretiranih pacova, ni do povecanja ukupnog mikroskopskog ostecenja, odnosno do
promena uocenih pri pojedinacnoj primeni SFN 1 PA-MSHA.

e Benchmark doze za efekte kombinovane primene imunomodulatora SFN i PA-
MSHA praceni tokom ispitivanja subakutne toksi¢nosti kod pacova nisu utvrdene.

Sumarno, dobijeni rezultati ukazuju na to da ispitivani imunomodulatori pojedinacno 1 pri
kombinovanoj primeni uti¢u na imunski odgovor dejstvom na IFNy in silico i in vivo, kao i
na apoptozu in vitro, $to moze biti u osnovi njihovih pozitivnih, ali i negativnih efekata.
Uticaj na razvoj mehura predstavlja kritican toksi¢ni efekat na embrionima zebrica za SFN,
a za PA-MSHA su to malformacije embriona zebrica, kardiotoksi¢nost i hepatotoksi¢nost.
Kombinovana primena SFN i PA-MSHA indukuje $tetne efekte na embrionima zebrice u
koncentracijama u kojima pojedinacne supstance nisu ispoljile Stetan efekat. Praceni efekti
(hematoloski, biohemijski parametri, nivoi hormona, produkcija citokina i drugih proteina i
parametri oksidativnog stresa) u in vivo ispitivanju na pacovima pokazuju doznu-zavisnost.
Kriti¢an toksi¢ni efekat SFN je smanjenje procenta neutrofila, a za PA-MSHA povecanje
koncentracije transformiSuceg faktora beta kod muzjaka pacova. Dodatno, rezultati
ispitivanja na eksperimentalnim zivotinjama pokazuju da su efekti kombinovane primene
SFN i PA-MSHA sli¢ni efektima pojedinaéne primene PA-MSHA. SFN je umanjio $tetne
efekte PA-MSHA na nivou jetre, kao $to je smanjenje deponovanja glikogena, ali ne i
Stetne efekte na parametre anemije i bubrega pri kombinovanoj primeni. Dobijeni rezultati
razjasnjavaju mehanizme toksi¢nosti pojedinacne i kombinovane primene ispitivanih
imunomodulatora, a utvrdeni grani¢ni nivoi toksicnosti za pojedina¢ne imunomodulatore
predstavljaju osnovu za dalji odabir doza pri njihovoj kombinovanoj primeni.
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8. PRILOZI

8.1. Prilog 1 - Dodatni rezultati

(A)

Alert Descriptions

! Alert: 304 Isocyanate or isothiocyanate (from KB: Derek KB
2020 1.0)

Alert Description Image Match with gquery compound
L 1=——N C !
R1=C
R2=0,5
(B)
Predictions

Knowledge Base: Derek KB 2020 1.0

Version Last Modified Date Certified by
1.0 26/03/2020 09:28:54 Lhasa Limited, Leeds, Yorkshire, UK

Reasoning Summary

#+ Chromosome damage in vitro in mammal is PLAUSIBLE
« Alert matched: 304 Isocyanate or isothiocyanate

# Mutagenicity in vitro in bacterium is PLAUSIBLE
+ Alert matched: 304 Isocyanate or isothiocyanate

# Skin sensitisation in mammal is PLAUSIBLE
+ Alert matched: 410 Isothiocyanate

Slika 1. Toksofore u molekulu sulforafana (Derek Nexus) (A), predvideni toksic¢ni efekti

sulforafana sa nivoom dokaza (B)
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Tabela 1. Sulforafan-intereagujuéi geni Cija je ekspresija poveéana, odnosno smanjena u
kolorektalnom karcinomu, karcinomu pankresa i prostate

Povecano eksprimirani geni Smanjeno eksprimirani geni

GPM6B, AKR1B10, FHL1, SYNM, CNN1,
PCK1, BCHE, CFD, HPGD, SLC26A2,

MMP28, PDE9A, PLN, CLU, TMEM100, Ciﬁé‘KTlgégélSLE?\rélll’
FABP4, DHRS11, GCNT3, PLACS8, TCF21, UBE2S ’EGFLG, PLAU'
OGN, PLCE1, KLF4, MT1E, SFRP1, SGK1, ! ' :

