UNIVERZITET U BEOGRADU

FARMACEUTSKI FAKULTET

Aleksandra A. Buha

TOKSICNI EFEKTI PRODUZENE IZLOZENOSTI
KADMIJUMU I/ILI POLIHLOROVANIM
BIFENILIMA U PACOVA

doktorska disertacija

Beograd, 2016



UNIVERZITET U BEOGRADU

FARMACEUTSKI FAKULTET

Aleksandra A. Buha

TOKSICNI EFEKTI PRODUZENE IZLOZENOSTI
KADMIJUMU I/ILI POLIHLOROVANIM
BIFENILIMA U PACOVA

doktorska disertacija

Beograd, 2016



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF PHARMACY

Aleksandra A. Buha

TOXIC EFFECTS OF PROLONGED EXPOSURE TO
CADMIUM AND/OR POLYCHLORINATED
BIPHENYLS IN RATS

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2016



Clanovi komisije za odbranu doktorske disertacije:

Prof. dr Vesna Matovié¢, mentor
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet

Prof. dr Biljana Antonijevic¢
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet

Prof. dr Milena Kataranovski
Univerzitet u Beogradu - Bioloski fakultet

U Beogradu




TOKSICNI EFEKTI PRODUZENE IZLOZENOSTI KADMIJUMU I/ILI
POLIHLOROVANIM BIFENILIMA U PACOVA

Rezime

Tokom prethodnih decenija, kadmijum (Cd), metal bez bioloske funkcije,
je zbog svoje toksi¢nosti i sposobnosti bioakumulacije postao predmet brojnih
toksikoloskih istrazivanja. Polihlorovani bifenili (PCB), Siroko rasprostranjeni
zagadivaci zivotne sredine koji ulaze u lanac ishrane, takode predstavljaju
znacajnu globalnu pretnju po zdravlje ljudi. Ljudi i drugi organizmi su obi¢no
izloZeni smeSama razlicitih supstanci koje su prisutne u Zivotnoj sredini, hrani i
u proizvodima Siroke upotrebe. Medutim, uz nekoliko izuzetaka, toksikoloske
studije i studije procene rizika razmatraju toksi¢ne efekte pojedinac¢nih
supstanci, pa i dalje nema podataka o efektima istovremene izloZzenosti Cd i
PCB.

Ova studija je imala za cilj da ispita efekte izloZenosti razli¢itim dozama
Cd ili PCB, kao i efekte istovremene izloZenosti razli¢itim dozama ovih
supstanci na prirast t.m, hematoloske parametre, funkciju jetre i bubrega i
Stitaste Zzlezde. Ispitani su i parametri oksidativhog statusa i status
bioelemenata u cilju pojasnjenja mehanizama toksi¢nosti Cd i PCB. Nakon
uspostavljana veze izmedu primenjenih doza i koncentracija Cd i PCB u ciljnim
tkivima, ispitano je postojanje dozne zavisnosti ispitivanih parametara i
izracunate su Benchmark doze (BMD) za ispitivane parametre. Istrazeni su i
efekti istovremene primene razli¢itih doza Cd i PCB na pomenute parametre,
kao i moguce interakcije Cd i PCB pri njihovoj istovremenoj primeni u
ispitivanim tkivima i organima.

Sest grupe pacova su primale 0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5 ili 10 mg Cd/kg
t.m/dan u obliku vodenog rastvora CdCly, Sest grupa je tretirano sa 0,5; 1; 2; 4; 8
ili 16 mg PCB/kg t.m/dan u obliku Aroclor 1254 rastvorenog u kukuruznom
ulju, dok je devet grupa tretirano smesama razli¢itih doznih kombinacijama Cd

i PCB (1,25; 2,5 ili 5 mg Cd/kg t.m/dan sa 2; 4 ili 8 mg PCB/kg t.m/dan). Dve



grupe koje su primale samo vodu odnosno samo kukuruzno ulje sluZile su kao
kontrola. Eksperimentalne Zivotinje tretirane su oralno, gavazom, tokom 28
dana.

Obe hemikalije ispoljile su izraZzen efekat na prirast t.m. pacova sto
sugeriSe da obe supstance ispoljavaju razvojnu toksi¢nost. Kriti¢ni hematoloski
efekat obe hemikalije je ispoljen na broj leukocita. Studija je pokazala
hepatotoksic¢ne i nefrotoksi¢ne efekte oba toksi¢na agensa uz oksidativni stres
kao vazan mehanizam toksi¢nosti. Dokazano je da Cd i PCB uti¢u i na enzimske
i na neenzimske komponente antioksidativnog sistema zastite te da izazivaju
degradaciju lipida i proteina u jetri i bubrezima. Studija je takode ukazala i na
sposobnost obe ispitivane supstance da ometaju funkciju Stitaste Zlezde.
Kadmijum je pre svega, doveo do smanjenja nivoa hormona T3 $to ukazuje na
izraZeniji uticaj Cd na procese koji se deSavaju van same Zlezde, dok je PCB
ispoljio izraZenije efekte na nivoe T4 hormona najverovatnije kao rezultat
njihovog direktnog uticaja na stitastu zlezdu.

Poredenje izracunatih BMD vrednosti i procenjenih NOAEL vrednosti
(No Observable Adverse Effect Level-doza bez Stetnog efekta) za ispitivane
parametre uglavnom je ukazalo na nize BMD vrednosti. Potvrdeno je da BMD
koncept omogucava bolju upotrebu dostupnih podataka o odnosu doza-
odgovor, kao i bolju kvantifikaciju nesigurnosti u odnosu na NOAEL koncept.

Deo studije u kojem su ispitivani efekti istovremene primene hemikalija
ukazao je na izraZenije i u nekim slucajevima, razlicite efekte smesa u odnosu
na efekte pojedinac¢nih supstanci. Smesa je dovela do smanjenja broja eritrocita i
sadrzaja hemoglobina $to nije bilo uoceno pri pojedina¢noj primeni ovih
toksi¢nih agenasa. Studija je pokazala aditivne efekte ovih hemikalija na
ispitivanim parametrima funkcije jetre, kao i parametrima oksidativnog statusa
u jetri. Uocen je sinergisticki efekat Cd i PCB na funkciju bubrega i oksidativni
status u ovom organu. Sinergisticke interakcije izmedu ove dve hemikalije
mogu se pretpostaviti i na nivou funkcije Stitaste Zlezde, tacnije za efekat koje

ove hemikalije imaju na nivoe hormona stitaste Zlezde u serumu. Razlike u



dobijenim rezultatima za efekte pojedinacnih supstanci i efekte njihovih smesa
na ispitivanim tkivima i organima pokazale su da studije u kojima se ispituje
toksi¢nost pojedina¢nih agenasa ne mogu u potpunosti predvideti ceo opseg
efekata i mogucih interakcija izmedu toksi¢nih agenasa u smesi. Ovo zapazanje
otvara pitanje da li bezbedni nivoi izloZenosti dobijeni na osnovu studija
ispitivanja toksi¢nosti pojedina¢nih agenasa zaista pruzaju odgovarajucu

zastitu od Stetnih efekata hemikalija.

Kljuéne reci: kadmijum, polihlorovani bifenili, smeSe, mehanizmi toksi¢nosti,
pacov
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TOXIC EFFECTS OF PROLONGED EXPOSURE TO CADMIUM AND/OR
POLYCHLORINATED BIPHENYLS IN RATS

Abstract

In previous decades, cadmium (Cd), a metal of no biological function,
has gained particulate attention due to its toxicity and ability to bioaccumulate.
Similarly, polychlorinated biphenyls (PCBs), as widely spread toxic
environmental pollutants that enter food chain, pose risk to human health and
together with Cd represent one of the worldwide health threats. Humans and
other organisms are typically exposed to chemical mixtures, present in the
environment, food or consumer products. However, with a few exceptions,
toxicological studies and chemical risk assessment consider toxic effects of
single substances.

This study was aimed to investigate the effects of exposure to different
doses of Cd or PCBs, and the effects of co-exposure to these two substances on
body weight gain, hematological parameters, liver and kidney function, as well
as their thyroid disrupting effects. Parameters of oxidative stress and
bioelements status were determined in order to clarify the mechanisms of Cd
and PCBs toxicity. Furthermore, an attempt was made to establish the
connection between external doses and target tissue doses of Cd or PCBs and,
buttressed on this relationship, to investigate dose respose relationship and
derive appropriate Benchmark doses (BMD) for the investigated parameters.
Treatment of animals with different dose mixtures of these chemicals gave an
insight into the effects of this mixture and differences between the effects of
mixtures and single substances. Furthermore, possible interactions between
these chemicals were assessed in investigated tisseus and organs.

Six groups of rats were receiving 0.3, 0.6, 1.25, 2.5, 5 or 10 mg



Cd/kg b.w./day as aqueous solutions of CdCly, six groups were treated with
0.5,1, 2,4, 8 or 16 mg PCBs/kg b.w./day as Aroclor 1254 dissolved in corn oil,
while nine groups were treated with different dose combinations of Cd and
PCBs (1.25, 2.5 or 5 mg Cd/kg b.w./day with 2,4 or 8 mg PCBs/kg b.w./day).
Two groups receiving only water or corn oil served as controls. Treatment of all
animals was performed by oral gavage and lasted for 28 days.

Both chemicals produced profound effects on body weight gain
suggesting possible developmental toxicity. Critical effects of both chemicals in
blood were the effects on white blood cells count. The study demonstrated
hepatotoxic and nephrotoxic effects of both toxic agents with oxidative stress as
an important mechanism of their toxicity. Cadmium and PCBs were shown to
affect enzymatic and non-enzymatic components of antioxidant defence system
and to cause both lipid and protein degradation in liver and kidneys. The
obtained results also gave the evidence of thyroid disrupting effects of both
chemicals. Cadmium mainly caused decrease in T3 hormone levels suggesting
predominant disruption of extratiroidal processes, while PCBs showed more
profound effects on T4 hormone levels presumably as the result of PCBs direct
effect on thyroid gland.