CEP55, NEK2, NOX4, SOX4,
EPHA7, CPM, BMP2, MT1G, KIT, NR5A2, COL1AL SCD. LRPS. CKS2
Kolorektalni karcinom ALDH1A1, TSPAN1, RCAN2, KLF9, EDNR’A TIMPl be9 !
SELENBP1, PPARGC1A, MLIP, SORBS2, NEBL bUSP4 ,CXCL2’
MFAP4, TOX, ANK2, FGL2, BEX4, CKB, ' ’ '
TRIM29, CCL20, PMEPAL1,
ADGRL3, CRYAB, ENTPD5, GSN, HSPA2,
MFAP2, CXCL1, TACSTD?2,

EPHX2, UGDH, F13A1, FBLN1, ETFDH, TRIB3. CXCLS. SPP1 SLCBAG

PLPP1, PEG10, PIGR, DSC2, PTX3, CES3, ' ' '
ABHD3, COL4A5, GALNT12, BRINP3

LUM, LAMA3, HPGD, HKCD1, FBX032, NPCL, CETR, DUSP4, HSPD1

Karcinom pankreasa F13A1, COL5A1, ACTA2
BEX4, CKB, ADGRL3, CRYAB, ERG, P('EHN?E,\SA' AleSu;,\cAg’ ,\AA?([EZ
Karcinom prostate ABCC4, ARFGEF3, ENTPDS5, SPON2, NOX4, PGMS, PPP1R3C.
TMEFF2 SYMM

Tabela 2. Inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa-intereagujucéi geni preuzeti iz
dostupnih literaturnih podataka

Poveéano eksprimirani geni Smanjeno eksprimirani geni

ATGS5, TLR6, TLR7, TICAM1, LAMP1,
CD80, I1L4, TLR3, AKT3, IL5, CD28, BAD,

TLR1, CD40LG, TLR9, CSF3, IL10, EGFR, AKT, ERK, MMP9,
MAPK10, CD86, ITGAX, IFNG, TLR2, VEGF, CCND1, CCNEL,
Inaktivisana bakterija TLR4, CXCL10, CCL2, ARG1, CD40, CDK2, CDK4, PCNA, VIM,

Pseudomonas aeruginosa |CCL21, CXCL12, BAX, CD14, MAPKY, IL6, |SNAIL1, NRF2, SKSTM1, NOS2,
AKT2, MAPKS8, CDKN1B, NFKB2, CASPS, BCL2, GSK3B, CTLA4,
TNF, MYD88, PTEN, CDKN1A, CASP3, PDCD1
MAPK3, MAPK1, CDH1,

MAPK14
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Tabela 3. Vrsta interakcija izmedu ispitivanih imunomodulatora i zajednickih gena (CTD;

https://ctdbase.oral) i metabolicki proces regulisan datim genima

Gen
AKT1
BAD
BAX
CASP3
CASP8
CCL2
CD14
CDH1
CDKNI1A
IFNG
TLR4
TLR6
TNF

PA-MSHA SFN

1 11

1
T T
T T
1 T
T 11
T T
T 7
1 1
T 1
T i
T T
T "l

Metabolic¢ki proces

Apoptoza
Apoptoza
Apoptoza
Apooptoza
Apoptoza
Imunski odgovor
Imunski odgovor
Imunski odgovor
Imunski odgovor
Imunski odgovor
Imunski odgovor
Imunski odgovor

Imunski odgovor

SFN: sulforafan, PA-MSHA.: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa

Prezivljavanje [%]

MRC-5
150
100~
50
0 T T 1
0 50 100 150

Koncentracija [M]

Slika 2. Kriva preZivljavanja MRC-5 éelija nakon tretmana rastucéim koncentracijama

sulforafana tokom 72 sata
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Slika 3. Reprezentativne fotomikrografije preseka timusa muZjaka pacova iz kontrolne grupe
(A1, A2) i tretiranih grupa SFN1 (B1, B2), SFN2 (C1, C2), SFN3 (D1, D2), PA-MSHA1 (E1,
E2), PA-MSHA2 (F1, F2), PA-MSHA3 (G1, G2), MIKS1 (H1, H2), MIKS2 (11, 12) i MIKS3 (J1,
J2). Preseci tkiva obojeni hematoksilinom/eozinom i posmatrani pomocu objektiva 4x (A1, B1,
C1, D1, E1, F1 G1, H1, 11, J1) (bar: 200 um) i objektiva 10x (A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2,
12, J2) (bar: 100 pm)

SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan), SFN 2: sulforfan (2 mg/kg t.m/dan), SFN 3: sulforafan (5 mg/kg
t.m/dan); PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elija/ml); PA- MSHA 2:
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° éelija/ml); MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10°
¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5
mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml)
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Slika 4. Reprezentativne fotomikrografije preseka timusa Zenki pacova iz kontrolne grupe (Al,
A2) i tretiranih grupa SFN1 (B1, B2), SFN2 (C1, C2), SFN3 (D1, D2), PA-MSHAL (E1, E2),
PA-MSHAZ2 (F1, F2), PA-MSHA3 (G1, G2), MIKS1 (H1, H2), MIKS2 (11, 12) i MIKS3 (J1, J2).
Preseci tkiva obojeni hematoksilinom/eozinom i posmatrani pomoéu objektiva 4x (A1, B1, C1,
D1, E1, F1 G1, H1, 11, J1) (bar: 200 um) i objektiva 10x (A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2, 12,
J2) (bar: 100 pum)

SFN 1: sulforafan (0,5 mg/kg t.m/dan), SFN 2: sulforfan (2 mg/kg t.m/dan), SFN 3: sulforafan (5 mg/kg
t.m/dan); PA-MSHA 1: inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,09 x 10° ¢elija/ml); PA- MSHA 2:
inaktivisana bakterija Pseudomonas aeruginosa (0,18 x 10° ¢elija/ml); PA-MSHA 3: inaktivisana bakterija
Pseudomonas aeruginosa (0,36 x 10° éelija/ml); MIX 1: SFN + PA-MSHA (0,5 mg/kg t.m./dan + 0,09 x 10°

¢elija/ml); MIX 2: SFN + PA-MSHA (2 mg/kg t.m./dan + 0,18 x 10° ¢elija/ml); MIX 3: SFN + PA-MSHA (5
mg/kg t.m./dan + 0,36 x 10° ¢elija/ml)
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8.2. Prilog 2 - Objavljeni i saopSteni rezultati koji ¢ine deo doktorske
disertacije

Rad u medunarodnom c¢asopisu izuzetnih vrednosti (M21a)

Bozic D, Barali¢ K, Zivan¢evi¢ K, Antonijevié¢ Miljakovi¢ E, Curéi¢ M, Antonijevié¢ B,
Buha Djordjevi¢ A, Bulat Z, Zhang Y, Yang L, Puki¢-Cosié D. Predicting sulforaphane-
induced adverse effects in colon cancer patients via in silico investigation. Biomedicine &
Pharmacotherapy. 2022 Feb 1;146:112598.

Bozic D, Zivanéevi¢ K, Barali¢ K, Antonijevié Miljakovi¢ E, Buha Djordjevi¢ A, Curéié
M, Bulat Z, Pukié¢-Cosi¢ D. Conducting bioinformatics analysis to predict sulforaphane-
triggered adverse outcome pathways in healthy human cells. Biomedicine &
Pharmacotherapy. 2023;160:114316.

Barali¢ K, Zivanovié J, Mari¢ D, Bozic D, Grahovac L, Antonijevi¢ Miljakovié¢ E, Cur¢ié¢
M, Buha Djordjevi¢ A, Bulat Z, Antonijevi¢ B, DPukié-Cosi¢ D. Sulforaphane — a
compound with potential health benefits in disease prevention and treatment: insights from
pharmacological and toxicological experimental studies. Antioxidants. 2023;13:147.