Comparisson between calculated BMD values and estimated NOAEL
values for various investigated parameters mainly revealed lower BMD values.
The ability of BMD concept to enable extended use of available dose-response
data and better quantification of the uncertainties in the data set was proved.

The part of the study concerned with the effects of co-exposure to these
chemicals implicated more profound and in some cases different effects of
mixtures when compared to the effects of single chemicals. The mixture
produced decrease in red blood cells count and hemoglobine content which
was not observed with single chemical treatment. The study showed additive
effects of these chemicals on investigated parameters of liver function and
hepatic oxidative status. The effects of mixture on kidney function and

oxidative status in this organ were shown to be synergistic. Synergistic



interactions between these two chemicals were also implicated for the effects on
thyroid function, i.e. levels of thyroid hormones in serum. Obtained results on
mixture toxicity showed that single agent toxicity studies cannot fully predict
the entire range of interactions leading to toxicity. This observation raises the
question whether the derived safe levels of exposure based on single agent
toxicity studies really do provide reasonable protection from adverse effects of

chemicals.

Key words: cadmium, polychlorinated biphenyls, mixtures, mechanisms of
toxicity, rat
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1. UvOD

1.1. KADMIJUM

Otkriven tek pocetkom dvadesetog veka, kadmijum (Cd) zbog svojih
karakteristika ubrzo nalazi Siroku industrijsku upotrebu, ali odmah potom se
dolazi i do saznanja da izloZenost ovom metalu dovodi do ostecenja pluca,
osteomalacije i oSte¢enja bubrega (Friberg, 1948). Nazvan “metalom dvadesetog
veka”, Cd ni do danas nije izgubio na aktuelnosti ve¢ je i dalje predmet brojnih
istrazivanja koja sve jasnije osvetljavaju mehanizme njegove toksi¢nosti po
coveka, ali i Stetne efekte na zivotnu sredinu, do kojih dolazi ve¢ pri niskim
dozama s obzirom na izraZzeni kumulativni efekat ovog metala. Ovaj toksi¢ni
metal naveden je od strane Americke agencije za zastitu Zivotne sredine kao
jedan od 126 zagadivaca od znacaja (EPA, 2009) i trenutno je na 7. mestu
ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease Registry) prioritetne liste
opasnih supstanci (ATSDR, 2013).

Znacajna industrijska upotreba Cd otpocela je pocetkom XX veka sa
proizvodnjom nikl-Cd baterija, $to je i danas najznacajniji izvor profesionalne
izloZenosti ovom metalu, iako do ekspozicije moZe dodi i u rudnicima, prilikom
proizvodnje ili prerade Cd i njegovih legura, usled upotrebe jedinjenja Cd kao
pigmenata, boja i stabilizatora u industriji plasti¢nih masa, kao i pri recikliranju
elektronskog otpada (Nordberg, 2009). Poslednjih decenija upotreba Cd u
obliku nanocestica, poznatih kao CdSe ili CdTe-kvantne cestice, nalazi nove
primene, posebno znacajne u dijagnostici karcinoma, ali nosi i novi rizik po
coveka i zivotnu sredinu (Kirchner i sar, 2005).

U Zzivotnu sredinu, Cd dospeva kao rezultat antropogene aktivnosti, ali u
manjoj meri i putem prirodnih izvora kao $to su vulkanska aktivnost, Sumski
pozari, abrazija stena, itd (ATSDR, 2012). Ne moZe se degradirati u Zivotnoj
sredini i ulazi u lanac ishrane, te je hrana glavni put unosa Cd za opstu
populaciju (McLaughlin i sar, 2006). Prisutan je u gotovo svim tipovima

namirnica, od kojih posebno visoke koncentracije sadrze iznutrice, riba i morski



plodovi, a od gajenih biljaka najbogatije su pirina¢, pSenica, zeleno lisnato
povrée i krompir u koje Cd dospeva iz zemljista u kojem se nalazi usled
atmosferske depozicije, otkopavanja ruda i upotrebe dubriva koje sadrzi Cd.
Prose¢an unos Cd putem hrane varira izmedu 8 i 25 pg na dan, iako su
zabeleZeni slucajevi znatno veceg unosa Cd putem hrane, od kojih je
najpoznatiji slucaj trovanja Cd opste populacije zabeleZen u Japanu nakon II
svetskog rata poznat pod imenom Itai-itai (jaoj-jaoj) bolest. Ova bolest pracena
je frakturama kostiju i jakim bolovima, a trebalo je da prode viSe od decenije da
bi se Itai-itai bolest povezala sa poviSenim unosom Cd usled konzumiranja
pirin¢a sa polja navodnjavanijh otpadnim vodama koje su sadrZzale poviSene
koli¢ine Cd.

PuSenje duvana predstavlja jos jedan znacajan izvor izloZenosti opste
populacije ovom toksicnom metalu, jer se Cd akumulira u listovima biljke
duvana Nicotiana tabacum, te se procenjuje da tokom dugogodisnjeg pusenja (20

godina) do 15 mg Cd dospe u pluca pusaca (Martelli i sar, 2006).

1.1.1. Toksikokinetika kadmijuma

Dominantan put unosa Cd za opstu populaciju je gastrointestinalni trakt
(GIT). Novija istrazivanja o transportu Cd ukazuju na znacaj transportera poput
DMT1-divalent metal transporter 1 i MTP1-metal transporter protein 1 (Ryu i sar,
2004). Kadmijum se, takode moZe resorbovati iz GIT-a vezivanjem za -SH grupe
cisteina i glutationa (GSH) (Zalups i Ahmad, 2003), a na stepen resorpcije Cd
utice i sadrzaj proteina, kao i odredenih bioelemenata u hrani.

Po ulasku u sistemsku cirkulaciju, Cd se inicijalno vezuje za albumine
krvne plazme, a zatim ga tako vezanog preuzima jetra. Po jednokratnoj
izloZzenosti, Cd se akumulira prvenstveno u jetri gde formira komplekse sa
peptidima ili proteinima vezujudi se za -SH grupe GSH i metalotioneina (MT)
proteine male molekulske mase koji su posebno znacajni za distribuciju i

toksicnost Cd u organizmu. Nakon vezivanja za molekule MT ili GSH u jetri,



Cd prelazi u zu¢, kao Cd-GSH ili Cd-MT kompleks i oslobada se u cirkulaciju.
Ove komplekse kao i slobodni Cd preuzimaju celije odnosno tkiva u kojima Cd
ispoljava svoju toksi¢nost (Thévenod i Lee, 2013).

Dugotrajna izloZzenost niskim dozama Cd, pak, izaziva povecanu
akumulaciju u bubrezima, posebno u korteksu bubrega. Naime, kompleks Cd-
MT biva efikasno filtriran iz krvi u procesu glomerularne filtracije, a zatim
reapsorbovan iz primarnog urina u proksimalne tubule bubrega. Reapsorpcija
kompleksa Cd-MT desava se endocitozom putem ZIP 8 transportera lociranih
na apikalnoj povrsini renalnih tubularnih ¢elija (Wang i sar, 2007). Nakon toga,
Cd ulazi u lizozome gde biva osloboden iz kompleksa sa MT, a slobodni joni
Cd mogu izazvati ostecenja tkiva, ali i stimulisati sintezu MT u renalnim
tubularnim celijama Sto rezultira ogranicenom zastitom renalnog korteksa.

Za kinetiku Cd od posebnog znacaja je njegova akumulacija u
organizmu, najveéim procentom u jetri i bubrezima, ¢ime se objasnjava i
¢injenica da do toksi¢nih efekata moZe dodi i pri izloZenosti niskim dozama Cd
tokom duZeg vremenskog perioda. Koncentracije Cd u jetri i bubrezima su
nakon kratkotrajne izloZenosti slicne, dok se pri hroni¢noj izlozenosti Cd
dominatno akumulira u bubregu koji je i ciljni organ hroni¢ne toksi¢nosti Cd.
Poluvreme zivota Cd u organizmu coveka se procenjuje na >26 godina, pri
¢emu je poluvreme Zivota u bubrezima izmedu 6 i 38 godina odnosno izmedu 4

i19 godina u jetri (ATSDR, 2012).

1.1.2. Mehanizmi toksi¢nosti

Tac¢ni mehanizmi toksi¢nog delovanja Cd jo$ nisu u potpunosti poznati, a
uklju¢uju brojne biohemijske, metabolicke i citotoksicne mehanizme koji su
medusobno povezani. Kao najznacajniji mehanizmi toksi¢nog delovanja Cd u
literaturi se izdvajaju nastanak oksidativnog stresa, interakcije sa

bioelementima, poremecaji u funkcionisanju mitohondrija, poremecaji u



Celijskoj signalizaciji, a u novijoj literaturi sve aktuelniji je i epigenetski
potencijal Cd.

Iako Cd nije redoks metal, eksperimentalne studije su pokazale da
indukuje oksidativni stres u brojnim organima kao Sto su bubrezi, jetra, krv,
pluca, pankreas, testisi, placenta i kosti (Buha i sar, 2012; Djuki¢-Cosi¢ i sar,
2007; Matovi¢ i sar, 2012, Matovi¢ i sar, 2015; Shaikh i sar, 1999; Ramirez i
Gimenez, 2003). Smatra se da Cd indirektno dovodi do nastanka oksidativnog
stresa preko dva nezavisna, ali medusobno povezana mehanizma (Jomova i
Valko, 2011): izaziva nastanak reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) poput
superoksidnog anjona (O2-), hidrogen peroksida (H20.), hidroksi radikala (OH:)
i reaktivnih azotnih vrsta (RNS), poput azot monooksida (NO), ali istovremeno
ispoljava i negativni efekat na sistem antioksidativne zastite. Povecanje
produkcije reaktivnih vrsta u uslovima izloZenosti Cd moZe se objasniti
povecanom koncentracijom redoks aktivnih metala poput Fe koje je dokazano u
datim uslovima (Casalino i sar, 1997, Witjen i Beyersmann, 2004). Novija
istrazivanja pokazala su da do porasta produkcije slobodnih radikala pod
uticajem Cd dolazi i usled povecanja intracelularnih nivoa Ca (Thévenod, 2009),
kao i pokretanja inflamatorne reakcije od strane Cd. Naime, Kupferove celije
bivaju aktivirane kao odgovor na velike koli¢ine Cd i oslobadaju razlicite
medijatore inflamacije poput IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-8 koji stimuliSu stvaranje
slobodnih radikala u jetri (Yamano i sar, 2000). Sa druge strane, Cd ispoljava
znacajan efekat na enzimske komponente antioksidativne zastite poput
superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i glutation peroksidaze (Gpx)
(Buha i sar, 2012; Nair i sar, 2013) ¢ija inhibicija rezultira povecanjem reaktivnih
vrsta. Kadmijum ispoljava svoje negativne efekte i na neenzimske komponente
antioksidativne zastite, pre svega smanjuju¢i nivoe tripeptida GSH usled
vezivanja za njegove -SH grupe (Djuki¢-Cosi¢ i sar, 2007; Matovi¢ i sar, 2012,
Valko i sar, 2005), ali i inhibicijom enzima znacajnih za odrZavanje njegovog
nivoa u Celijama-glutation reduktaze (GR), GPx i glutation-S-transfraze (GST)

(Badisa i sar, 2007; Cuypers i sar, 2010).



O znacaju oksidativnog stresa u toksi¢nosti Cd govori i ¢injenica da
brojna istrazivanja dovode u vezu nefrotoksi¢nost, hepatotoksi¢nost,
imunotoksi¢nost, pa ¢ak i karcinogenost sa poremecajem oksidativnog statusa u
uslovima izloZenosti Cd, o ¢emu ¢e biti reci u slede¢em poglavlju (1.1.3).

Dosadasnja istrazivanja su ukazala da je jedan od znacajnih mehanizama
toksicnosti Cd i interakcija Cd sa bioelementima. Ekspozicija Cd izaziva
disbalans esencijalnih metala poput Zn, Fe, Mg, Mn, Ca, Cu, Se, itd, najéesée u
pravcu sekundarnog deficita, a posledi¢no i do razlic¢itih funkcionalnih
promena organizma (Matovi¢ i sar, 2010; Moulis, 2010; Tang i sar, 2014). Ove
interakcije se mogu odigravati na nivou apsorpcije u GIT-u, tokom distribucije i
eliminacije, pri ¢emu Cd moze koristiti transportne sisteme koje koriste i drugi
dvovalentni esencijalni katjoni, a do interakcija moze do¢i i usled kompeticije za
razli¢ita mesta endogenih supstrata, posebno proteinskih struktura. Interakcije
Cd i Zn su verovatno do sada najviSe istrazivane, jo$ od 1957. godine kada je
Parizek dokazao da visoka doza Zn primenjena zajedno sa Cd moZe da spreci
pojavu nekroze testisa (Parizek, 1957) pa do nalaza koji ukazuju da se deficitom
Zn mogu objasniti neki od toksi¢nih efekata Cd, izmedu ostalog na
reproduktivni sistem i razvoj, pa ¢ak i karcinogenost (Hu i sar, 2004). Dokazan
je i uticaj Cd na veoma sloZen homeostatski sistem Fe, i time donekle objasnjena
anemija koja se moze konstatovati u uslovima trovanja Cd (Ryu i sar, 2004),
brojne fizioloske promene se mogu pripisati deficitu Se, ali i Mg (Boujelben i
sar, 2006; Buha i sar, 2012; Bulat i sar, 2008; Matovi¢ i sar, 2012), a izrazenu
toksi¢nost koju Cd ispoljava na kostima mozemo objasniti i interakcijom Cd sa
Ca (Martelli i sar, 2006). Iako prouc¢avane ve¢ duZi niz godina, razumevanje i
tumacenje interakcija Cd i bioelemenata i dalje predstavlja izazov. No
neophodno je istaci da, pored cinjenice da se neki od toksi¢nih efekata Cd mogu
objasniti njegovim interakcijama sa bioelementima, ove interakcije, posebno sa
metalima poput Fe, Cu, Zn i Mn, mogu znacajno doprineti i nastanku

oksidativnog stresa kao znacajnog mehanizma toksi¢nosti Cd (Moulis, 2010).



Kadmijum intereaguje i sa Ccelijskim organelama, pre svega sa
mitohondrijama, usled ¢ega dolazi do celijske smrti, bilo pokretanjem apoptoze
ili izazivanjem nekroze koja je pracena inflamacijom i fibrozom. Nakon ulaska u
ove Celijske organele kroz kanale za Ca, Cd, vezivanjem za tiolne grupe, dovodi
do konformacionih promena u proteinima lokalizovanim na membrani celija
usled cega dolazi do poremecdaja u oksidativnoj fosforilaciji (Cd remeti
respiratorni lanac, ta¢nije kompleks III) i promena u permeabilnosti membrane
mitohondrija, aktivacije kaspaza, te nastanka apoptoze ili nekroze (Tang i
Shaikh, 2001). Nastanak oksidativnog stresa se sa druge strane u brojnim
studijama pominje kao jos jedan od klju¢nih dogadaja u pokretanju apoptoze,
Sto potkrepljuju i dokazi o inhibiciji Cd-indukovane apoptoze pod uticajem
razli¢itih antioksidanasa (Galéan i sar, 2001). Prekomerni nastanak ROS-ova tako
moZe dovesti do oStecenja fosfolipidne membrane mitohondrija i njene
depolarizacije sto je klju¢ni dogadaj u intrinzickom putu pokretanja apoptoze,
jer u slucaju gubitka funkcije membrane mitohondrije citotoksi¢ni citohrom-c
izlazi iz mitohondrija u citoplazmu gde ucestvuje u aktivaciji kaspaznih puteva,
pre svega kaspaze-9 Sto vodi nastanku apoptoze. Osim intrinzickog puta
pokretanja apoptoze koji se deSava preko efekata na mitohondrijama, apoptoza
moze biti pokrenuta i ekstrinzickim putem koji podrazumeva aktivaciju
“receptora smrti” na plazma membrani, nakon cega dolazi do aktivacije
kaspaze-8 i kaspaze-10, te sledstvene apoptoze. Istrazivanja su pokazala da Cd
izaziva apoptozu putem oba ova puta (Eichler i sar, 2006), mada tacan
mehanizam aktivacije ipak ostaje nepoznanica.

Najnovija istrazivanja ukazuju i na delovanje Cd kao epigenetika.
Promene DNK i histona koje menjaju strukturu hromatina bez promene
sekvenca nukleotida, odnosno epigenetske promene, igraju znacajnu ulogu u
razvoju razli¢itih vrsta karcinoma i hroni¢nih oboljenja, pa uloga Cd u ovim
bolestima moZe, bar delimi¢no biti objasnjenja i preko njegovih epigenetskih
efekata. Pokazano je da Cd izaziva metilaciju DNK (Huang i sar, 2008), dok

dokaza o efektima Cd na modifikacije histona jo$§ uvek nema.



1.1.3. Toksic¢ni efekti

U zavisnosti od doze, puta unosa i duZine ekspozicije, Cd moze izazvati
ostecenja brojnih organa i sistema organa Zzivotinja i ljudi i to pluca, jetre,
bubrega, kostiju, testisa, placente, hematopoetskog, nervnog i
kardiovaskularnog sistema (ATSDR, 2012; Matovic i sar, 2011).

Bez obzira na put unosa i duzinu izloZenosti Cd, jetra predstavlja primarni
organ deponovanja Cd tokom prvih sati nakon unosa i ciljni organ toksi¢nosti
Cd pri akutnoj ekspoziciji. Ulazak Cd u hepatocite ukljucuje vezivanje za
membrane i potom ulazak u celiju uz uceSée kanala za Ca, kao i razli¢itih
transportera poput DMT1, ZIP8 i ZIP14 (Fujishiro i sar, 2009; Souza i sar, 1997).

Smatra se da akutna oStecenja hepatocita i nekroza jetre nastaju kao
posledica direktnog toksi¢nog efekta metala, ishemije zbog ostec¢enja endotelnih
¢elija i sledstvene inflamacije koja se razvija usled aktivacije Kupferovih celija i
infiltracije neutrofila (Yamano i sar, 2000). Studije su pokazale da aktivirane
Kupferove ¢elije oslobadaju brojne medijatore inflamacije, poput ROS-ova, NO,
citokina, koji mogu direktno ostetiti hepatocite. Pokazana je i znacajna uloga
tumorskog faktora nekroze a (TNF-a) u hepatotoksi¢nosti Cd (Marth i sar,
2000). Nastanku hepatotoksi¢nih efekata doprinose i drugi mehanizmi
toksi¢nog delovanja Cd poput poremecaja celijskog sistema antioksidativne
zaStite i razvoja oksidativnog stresa, te poremecaja homeostaze esencijalnih
elemenata. Brojni su dokazi koji upucuju da se jedan od mehanizama
hepatoksi¢nosti Cd ostvaruje preko efekta koji Cd ima na mitohondrije. Naime,
usled poremecaja procesa produkcije energije koji se deSavaju u
mitohondrijama pod uticajem Cd dolazi do poremecaja osnovnih celijskih
funkcija. Tako je pokazano da Cd u HepG2 C(elijama i izolovanim
mitohondrijama jetre pacova modifikuje mitohondrijalnu funkciju tako S$to
inhibira oksidativnu fosforilaciju i uti¢e na strukturu i funkciju membrane
mitohondrija menjajuci njen lipidno/fosfolipidni profil (Modi i Katyare, 2009).