Rad u vrhunskom medunarodnom casopisu (M21)

Bozic D, Zivanovi¢ J, Zivan&evi¢ K, Barali¢ K, Puki¢-Cosi¢ D. Current trends in anti-
tumor effects of Pseudomonas aeruginosa mannose-sensitive-hemagglutinin (PA-MSHA):
an overview of positive and negative effects. Cancers. 2024;16:524.

Predavanje po pozivu sa medunarodnog skupa $tampano u izvodu (M32)

Bozi¢ D, Barali¢ K, Zivan&evi¢ K, Buha Pordevié A, Antonijevi¢ Miljakovi¢ E, Curéié M,
Bulat Z, Antonijevi¢ B, Zhang Y, Yang L, Puki¢-Cosié D. Predicting toxic effects of an
immunomodulator, sulforaphane: Bioinformatic analysis. 13th International Congress of
the Serbian Society of toxicology; 2023 May 10-12; Serbian Society of toxicology,
Belgrade, Serbia: Book of Abstracts; 61-62p.

Saopstenje sa medunarodnog skupa Stampano u celosti (M33)

Bozi¢ D, Zivandevié¢ K, Barali¢ K, Javorac D, Buha Dordevi¢ A, Antonijevi¢ Miljakovi¢
E, Mari¢ B, Cur¢i¢ M, Bulat Z, Antonijevi¢ B, Puki¢-Cosi¢ D. Applying ,.in silico®
toxicogenomic data mining to predict molecular mechanisms and pathways against
carcinoma: immunomodulator sulforaphane as a case study. 1st International Conference
on Chemo and Biolnformatics, ICCBIKG 2021, (470-473). DOI: 10.46793/ICCBI121.470B

SaopStenje sa medunarodnog skupa Stampano u izvodu (M34)

DPukié-Cosi¢ D, Barali¢ K, Zivanéevié K, Buha Pordevié A, Antonijevi¢ Miljakovi¢ E,
Curéi¢ M, Javorac D, Mari¢ B, Bulat Z, Antonijevié¢ B, Jorgovanovié¢ D. Investigating the
sulforaphane safety: in silico toxicogenomic data mining approach. Abstracts of the 6th
Croatian Congress of Toxicology with International Participation, CROTOX 2021, Rabac,
Croatia, 3-6 October 2021.
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Bozic D, Zivandevi¢ K, Barali¢ K, Tavri¢ J, Planko$ A, Curéi¢ M, Antonijevi¢ B, Bukic-
Cosic D. Mechanistic studies of sulforaphane induced toxicity: in silico approach.
Toxicology Letters Official Journal of EUROTOX, Abstracts of the Toxicology Letters
Official Journal of EUROTOX, Abstracts of the 54th Congress of the European Societies
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Lett, 368S1 (2022), p87.
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E, Buha Pordevi¢ A, Cur&i¢ M, Bulat Z, Antonijevi¢ B, Pukié¢-Cosi¢ D. Predicting
sulforaphane-induces adverse effects in prostatic cancer patients via in silico investigation.
Abstracts of the 57th Congress of the European Societies of Toxicology (EUROTOX);
2023 September 10-13; Ljubljana, Slovenia: Elsevier; 2023. 114p. (Toxicology Letter; vol.
384S1).

Bozic D, Barali¢ K, Zivanovi¢ J, Zivandevi¢ K, Puki¢-Cosi¢ D. Comparative study of
positive and negative sulforaphane activity against different tumor types via bioinformatic
analysis. Abstracts of the 57th Congress of the European Societies of Toxicology
(EUROTOX); 2023 September 10-13; Ljubljana, Slovenia: Elsevier; 2023. 115p.
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Bozi¢ D, Barali¢ K, Zivanovi¢ J, Zivanéevi¢ K, Mari¢ D, Vukeli¢ D, Mani¢ L, Grahovac
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9. BIOGRAFIJA AUTORA