Ne treba zanemariti ni uticaj koji Cd ima na reparaciju DNK i celijsku



signalizaciju (Van Kerkhove i sar, 2010), te poremecaje celijske adhezije do kojih
dolazi usled razgradnje kompleksa E-kaderin/beta-katenin (Bruscalupi i sar,
2009). Svi pomenuti efekti Cd na nivou hepatocita mogu dovesti do apoptoze ili
nekroze hepatocita i razli¢itih ostecenja jetre. Tako su eksperimentalne studije
potvrdile poviSene nivoe aspartat transaminaze (AST), alanin transaminaze
(ALT), alkalne fosfataze (ALP), laktat dehidrogenaze (LDH), gama glutamil
transferaze (GGT) i ukupnog bilirubina u serumu, te histopatoloske promene u
jetri pacova subakutno izloZenih Cd (El-Sokkary i sar, 2010; Renugadevi i
Milton Prabu, 2010).

Specifi¢na toksikokinetika Cd uzrok je njegovog deponovanja u bubrezima
tokom hroni¢ne izloZenosti ovom metalu kada bubrezi postaju i ciljni organ
toksicnosti Cd. Pri hroni¢noj izloZenosti niskim dozama Cd dolazi do
deponovanja Cd u proksimalnim tubulima i oksidativhog oStecenja
transportnih proteina i mitohondrija $to za posledicu ima apoptozu tubularnih
Celija (Fujiwara i sar, 2012) i gubitak reapsorptivnog potencijala tubula (Jarup,
2003). Stoga se javlja prekomerno izluc¢ivanje Zn ili Cu vezanog za MT, glukoze,
aminokiselina, fosfata, kalcijuma, proteina male molekulske mase, poput [32-
mikroglobulina (p2-M)/al-mikroglobulina (al-M), zatim retinol-vezujuceg
proteina (RBP), kao i mokrac¢ne kiseline, sto podseca na Fankoni sindrom,
genetsko oboljenje renalnog tubularnog transporta. I 2-M i RBP se slobodno
filtriraju u glomerulima i zatim kompletno reapsorbuju u proksimalnim
tubulima, pa je detekcija pP2-M i RBP u urinu vrlo osetljiv pokazatelj
poremecaja funkcije proksimalnih tubula. Kako se povreda tubula intenzivira, u
urinu se pojavljuju i glukoza, aminokiseline, bikarbonati i fosfati. Smatra se da
upravo pomenuti gubitak fosfata i poremecaj metabolizma vitamina D, ta¢nije
inhibicija aktivnosti 1-hidroksiholekalciferol hidroksilaze, enzima odgovornog
za konverziju 25(0OH)Ds u 1,25(0OH):D3, aktivnu formu vitamina D3, mogu
indirektno doprineti renalnom gubitku Ca i bolestima kostiju, kao i formiranju
kamena u bubregu (Kjellstrom, 1992). Dugotrajna izlozenost Cd izaziva

oStecenja glomerula dovode¢i do albuminurije i progresivhog smanjenja



glomerularne filtracije, te kona¢no i do prestanka rada bubrega (Johri i sar,
2010).

Smatra se da u nefrotoksicnosti Cd najznacajniju ulogu ima nastanak
oksidatinog stresa, kao i uticaj koji Cd ima na mitohondrije. Ostecenje
mitohondrija i samo po sebi znacajno doprinosi nastanku ROS-ova, a usled
ostecenja membrane mitohondrija dolazi do oslobadanja citohroma-c, aktivacije
kaspaza i apoptoze renalnih celija (Gobe i Crane, 2010). Takode, distribucija
intercelularnih vezujucih proteina N- i E-kaderina koji se nalaze u glomerulima
i proksimalnim tubulima bubrega moZe biti poremecena pod uticajem Cd $to
doprinosi nefrotoksi¢nosti Cd (Prozialeck i sar, 2003).

Kadmijum moZe biti uzrocnik ozbiljnih anemija delujuéi preko tri
pretpostavljena mehanizma. Ovi mehanizmi uklju¢uju indukciju hemolize kao
posledice deformacije perifernih crvenih krvnih zrnaca, deficijenciju Fe usled
kompeticije Cd sa Fe na nivou duodenalne apsorpcije i smanjenje produkcije
eritropoetina u bubrezima, hormona koji reguliSe volumen crvenih krvnih
zrnaca (Horiguchi i sar, 2011).

Izlozenost Cd, posebno hroni¢na, dovodi i do poremecaja u funkcionisanju
imunoloskog sistema, pri ¢emu Cd ispoljava svoje toksi¢ne efekte na T Celije,
makrofage, B celije i NK celije. Imunotoksi¢nost Cd se, prema tome, ispoljava i
na Celijski i na humoralni imunitet (Krocova i sar, 2000; Fortier i sar, 2008). Osim
na celijama hematopoetskog sistema, oStecenja imunoloskog sistema pod
uticajem Cd deSavaju se i na brojnim drugim nivoima ovog sistema. Tako
istrazivanja ukazuju na slezinu kao jedan od ciljnih organa toksi¢nosti Cd
(Demenesku i sar, 2014), kao i na oSte¢enja u razvoju timusa usled prenatalne
izlozenosti Cd (Hanson i sar, 2010). Uoceno je i da Cd uti¢e na ucestalost
razvoja autoimunih oboljenja, usled povecane produkcije nespecifi¢nih antitela
i smanjene produkcije antigen-specifi¢nih antitela (Ohsawa, 2009).

U epidemioloskim studijama sprovedenim u periodu 2007-2008. godine u
SAD utvrdena je korelacija izmedu nivoa Cd u krvi i supresije proizvodnje

tireostimuliSsuceg hormona (TSH), dok su povecani nivoi Cd u urinu dovedeni



u vezu sa snizenim serumskim nivoima hormona trijodtironina (T3) i tiroksina
(Ts) (Yorita Christensen, 2013). Eksperimentalne studije su takode potvrdile da
Cd moze dovesti do ometanja tireoidne funkcije. Prva eksperimentalna studija
sprovedena je pre vise od 20 godina i to na gravidnim Zenkama pacova i
ukazala na razli¢ita oStecenja Stitaste zlezde kao i smanjene nivoe T3 i T4
hormona pod uticajem Cd (Yoshizuka i sar, 1991). Ispitivanja koja su usledila
imala su za cilj da utvrde mogucée mehanizme efekata Cd na funkciju tireoidne
zlezde. Kadmijum dovodi do poremecaja u ravnotezi svih hipofiznih hormona,
pa tako i hormona TSH (Badiei i sar, 2009, Jiménez-Ortega i sar, 2012) Sto bi
moglo biti jedno od potencijalnih objasnjenja za smanjenu funkciju tireoidne
zlezde u uslovima izloZenosti Cd. Takode, dokazan je i direktan toksi¢ni efekat
Cd na strukturu tireoidne Zlezde (Pilat-Marcinkiewicz i sar, 2003), te moguc¢nost
Cd da poremeti homeostazu Se, metala koji je esencijalan za funkcionisanje
tireoidne zlezde (Hammouda i sar, 2008), kao i ekstraglandularni efekti Cd,
poput smanjenja aktivnosti enzima 5'-monodejodinaze (5'D-I) u jetri (Gupta i
Kar, 1999).

Kadmijum se smatra metaloestrogenom, na sta ukazuju rezultati in vitro i
in vivo studija (Silva i sar, 2012). Tako je vecina istraZivaca pokazala u in vitro
studijama da se Cd vezuje i aktivira nuklearne i membranske receptore za
estrogene, te stimuliSe transkripciju estrogenima regulisanih gena i proliferaciju
Celija karcinoma dojke. Dobijeni nalazi o Cd kao metaloestrogenu na ¢elijskom i
subcelijskom nivou dalje su potvrdeni inhibicijom ovih efekata Cd anti-
estrogenima. I in vivo studije dale su jake dokaze da Cd zaista ima estrogeni
efekat, jer su utvrdeni efekti Cd na matericu i mle¢ne Zlezde uslovljeni
aktivacijom receptora za estrogene. lako epidemioloske studije nisu uspele da
utvrde jasnu vezu izmedu Cd i estrogen-zavisnih bolesti kod Zena, Cd bi
trebalo smatrati faktorom rizika za estrogen-zavisne karcinome, posebno za
karcinom dojke.

Efekat Cd na kosti dugo se smatrao sekundarnom posledicom

nefrotoksi¢nosti Cd, pre svega hiperkalcurije i poremecenog metabolizma
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vitamina D, iako novija istrazivanja pokazuju da Cd ispoljava i direktne
toksicne efekte na kostima. Dokazano je da Cd izaziva smanjenu apsorpciju Ca
u GIT-u $to moze dovesti do demineralizacije kostiju, razvoja osteomalacije i
osteoporoze (Nordberg i sar, 2007). Toksicnim efektima Cd na kostima
doprinosi i stimuliSuéi efekat Cd na faktor rasta fibroblasta 23 koji dovodi do
fosfaturije i smanjenja preuzimanja fosfata (Kido i sar, 2012), kao i direktni
toksi¢ni efekat Cd na MC3T3 osteoblaste nepoznatim mehanizmom i
stimuliSudi efekat na osteoklaste (Chen i sar, 2012; Lizotte i sar, 2012). Takode,
povecani nivoi Cd u tubularnim ¢elijama bubrega mogu dovesti do promene
elektrohemijskog gradijenta duz luminalne membrane doprinoseci smanjenoj
apsorpciji Ca iz primarnog urina.

Dokazan je i negativan efekat Cd na reproduktivnu funkciju. Tako,
ekspozicija Cd primarno dovodi do poremecaja funkcije testisa usled ostecenja
vaskularnog endotela, Lajdigovih i Sertolijevih ¢elija, intracelijskih veza Sto
rezultira razli¢itim morfoloskim i funkcionalnim promenama, kao Sto su
inhibicija sinteze testosterona i poremecaj spermatogeneze. Negativan uticaj
ovog toksicnog metala uocen je i na nivou prostate, i to u vidu promene
hormonske aktivnosti i sekrecije ¢ime Stetno utice na plodnost muzjaka (Goyer i
sar, 2004). Studije sprovedene na pacovima pokazale su da se neplodnost kao
posledica ekspozicije Cd javlja usled ostec¢enja krvno-testisne barijere, smanjene
sposobnosti adhezije germinativnih celija ¢cime dolazi do smanjenja produkcije
sperme, smanjenja ili ¢ak potpunog gubitka plodnosti (Yan Cheng i Mruk,
2012). Studije na pacovima takode su pokazale da Cd moZe indukovati
produkciju prostaglandina Foa koji izaziva kavernoznu vazokonstrikciju i
suprimira sintezu testosterona i njegovu sekreciju kod muzjaka (Gunnarsson i
sar, 2004).

Utvrdeno je da Cd izaziva poremecaje membrana u CNS-u, smanjenje
aktivnosti acetilholin (Ach)-esteraze i porast markera oksidativnog stresa u
CNS-u (Shagirtha i sar, 2011). Takode, uoceno je da ljudi sa povisenim nivoima

Cd u krvi ili urinu imaju smanjenu paznju i memoriju (Pacini i sar, 2012).
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Novija istrazivanja ukazala su da Cd predstavlja faktor rizika za razvoj
insulinske rezistencije (Satarug i Moore, 2012). Jaka korelacija izmedu nivoa Cd
u ljudi i ucestalost razvoja metaboli¢kog sindroma takode je uspostavljena (Lee
i Kim, 2012), pri ¢emu je mehanizam kojim Cd izaziva ovaj sindrom i dalje

nepoznat, ali verovatno uklju¢uje mehanicka ostecenja insulinskih receptora.

1.1.4. Karcinogenost

Utvrdeno je da postoji dovoljno dokaza da je Cd karcinogen za ljude.
Kadmijum i jedinjenja Cd izazivaju karcinom pluca, a utvrdena je i veza izmedu
izloZenosti Cd i jedinjenjima Cd sa razvojem karcinoma bubrega i prostate. Na
osnovu ovih podataka Cd i njegova jedinjenja su od strane Medunarodne
asocijacije za istrazivanje karcinoma klasifikovani u grupu 1 odnosno kao
karcinogeni za ljude (IARC, 2012).

Osim karcinoma pomenutih organa, izloZzenost Cd dovedena je u vezu i sa
karcinomom dojke u Zena (McElroy i sar, 2006), karcinomom pankreasa
(Dobrila-Dintinjana i sar, 2012), a postoje i nesto slabiji dokazi o ulozi Cd u
nastanku non-HodZkinovog limfoma (Ramis i sar, 2012).

Mnogobrojni mehanizmi kojima Cd dovodi do Kkarcinogeneze
identifikovani su u brojnim toksikogenomskim studijama. Tako ROS mogu
delovati kao sekundarni glasnici koji reguliSu gensku ekspresiju i dovode do
Celijskih transformacija, ili doprineti inhibiciji popravke oste¢ene DNK do koje
dovodi Cd (Gobe i Crane, 2010). Svakako da centralnu ulogu u nastanku
karcinoma pod wuticajem Cd ima inhibicija apoptoze koja predstavlja

najznacajniji mehanizam uklanjanja transformisanih celija.
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1.2. POLIHLOROVANI BIFENILI

Polihlorovani bifenili (PCB) su Siroko rasprostranjeni perzistentni sintetski
zagadivaci Zivotne sredine koji se bioakumuliraju i biomagnifikuju u lancu
ishrane, te imaju znacajan udeo u ukupnom sadrZaju organohlornih jedinjenja u
organizmu coveka (Longnecker i sar, 2001). Slicno Cd, ova grupa organskih
jedinjenja uvrstena je u ATSDR prioritetnu listu opasnih supstanci i to kao 5. na
listi (ATSDR, 2013), a takode se nalazi i na listi od 126 zagadivaca od znacaja
koju daje Americ¢ka agencija za zastitu Zivotne sredine (EPA, 2009).

Polihlorovani bifenili su po svojoj hemijskoj strukturi bifenili sa 1 do 10
atoma hlora, te je stoga teoretski moguce postojanje 209 razli¢itih kongenera,
mada je za sada samo 130 kongenera identifikovano u komercijalnim smesama.
Prvi put su sintetisani pre vise od 100 godina, a komercijalna proizvodnja
pocela je tridesetih godina proslog veka u Monsanto hemijskoj industriji SAD,
pod nazivom Askarel. Ove sintetske organske hemikalije nemaju prirodne
izvore u zivotnoj sredini ve¢ su komercijalno sintetisane zbog izuzetnih
elektriénih izolacionih sposobnosti i male zapaljivosti. Bili su S$iroko
upotrebljavani u elektricnim transfortmatorima, usporivadima gorenja,
adhezivima, lubrikantima, pesticidima, itd (ATSDR, 2000). Na trzistu su
najrasprostranjenije bile komercijalne smese pod nazivom Aroclor proizvodaca
Prodelec iz Francuske. Nakon otkri¢a nesumljive veze izmedu izloZenosti PCB i
toksi¢nih efekata na zivotnu sredinu i ¢oveka, proizvodnja PCB u SAD prestala
je 1979, dok je svetska zabrana proizvodnje PCB doneta na Stokholmskoj
konvenciji o perzistentnim organskim zagadivacima 2001. godine uz zahtev
zemljama potpisnicama da postepeno i bezbedno uniste svu opremu koja sadrzi
PCB i to do 2028. godine (UNEP, 2001). Bez obzira na zabranu, zahvaljujuci
visokoj  perzistentnosti, metabolickoj inertnosti, lipofilnosti, ali i
neodgovarajuéem odlaganju elektricne opreme poput transformatora i
kondenzatora proizvedenih pre zabrane, ove hemikalije su i dalje prisutne u

zivotnoj sredini (Consonni i sar, 2012). Stoga su bez obzira na svetsku zabranu
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proizvodnje, ove hemikalije i dalje znacajne sa aspekta zdravlja opste
populacije, te su i detektovane u uzorcima krvi, masnog tkiva i mleku dojilja
sirom sveta (Bergkvist i sar, 2015; Schettgen i sar, 2015). Opsta populacija
izloZena je PCB prvenstveno putem konzumiranja hrane, posebno ribe, mesa i
mle¢nih proizvoda u koju PCB dospevaju u procesima bioakumulacije i
biomagnifikacije (ATSDR, 2000). Znacajan udeo u ukupnoj izloZenosti ima i
inhalacija PCB putem ambijentalnog vazduha i prasine (Hu i sar, 2012) u koje
mogu dospeti pri radu elekti¢nih uredaja koji sadrze PCB kao dielektri¢ne

fluide, a koji su proizvedeni pre zabrane PCB.

1.2.1. Toksikokinetika

Studije ukazuju da se nakon oralne izloZenosti, individualni kongeneri i
njihove smese brzo resorbuju iz GIT-a, a nakon ulaska u cirkulaciju PCB se
prenose lipidnom frakcijom, pre svega LDL frakcijom holesterola i tako
distribuiraju kroz organizam u zavisnosti od strukture i fizi¢ckohemijskih
karakteristika individualnih kongenera. Dominantno dospevaju u jetru da bi se
potom redistribuirali u masno tkivo i tkiva sa visim sadrzajem masti gde se
akumuliraju. Koli¢ina PCB koja se nalazi u masnom tkivu rezultat je
akumulacije PCB tokom Zivota jedinke, ali se u uslovima termogeneze, gubitka
telesne mase (t.m) i stresa, usled lipolize, deo ovih PCB oslobada u cirkulaciju
(Crinnion, 2011). Procenjuje se da poluvreme zivota PCB u organizmu iznosi
10-15 godina (Roland Ritter, 2010).

Metabolizam PCB odvija se prvenstveno preko jetrenih citohrom P-450-
zavisnih monooksigenaznih sistema. Hidroksilovani produkti su najznacajniji
metaboliti pri ¢emu se hidroksilacija deSava pre svega u meta i para pozicijama
ukoliko ovi polozaji nisu supstituisani Cl. Kao intermedijeri u metabolizmu
PCB mogu nastati i epoksidi koji su reaktivni i mogu se spontano ili pod
uticajem enzima konvertovati u produkte koji se potom elimini$u iz organizma

ili pak, grade potencijalno toksi¢na jedinjenja koja se kovalentno vezuju za
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razli¢ite makromolekule, proteine, lipide ili molekule DNK, te je poznavanje
metabolizma PCB neophodno i zbog ¢injenica da ovim procesima nastaju brojni
aktivni metaboliti. Osim hidroksilovanih i potom konjugovanih metabolita, pre
svega sa GSH i glukuronskom kiselinom, identifikovani su i drugi metaboliti

poput onih koji sadrze sumpor, te parcijalno dehlorinovani metaboliti.

1.2.2. Mehanizmi toksi¢nosti

Usled moguénosti vezivanja atoma Cl za razli¢ita mesta u molekulu
bifenila n ispoljavaju se stereohemijske razlike koje uticu na planarnost
molekula te i na mehanizme toksi¢nosti PCB.