Dragica Bozi¢ (rod. Jorgovanovi¢) rodena je 09.12.1992. godine u Boru, gde je zavrsila
osnovnu $kolu i gimnaziju kao nosilac diplome ,,Vuk Karadzi¢”. Farmaceutski fakultet
Univerziteta u Beogradu, studijski program Farmacija, upisala je Skolske 2011/12. godine.
Tokom studija bila je stipendista Ministarstva prosvete Republike Srbije, Skolske
2011/2012. godine. U toku integrisanih akademskih studija ucestvovala je u izradi
studentskog naucno-istrazivackog rada pod nazivom ,,Uticaj navika u ishrani na unos zive
kod trudnica u Beogradu”. Diplomirala je 22.09.2016. godine sa prose¢nom ocenom 8,71.
Zavrs$ni rad pod nazivom ,,Toksi¢nost antiretroviralnih lekova” odbranila je na Katedri za
toksikologiju ,,Akademik Danilo Soldatovi¢” sa ocenom 10. Po obavljenom pripravnickom
stazu za farmaceute u Apoteci ,,Sana” i OpStoj bolnici u Boru polozila je strucni ispit
05.07.2017. godine. Doktorske akademske studije na Univerzitetu u Beogradu -
Farmaceutskom fakultetu, modul Toksikologija, upisala je akademske 2016/17. godine i
polozila sve ispite predvidene planom i programom doktorskih akademskih studija. U
periodu od septembra 2018. do aprila 2019. godine boravila je u Narodnoj Republici Kini
kao gostujuci student kod profesora Yi Zhang-a, u biomedicinskom centru Prve pridruzene
bolnice Dzengdzou Univerziteta, provincija Henan (The First Affiliated Hospital of
Zhengzou Univeristy, Zhengzhou, Henan, China). U zvanje istrazivac-pripravnik izabrana
je 21. novembra 2019. godine na Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, a
istrazivac€ - saradnik 20. oktobra 2022. godine. Od sredine 2021. godine je angazovana na
istrazivacko-razvojnom projektu u okviru medunarodne saradnje izmedu Republike Srbije
i Narodne Republike Kine pod nazivom ,,Povecanje efikasnosti imunoterapije karcinoma
kombinacijom CAR-T ¢elija ili PD-1/PD-L1 inhibitora sa imunomodulatorima”, a ¢iji je
nosilac Farmaceutski fakultet Univerziteta u Beogradu. Takode, od aprila 2021. do
novembra 2021. godine ucestvovala je na projektu ,,Informisana mama, zdrava beba —
kako bezbedno Ziveti sa hemikalijama?” ¢iji je nosilac UdruZenje toksikologa Srbije, a
finansiran je od strane Ministarstva zdravlja Republike Srbije. Od 2022. do 2024. ucestvuje
u realizaciji projekta ,,Upoznaj toksicnost — Zivi bezbedno (MeeTox)” ¢iji je nosilac
UdruZenje toksikologa Srbije, Srbija. Dobitnik je nagrade za najbolje rezultate
naucnoistrazivackog rada nastavnika i saradnika Farmaceutskog fakulteta u Beogradu za
2020/2021. skolsku godinu, ,,Veselin Luci¢”, kao i1 druge godisnje nagrade Farmaceutskog
fakulteta u Beogradu za najbolje nau¢no - istrazivacke radove studenata poslediplomskih
studija u 2023. godini. 2018. godine poloZila je TOEFL (Test of English as a Foreign
Language) ispit sa ukupnim skorom 93 Sto odgovara viSem srednjem nivou engleskog
jezika koji na skali Zajedni¢kog okvira Saveta Evrope nosi oznaku B2. Clan je Saveza
farmaceutskih udruzenja Srbije, Udruzenja toksikologa Srbije, Evropskog udruzenja
toksikologa - EUROTOX i Medunarodnog udruzenja toksikologa - IUTOX.
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10. 1IZJAVE AUTORA DOKTORSKE DISERTACIJE

N3jaBa 0 ayTopcTBY

Nwme u nipesume ayropa [paruma boxxuh

bpoj unnekca 11/2016

N3jaBibyjem

J1a je TOKTOpCKa ArcepTallija moj HacJI0BOM

In silico, in vitro m in ViVO HWCIUTHMBAamE TOKCHYHOCTH KOMOMHOBAHE IIPUMEHE

IMyHOMOIIyJIaTopa cyidbopadana u nHakTHBHCaHe OakTepuje Pseudomonas aeruginosa

pe3yJITaTr CONCTBEHOT UCTPAKUBAUKOT Paja;

e Jla JMcepTalnyja y LUEIMHU HU y JIeIOBUMA HUje Ouia MpeiiokeHa 3a CTHIAbe
JIpyre JUIJIOME IpeMa CTYIUjCKUM IpOorpamMHMMa JIPYrMX BHCOKOIIKOJICKHX
YCTaHOBA;

J1a Cy pe3yJTaTh KOPEKTHO HAaBEJEHU U

e Jla HHMCaM KpIIMO/JIa ayTOpcKa IMpaBa W KOPUCTHO/JIa UHTEIEKTYalHy CBOjUHY

JpyTUX JHLA.

IMoTrnuc ayropa

VY beorpany, 04.07.2024
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M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE M €JIEKTPOHCKE
Bep3uje JOKTOPCKOI paja

Nwme u [pe3uMe ayTopa Hparuna Boxuh

bpoj unnekca 11/2016

Crynujcku nporpam Tokcukooruja

Hacmo pama In silico, in Vvitro u in vivo MCUOUTHBamke TOKCHYHOCTH KOMOWHOBAHE

pUMEHE MMYHOMoAayaaropa cyiadopadhaHa W WHAKTHBHCAaHE Oakrepuie Pseudomonas

aeruginosa

Mentopu ap cu. Jlanujena Bykuh-hocuh, penoBHu npodecop u ap ciu. Anekcanaap

ITaBuh, Hay4YHU caBeTHUK

U3jaBibyjem ma je mtaMrana Bep3uja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA €JEKTPOHCKO)]
BEp3UjU KOJy caM IMpejao/Ja paaud TNoxpambeHa y JIMTHTAJHOM peno3uTOpHjymy
Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaM J1a ce 00jaBe MOjU JIMYHU TIOJIAIM BE3aHU 3a J0OH]jamkhe aKaJIeMCKOT Ha3MBa
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U Ipe3uMe, FoJuHa U MeCTo pohewma u aaTtym oalOpaHe
pana.

OBU IMYHU NTOJIALIM MOTY c€ 00jaBUTH Ha MPEXHHUM CTpaHUIaMa JIUruTaiHe OMOInoTeKe,
y €JIEeKTPOHCKOM KaTajory M y myoaukaiujama YHuBep3uTera y beorpany.

IIornuc ayropa

VY Beorpany, 04.07.2024
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N3jaBa o kopuuthewy

Osnamhyjem YHuBep3uteTcky Ombmmoteky ,,CBero3ap MapkoBuh® na y Jlururamxu
perno3uToprjyM YHuBep3uTeTa y beorpamy yHece Mojy IOKTOPCKY AHMCEpTalHjy TOJ
HACJIOBOM:

In silico, in vitro m in ViVO HCIHTHBaWmE TOKCHYHOCTH KOMOMHOBAHE NPUMEHE

HMYHOMOIyJIaTopa cyidopadana u nHakTuBrcane Oakrepuje Pseudomonas aeruginosa

KOja je Moje ayTOPCKO JEeJo.

Jucepranyjy ca CBUM NPHIO3UMa TIPEao/jia caM y eJeKTPOHCKOM (popMaTy MOroHOM
3a TPajHO apXUBHUPAHE.

Mojy JOKTOPCKY JUCepTalujy TOXpamkeHy y JIUruTajHOM  pEemo3uTOpHjyMy
YuuBep3utera y beorpagy u I0CTynHY y OTBOPEHOM IMPHUCTYITY MOTY Jia KOPUCTE CBH
KOjU TOIITYjy oapende canapxkaHe y omabpaHoM tumy juieHue KpeaTuBHe 3ajemHurie
(Creative Commons) 3a KOjy caMm ce OJUTy4IHo/Ja.