1.2.2.1. Mehanizmi toksi¢nosti dioksinima sli¢nih PCB

Kvantitativne  studije = odnosa

7 g 7 X strukture i aktivnosti (QSAR studije)

. % pokazale su da PCB kongeneri sa Cl kao
(Cn 3 6 6 T (Cn supstituentom (Slika 1) u oba para (4 i4')
Slika 1. Hemijska struktura PCB poloZaja, dva ili viSe meta polozaja (3, 3/,

5, 5') i nijednim ili samo jednim Cl u orto
polozaju (2, 2', 6, 6') u organizmu deluju slicno 2,3,7,8-TCDD, pa se ovi
kongeneri ¢esto nazivaju dioksinima sli¢ni PCB (DL-PCB). Ovoj grupi pripadaju
PCB 77, PCB 81, PCB 126, PCB 169 (nemaju Cl u orto polozaju) i PCB 105, PCB
114, PCB 118, PCB 123, PCB 156, PCB 157, PCB 167 i PCB 189 (imaju jedan Cl u
orto polozaju), pri ¢emu su PCB 77, PCB 126 i PCB 169 najtoksi¢niji poznati PCB
kongeneri. Kako u orto polozaju nemaju glomazne supstituente koji bi sterno
ometali rotaciju prstenova oko bifenilske veze cesto se ova grupa PCB
kongenera u literaturi navodi kao koplanarni PCB, iako ova terminologija nije
odgovarajuca s obzirom na to da ove molekule za razliku od dioksina i furana

ne formiraju lako planarnu konfomaciju. Njihova struktura im omogucava
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vezivanje za receptore za aromaticne ugljovodonike (AhR), transkripcione
faktore uklju¢ene u metabolizam ksenobiotika (Xiao i sar, 2015), koji nemaju
afinitet za endogene ligande ve¢ za brojne ksenobiotike, poput dioksina i DL-
PCB (Beischlag i sar, 2008). Ovaj receptor se nalazi u citoplazmi delija kao
inaktivni kompleks sa heat-schock proteinima, kao i drugim proteinima poput
p23 proteina (Cox i Miller, 2004). Nakon vezivanja za ligande, AhR ulazi u jedro
Celije, odvaja se od proteina za koje je bio vezan u citoplazmi i formira
heterodimer sa aril hidrokarbon receptor nuklearnim translokatorom (ARNT).
Kompleks AhR-ARNT vezuje se za promoter deo odgovarajucih gena (Korashy
i El-Kadi, 2004; Schlezinger et al., 2006), pri ¢emu dolazi do indukcije velikog
broja enzima, pre svega CYP enzima-metilholantren-tipa (CYP1A1 i 1A2) koji
su ukljuéeni u biotransformaciju ksenobiotika. Kao rezultat prekomerne
ekspresije CYP1A1l enzima moZe do¢i do poveéane ROS produkcije. Naime,
relativno spora oksidacija izvesnih PCB dovodi do ,otvaranja” CYP1Al
katalitickog kruga i ,curenja” ROS koji potom dovode do nastanka
oksidativnog stresa (Schlezinger i sar, 2006). Osim do porasta oksidativnog
stresa, DL-PCB vezivanjem za AhR mogu dovesti i do indukcije Ccelijske
inflamacije koja je u velikoj meri posredovana nuklearnim faktorom kB (NF- xB)
(Wu i sar, 2014). IstraZivanja su pokazala da aktivacija NF-xB izaziva ekspresiju
gena koja dovodi do oslobadanja proinflamatornih citokina i adhezivnih
molekula koji aktiviraju celije imunoloskog odgovora i dovode do razvoja
inflamacije (Baker i sar, 2011). Ispitivanja na eksperimentalnim Zzivotinajma
pokazala su da kongeneri ove grupe PCB dovode do remecenja homeostaze
bioelemenata poput Zn (Lai i sar, 2010), Cu (Lai i sar, 2013) i Se (Lai i sar, 2011),
smanjenja nivoa GSH u jetri (Lai i sar, 2010), kao i do smanjenja aktivnosti

enzima antioksidativnog sistema zastite (Twaroski i sar, 2001).

16



1.2.2.2. Mehanizmi toksi¢nosti PCB koji nisu sli¢ni dioksinima

Kongeneri koji sadrze vise od jednog atoma Cl u orto polozaju, usled
sternih interakcija izmedu H i Cl atoma kao posledica stvaranja ¢vrste veze orto
supstituenta sa prstenom, ne zauzimaju planarnu konformaciju u prostoru te se
ne mogu vezati za AhR i stoga nemaju sli¢nost sa dioksinima. Ovi kongeneri,
kojih ima 197, svoje efekte ispoljavaju drugim mehanizama toksi¢nosti, a pri
tome im je toksi¢nost manja od toksi¢nosti DL-PCB (ATSDR, 2000; Van Den
Berg i sar, 1998).

Mnostvo sprovedenih istraZivanja i procena rizika fokusirano je i na DL-
PCB i NDL-PCB, premda su NDL-PCB, kao $to su PCB 138, 153 i 180, znatno
viSe zastupljeni u razli¢itim uzorcima. Tako je WHO istrazivanje sprovedeno u
periodu od 2001. do 2002. godine na 102 uzorka mleka dojilja iz 26 zemalja
sirom sveta ukazalo da NDL-PCB c¢ine 90% ukupnog sadrzaja PCB (Eljarrat i
sar, 2003). Novije studije pokazale su da upravo NDL-kongener PCB 153 ima
najve¢i udeo u ukupnom sadrzaju PCB kongenera u ljudskom organizmu
(Agudo i sar, 2009, Axelrad i sar, 2009; Moon i sar, 2009). Rezultati ovih studija
ukazuju na znacaj ove grupe kongenera i na ¢injenicu da se procena rizika PCB
po zdravlje ljudi bazirana samo na primeni TEF koncepta ne moZe prihvatiti.

Polihlorovani bifenili koji nisu sli¢ni dioksinima, prema dosadasnjim
ispitivanjima, svoju toksi¢nost ispoljavaju aktiviranjem ekspresije enzima iz
familije CYP enzima fenobarbital-tipa i to vezujué¢i se za konstitutivne
androstanske receptore (CAR) odnosno pregnanske X receptore (PXR). Nakon
vezivanja za PXR, PXR formira heterodimer sa retinoidnim X receptorom i
vezuje se za odgovarajuce gene, i to u promotorskoj regiji, reguliSuci njihovu
transkripciju. Ovi geni kodiraju metaboli¢cke enzime, poput CYP 3A4, UDP-
glukuronosulfatrasferaze 1A1 i MDR 1 (Bao i sar, 2013). Postoje dokazi da
toksicnost izazvana NDL-PCB moze biti i rezultat pokretanja inflamacije preko

aktivacije NF-xB (Kwon i sar, 2002), mada tac¢an mehanizam ostaje nepoznat.
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1.2.3. Toksi¢ni efekti

Brojni toksi¢ni efekti PCB uoceni su na ljudima, eksperimentalnim
zivotinjama i Celijskim kulturama.

Najbolje opisani toksi¢ni efekti PCB na ljudima su efekti koji su se javili
nakon konzumiranja pirin¢anog ulja kontaminiranog PCB i PCDF u Japanu
1968. godine (Yusho) i na Tajvanu 1979. godine (Yu-Cheng). Uoceni simptomi i
toksicni efekti ukljucivali su hlorakne, hiperpigmentaciju i druge dermalne
promene, zatim toksicne efekte na jetru, hroni¢ni bronhitis, imunosupresiju,
endokrine efekte, neuropatiju, indukciju razli¢itih enzima, te endokrine i
neurobihevijoralne efekte na novorodencadima cije su majke bile izloZene ovim
hemikalijama (WHO, 2000).

Hepatotoksi¢nost je dokazana na zivotinjama izlozenim komercijalnim
smeSama PCB ili pojedina¢nim kongenerima pri razli¢itim putevima
ekspozicije, a jetra se smatra i ciljnim organom toksi¢nosti ovih hemikalija. U
ovim studijama uocene su: indukcija mikrozomalnih enzima, povecani
serumski nivoi jetrenih enzima i lipida, promene u metabolizmu porfirina i
vitamina A, uvecana jetra, te histopatoloski nalazi koji ukazuju na razlicita
ostecenja hepatocita (Esteban i sar, 2014; Kutlu i sar, 2007; Roos i sar, 2011;
Sekaran i sar, 2012). Studije sprovedene na izolovanim hepatocitima pacova,
jetri pacova i Celijskim subfrakcijama ljudskih hepatocita ukazale su da
komercijalna smesa Aroclor 1254 ispoljava citotoksi¢ne efekte na hepatocite i
njihovu mitohondrijalnu funkciju (Aly i Doménech, 2009; Scott Obach i Dobo,
2008). Smatra se da su za razvoj toksi¢nih efekata PCB na jetru odgovorni i
zavisni i nezavisni AhR mehanizmi toksi¢nosti. Tako se nastanak toksi¢nih
efekata u jetri objasnjava AhR zavisnim mehanizmima odnosno visokom
ekspresijom jetrenog CYP 1Al enzima, povecanom produkcijom ROS,
promenama u redoks statusu jetre i pokretanjem oksidativnog stresa i

inflamacije (Glauert i sar, 2008; Wang i sar, 2011), kao i AhR nezavisnim
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mehanizmima koji uklju¢uje pre svega aktivaciju CAR zavisnih mehanizama
odnosno indukciju enzima CYP2B1 i UDP-glukuronoziltransferaze.

Neurotoksicnost se ispoljava suptilnim, ali dugoro¢nim neuroloskim
ostecenjima koja rezultuju razli¢itim poremecajima u ucenju, problemima u
pamcenju, neurohemijskim i neurobihevijoralnim promenama (Roegge i sar,
2006; Schantz i sar, 2003). Epidemioloski i eksperimentalni podaci potvrduju da
ekspozicija PCB izaziva negativne efekte na neuropsiholoske funkcije dovodeci
do razli¢itih kognitivnih i psihomotornih smetnji (Fonnum et al., 2006).
Medutim, celijski i molekularni mehanizmi kojima PCB dovode do ovih
poremecaja i dalje nisu u potpunosti ispitani. Pokazano je da PCB izazivaju
porast ROS u celijskim kulturama neurona koji mogu dovesti do apoptoze
(Dreiem i sar, 2009), kao i izrazenu lipidnu peroksidaciju u hipokampusu
(Selvakumar i sar, 2012) te promene u aktivnosti membranskih ATPaza i Ach-
esteraze $to dovodi do poremecaja celijske homeostaze i akumulacije Ach
(Venkataraman i sar, 2008). Takode, uoceno je i smanjenje nivoa dopamina u
mozgu, posebno znacajno za NDL-PCB, kao rezultat direktne ili indirektne
inhibicije tirozin hidroksilaze, dekarboksilaze L-aromati¢nih aminokiselina i/ili
smanjenog preuzimanja dopamina u vezikule (ASTDR, 2000).

Brojni dokazi ukazuju da PCB ili njihovi metaboliti deluju kao endokrini
ometaci, odnosno da imitiraju, blokiraju ili menjaju normalnu hormonsku
funkciju (De Coster i van Larebeke, 2012; Kretschmer i Baldwin, 2005).

Iako je sposobnost PCB da ometaju tireoidnu funkciju nagovestena pre
nekoliko decenija, detaljnija istraZivanja o uticaju PCB na tireoidnu funkciju
sprovedena su poslednjih nekoliko godina. Epidemioloske studije pokazale su
da ¢ak i niski nivoi PCB prisutni u Zivotnoj sredini mogu uticati na nivoe
tireoidnih hormona (Schell i sar, 2008; Turyk i sar, 2007), sto je pokazano i u
studijama koje su ukljucile trudnice (Chevrier i sar, 2008). Eksperimentalne
studije ukuzuju da PCB uti¢u i na sintezu i na metabolizam tireoidnih hormona,
te da najceS¢e dovode do smanjenja nivoa tireoidnih hormona, a posebno T4

hormona (Gauger i sar, 2004; Martin i Klaassen, 2010). Uocen je uticaj na
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hipotalamusno-hipofizno-tiroidnu osovinu i to kao smanjenje odgovora
hipofize na hipotalamusni tireotropni hormon, ¢ime dolazi do smanjene sinteze
TSH, pa samim tim i smanjene produkcije T4 hormona (Khan i Hansen, 2003).
Histopatoloske promene zabeleZene su u samoj zlezdi kao i poremecaji u
proizvodnji folikularnog koloida potrebnog za normalnu produkciju i sekreciju
tireoidnih hormona (ATSDR, 2000). Osim u procesu sinteze hormona T4,
pokazano je da PCB uti¢u i na periferni metabolizam hormona Stitaste zlezde.
Utvrdeno je da enzim UDP-glukuroniltransferaza, koji se nalazi u jetri i skracuje
poluZivot T4 u serumu, moze biti indukovan DL-PCB kongenerima preko AhR,
kao i NDL-PCB kongenerima preko PXR ili CAR receptora (Craft i sar, 2002;
Hood i Klaassen, 2000). Utvrdeno je da ometanju funkcije Stitaste zlezde vise
doprinose kongeneri koji nisu sli¢ni dioksinima (Martin i Klaassen, 2010), ali i
da dioksinima slicni PCB imaju uceSéa u ometanju homestaze ove zlezde
(Chauhan i sar, 2000; Viluksela i sar, 2004). Perinatalna ekspozicija PCB se
dovodi u vezu sa smanjenim nivoima tireoidnih hormona u mladuncima
eksperimentalnih Zivotinja i sa nastankom neurotoksi¢nih razvojnih efekat PCB
na mozak mladunaca (Crofton, 2004).

Efekat PCB kao endokrinih ometaca ispoljava se i preko njihovih efekata
na estrogene i androgene receptore kojima se objasnjava i uloga PCB u
poremecenom seksualnom razvoju mladunaca nakon perinatalne ekspozicije
PCB. Na primer, za PCB 138, 153 i 180 je dokazano da se kompetitivno vezuju i
za estrogene i za androgene receptore (Bonefeld-Jorgensen i sar, 2001). Tacnije,
DL-PCB ponasaju se kao slabi estrogen agonisti, dok se visi hlorovani
kongeneri ponasaju kao slabi antagonisti estrogenih receptora. Osim efekata na
estrogene receptore, ometanje endokrine funkcije moze se deSavati i preko
efekata PCB i njegovih metabolita na inhibiciju estrogen sulfotransferaze, pri
¢emu dolazi do povecanih nivoa estrogena (Diamanti-Kandarakis i sar, 2009) i
estradiola (Kester i sar, 2000). Takode, dokazano je da PCB ispoljavaju

antiandrogene efekte (Bonefeld-Jorgensen i sar, 2001).

20



Postoje brojne studije koje potvrduju vezu izmedu povisenih nivoa PCB
u serumu i razvoja metabolickog sindroma, povecdanja rezistencije na insulin i
smanjenja sinteze insulina, ali ta¢na uloga PCB u nastanku Diabetes mellitus-a je
jos uvek nerazjasnjena (Everett i sar, 2011).

Epidemioloski podaci i studije na Zivotinjama ukazuju na nesumljivu
imunotoksi¢nost ovih hemikalija. Uocene su morfoloske i funkcionalne
promene kao $to su atrofija timusa i slezine, smanjena produkcija antitela na
organizmu strane antigene poput tetanusnog toksina i crvenih krvnih zrnaca
ovaca, a primecena je i povecana osetljivost izloZzenih eksperimentalnih
zivotinja na infekcije (ATSDR, 2000).

Epidemioloske studije sprovedene na profesionalno izlozenim osobama
pokazale su da PCB ne izazivaju hematotoksicne efekte (ATSDR, 2000),
ograniceni broj eksperimentalnih studija pak ukazuju na sposobnost PCB da
izazovu anemiju pra¢enu smanjenim sadrZajem hemoglobina (Hb), smanjenjem
hematokrita, broja eritrocita (Er) i eozinofilijom (Chu i sar, 1998). Ovi efekti na
hematoloski sistem objasnjavaju se toksi¢nim efektima PCB na jetru, njihovom
sposobnos¢u da ispoljavaju estrogenima slicne efekte, te remecenjem
homeostaze Fe (Wang et al., 2013). Medutim, imajuéi u vidu kontradiktorne
rezultate dobijene u epidemioloskim i razli¢itim eksperimentalnim studijama,
hematotoksi¢nost PCB nije jo$ uvek jasno potvrdena i objasnjenja.

Ranije sprovedene studije nisu ukazale na toksi¢ne efekte PCB na
bubrege eksperimentalnih Zivotinja (Hansen i sar, 1995). Medutim, u
subhroni¢nim eksperimenatalnim studijama koje su usledile utvrdene su
histopatoloske promene bubrega, kao i promene nivoa biomarkera
nefrotoksi¢nosti (Kutlu i sar, 2007). Pretpostavlja se da PCB uti¢u na fluidnost
membrane kulture renalnih ¢elija (Lo6pez-Aparicio i sar, 1997), dok su studije na
eksperimentalnim Zivotinjama potvrdile oksidativni stres u bubrezima
tretiranih pacova (Banudevi i sar, 2006), kao i indukciju enzima citohrom P450 u

bubrezima (Beebe i sar, 1995).
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1.2.4. Karcinogenost

Prvi kongener Kklasifikovan 2012. godine, prema IARC-u, u grupu 1
(karcinogeni za ljude) je bio PCB 126 (IARC, 2012), a dve godine kasnije PCB su
prebaceni iz grupe 2A - verovatno karcinogeni za ljude u grupu 1 -
karcinogeni za ljude (IARC, 2014). Karcinogenost PCB u ljudi istraZivana je u
retrospektivnim kohortnim studijama sprovedenim na osobama koje su bile
izlozene PCB na radnom mestu, kao i u studijama koje su ispitivale povezanost
nivoa PCB u serumu i masnom tkivu ljudi izloZenih PCB u Zivotnoj sredini i
ucestalosti javljanja karcinoma. Polihlorovani bifenili izazivaju maligni
melanom kod ljudi, a utvrdena je i veza izmedu izloZzenosti ovim hemikalijama
i razvoja non-Hodzkinovog limfoma i raka dojke kod ljudi.

Smatra se da postoje brojni mehanizmi kojima PCB i njihovi metaboliti
mogu dovesti do razvoja karcinoma. Kongeneri koji imaju manji broj atoma Cl
dovode do razvoja oksidativnog stresa i genotoksi¢ni su, dok kongeneri sa
veéim brojem Cl atoma u molekulu su veoma perzistentni i intereaguju sa
brojnim receptorima u Cdelijskom jedru te se ponaSaju pre svega kao ne-

genotoksi¢ni karcinogeni i dovode do promocije tumora (IARC, 2014).