1. AyropctBo (CC BY)
2. AyropctBo — Hekomepirjaiaao (CC BY-NC)
@AYTOPCTBO — HekoMmepuujaiaHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AytopcTBO — HEKOMepIHjanHo — aenutu noa uctum ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 npepaaa (CC BY-ND)
6. AyropctBo — nenutu no uctuM yciosuma (CC BY-SA)

(MonuMo n1a 3a0Kpy>KHTE CaMO JeIHY O] IIeCT MOHYheHUX JTUIEHITH.
Kparak onuc nunieHIu je cacTaBHU JIe0 OBE M3jaBe).

Iornuc ayropa

VY Beorpany, 04.07.2024
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AyTtopcrBo. J{03BOJbaBaTE YMHOXKaBame, JUCTPHOYIH]y M jJaBHO CAOMILITABAHE
Jerna, U mpepaje, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH oj cTpaHe ayTopa
WJIY JJaBaolia JIMICHIIE, YaK U y KomepuujanHe cBpxe. OBO je HajcI000IHHU]ja O] CBUX
JIUIICHIIH.

AyTOpcTBO — HekoMepuujaiaHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXaBame, JUCTPUOYIHU]Yy H
JaBHO CaoMILITaBame JeNa, U Ipepaje, ako ce HaBe/le MME ayTopa Ha Ha4uH ofpeheH
Ol CTpaHe ayTopa WM JaBaoua JjuueHne. OBa JMIEHIA HE J03BOJbaBa
KOMepIHjaHy ynorpeoy nena.

AyTOpCcTBO — HeKoMepuHjajaHo — 0e3 mpepaga. J[o3BojbaBaTe yMHOXaBameE,
TUCTPUOYIIM]y W jaBHO CaoNIITaBame Jeia, 0e3 IMpPOMEHa, MpeoOIMKOBama WIIH
yrnoTtpebe zena y CBOM Jielly, ako Ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HauyuH ojpeheH on
CTpaHe ayTopa WJM JaBaoua juneHne. OBa JUIEHIIa HE J03BOJbaBa KOMEPLHjATHY
ynotpeOy ziena. Y oJHOCY Ha CBE OCTaje JIMIEHIE, OBOM JIMIICHIIOM C€ OTpaHUYaBa
HajBehn oOuM npaBa kopumthema fena.

AYTOPCTBO — HEKOMEPUHjaJIHO — JAeJUTH MOJ MCTHM ycaoBuMma. J[03BobaBaTe
YMHOXaBamwe, AUCTPUOYIU]Y U JaBHO CAOIIITaBame Jea, U Ipepaje, ako ce HaBee
MMe ayTopa Ha HauuH ojpeljeH o CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMLEHIE U aKo ce
npepaga IuUCTpuOyupa MOJ HMCTOM WM CIMYHOM JjuieHuoMm. OBa JHIIEHIIa HE
JI03BOJbaBa KOMEPIMjaIHy YIIOTpeOy Aena U mpepaja.

AyTopcTBO — 0e3 mpepana. J[03BojbaBaTe YMHOXKaBame, NUCTPHOYIH]Y M jaBHO
caorIITaBame jiesa, 0e3 MpoMeHa, MpeodIMKOBamka WIH YIIOTpeOe /1eja y CBOM ey,
aKo ce HaBe/le MME ayTopa Ha Ha4ywH onpeheH o7 cTpaHe ayTopa WM JaBaola
muneniie. OBa JIMIIeHIIa J03B0JbaBa KOMEPIIMjallHy ynoTpeOy aena.

AYTOpPCTBO — [JeJUTH MOJ HCTHUM YcjaoBuMma. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKABaWbE,
TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOMIITaBamke Jieja, U Mpepaje, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha
HauMH ojnpeheH on CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIEHIE M aKo ce mpepana
mcTpuOynpa TOJ WCTOM WIM CIMYHOM JumeHioM. OBa JHIIEHIIA J03BOJbaBa
KOMepIIMjaiHy ynoTpeOy nena u npepaga. CindHa je COPTBEPCKHUM JIUIEHIIaMa,
OJTHOCHO JHIIeHIIaMa OTBOpPEHOT KO/a.
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