1.3. TOKSIKOLOGIJA SMESA

Evaluacija potencijalne opasnosti po zdravlje ljudi od izloZenosti
smeSama razli¢itih hemikalija predstavlja jedan od najve¢ih izazova u
toksikologiji. Veliki broj supstanci se istovremeno nalazi u ekosistemima,
lancima ishrane, a epidemioloska istrazivanja ukazala su i na prisustvo velikog
broja hemikalija u ljudskom organizmu. Tako je 2009. godine Centar za
kontrolu i prevenciju bolesti objavio cetvrti nacionalni izvestaj o izloZenosti
hemikalijama iz Zivotne sredine (CDC, 2009) koji predstavlja najdetaljniju
procenu izloZenosti populacije SAD hemikalijama iz Zivotne sredine. Tom

prilikom utvrdeno je prisustvo 212 hemikalija u ljudskoj krvi ili urinu medu
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kojima su se nalazila brojna organohlorna jedinjenja i toksi¢ni metali. Naravno,
sama detekcija ovih supstanci u organizmu ne znaci nuzno da ¢e ove hemikalije
u organizmu dovesti do toksi¢nih efekata, ali ovi podaci daju nedvosmislenu
potvrdu znacaja toksikoloskog istrazivanja ,koktel efekta” prisutnih smesa u
nasem organizmu.

Predlozeno je viSe razli¢itih koncepata u istrazivanju toksi¢nosti smesa.
Jedan od njih je ,istrazivanje celih smesa” u kojem se istrazuju kompleksne
smesSe kao celine dok se efekti pojedinacnih komponenata prisutnih u smeSama
ne razmatraju. Ovaj pristup koristan je za istraZivanje specifi¢cnih smesa, ali ne
daje uvid u to kako pojedinacne komponente doprinose ukupnom efektu
smesa. Da bi se razumeo doprinos pojedina¢nih komponenata smese ukupnom
efektu smeSe treba primeniti pristup koji razmatra i komponente smese
odnosno pristup kojim se predvida efekat smeSe na bazi znanja o efektima
hemikalija koje ulaze u sastav smeSe, pri ¢emu je neophodno odgovoriti na
sledec¢a pitanja: 1. Da li je moguce predvideti efekte smeSa na bazi podataka o
toksi¢nosti pojedinacnih komponenata smese?, 2. MozZe li se ocekivati rizik pri
ekpoziciji veéem broju hemikalija prisutnih u niskim dozama?, 3. Kolike su
Sanse da ¢e hemikalije intereagovati jedna sa drugom dovodeci do sinergizma
ili antagonizma i koji su to faktori koji determinisu potencijal za interakcije?,
itd.

Jedan od cesto upotrebljavanih metoda za procenu rizika od izloZenosti
smeSama je metoda koja se bazira se na primeni koncepta aditivnosti i koja
isklju¢uje mogucnost pojave interakcije komponenata u smesi (ATSRD, 2004).
Ovaj koncept ukljucuje primenu pristupa ,sume aditivnosti” ili ,sume
odgovor/efekat”. Za procenu toksi¢nosti i ekotoksi¢nosti pri izlozenosti
smeSama razlicitih supstanci koje ne uti¢u jedna na drugu, odnosno ne stupaju
u interakcije u osnovi se mogu primeniti dva pristupa: “suma
doza/koncentracija” i “suma odgovora/efekata” (EC, 2012). Pristup “suma
doza/koncentracija” moZe dati pouzdanu procenu kombinovanih efekata

komponenata koje imaju slican mehanizam delovanja, a nemaju uticaj jedna na
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drugu na mestu efekta. Ovaj proces zasniva se na adiciji doza odnosno
koncentracija komponenata smese, pri ¢emu se u obzir uzima njihova razlicita
potentnost koriSéenjem faktora relativne toksi¢nosti. Ovaj princip pretpostavlja
da svaka hemikalija prisutna u smesi, bez obzira na to u koliko maloj koli¢ini,
doprinosi ukupnoj toksi¢nosti smese. Pristup “suma odgovor/efekat” koristi se
ukoliko hemikalije komponente smeSe deluju razli¢itim mehanizmima
toksi¢nosti ne uti¢uci jedna na drugu. Treba ista¢i da prema ovom pristupu
procene toksi¢nosti smesa, komponente koje su u smesi prisutne u dozama koje
ne daju efekte ne doprinose ukupnoj toksi¢nosti smese. Medutim, ove dve
metodologije mogu dovesti do razli¢itih procenjenih rizika za istu smesu, Sto
predstavlja problem u situacijama kada nije potpuno jasno za koji koncept se
treba opredeliti. Osim toga, primena koncepta aditivnosti u potpunosti
zanemaruje mogucnost javljanja interakcija medu hemikalijama u smesi, t;.
zanemaruje se mogucnost razvijanja ja¢ih odnosno slabijih efekata od
ocekivanih na bazi adicije doza ili odgovora, kao i moguénost razvijanja efekata
koje pojedina¢ne komponente ne bi ispoljile. Stoga je razvijen objedinjen
koncept koji je u skladu sa obe predlozene forme aditivnosti a u obzir uzima i
mogucnost nastanka interakcija izmedu komponenata smese, a koji koristi
statisticki model koji se bazira na osnovnoj definiciji aditivnosti koju je dao
Berenbaum (1985). Prema ovoj definiciji:

Y xi/Ei=1
gde i ima vrednosti od 1 do ¢ u kombinaciji ¢ hemikalija, Ei predstavlja odnos
koncentracija/doza i-te komponente koja dovodi do fiksnog odgovora, dok xi
predstavlja odnos koncentracija/doza i-te komponente u kombinaciji sa c
hemikalijama koja daje isti takav odgovor. Prema tome, ako je leva strana
jednaka 1, supstance ne stupaju u interakcije, ukoliko je <1 radi se o odgovoru
koji je veéi od aditivnog odnosno o sinergizmu, a ako je »>1 u pitanju je odgovor
manji od aditivnog odnosno radi se o antagonizmu.

Postoje brojne moguénosti statisticke obrade podataka pri proceni

interakcija izmedu komponenata smese od kojih se izdvajaju faktorska analiza,
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doza-efekat analiza povrsine i statisticke metode za testiranje odstupanja od
aditivnosti. Statisticki modeli za testiranje odstupanja od aditivnosti korisni su
u detekciji i karakterizaciji interakcija izmedu komponenata smese, a baziraju se
na osnovnom konceptu da interakcije izme$u komponenata smese dovode do
promena u nagibu krive doza-odgovor jedne komponente u prisustvu druge
(Teuschler i sar, 2002). Ovaj koncept zasniva se na pretpostavci da ukoliko
postoje interakcije izmedu komponenata smese, nagib krive odnosa doza-
odgovor hemikalije se menja u prisustvu jedne ili vise drugih hemikalija
komponenata smese. Obrnuto, ako se nagib krive doza odgovor ne menja u
prisustvu druge supstance onda hemikalije ne intereaguju tj. kombinuju se
aditivno (Gennings i sar 2005; Teuschler i sar, 2002). Graficki prikaz ovog

koncepta dat je na Slici 2.
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Slika 2. A. Odsustvo promena u nagibu izmedu krive doza-odgovor za supstancu A i krive
doza-odgovor za supstancu A u prisustvu jedne doze supstance B ukazuje na odsustvo
interakcija. B. Promena u nagibu izmedu krive doza-odgovor za supstancu A i krive doza-
odgovor za supstancu A u prisustvu jedne doze supstance B ukazuje na interakcije izmedu
supstanci A i B.

Istovremeno prisustvo Cd i PCB u Zivotnoj sredini, pri ¢emu Cd kao
metal ne podleZe biodegradaciji, dok su PCB perzistentne hemikalije, ukazuje
na znacaj istrazivanja ,koktel efekta” ovih dveju supstanci. Osim toga, iako su
ove dve supstance hemijski potpuno razlic¢ite, kada su u pitanju toksic¢ni efekti,
kao i mehanizmi tih toksi¢nih efekata ispoljavaju slicnosti te se moZze ocekivati

da u organizmu dolazi i do izvesnih interakcija u njihovom toksi¢cnom

delovanju. I pored toga, iako postoje istraZivanja vezana za efekte Cd u
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kombinaciji sa drugim toksi¢nim metalima, kao i istraZivanja efekata PCB u
kombinaciji sa drugim organohlornim jedinjenjima, toksikoloski profil smese
ove dve hemikalije jo§ uvek nije istraZzen (ATSDR, 2004). Istrazivanja toksicnosti
smese ove dve hemikalije od izuzetnog je znacaja, narocito ako se u obzir uzme
¢injenica da se one zajedno mogu naci u Zivotnoj sredini i hrani, kao i da se obe
hemikalije nalaze na listama zagadivaca od znacaja o ¢emu je bilo rec¢i u
poglavljima 1.1. i 1.2. Takode, ispitivanje tzv. koktel efekta supstanci koje se
smatraju endokrinim ometa¢ima, poput Cd i PCB, je od posebnog znacaja
buduc¢i da i dalje postoji nedovoljno saznanja o ovoj problematici te je
procenarizika od istovremene izlozenosti ovakvim supstancama ogranicena
(Kortenkamp, 2007). Jo$ jedan problem vezan za ispitivanje toksi¢nosti smesa je
¢injenica da se studije toksicnosti smeSe uglavnom bave ispitivanjima
toksi¢nosti visokih doza smeSe, dok je opsta populacija zapravo izloZena
smesama koje sadrZe komponente u niskim koncentracijama. Stoga se prilikom
ekstrapolacije podataka dobijenih u takvim studijama javljaju izvesne
nepouzdanosti, a dodatni problem predstavlja ¢injenica da doze odnosno
koncentracije komponenata sme$e mogu uticati na pojavu interakcija izmedu
komponenata smesa, pa samim tim i na njenu toksi¢nost. Kako se na osnovu
dostupnih literaturnih podataka moZe zakljuciti da se znacajne toksi¢ne
interakcije izmedu komponenata smese mogu ocekivati u dozama ispod nivoa
efekata pojedina¢nih komponenata, ¢ak i pre nego pri visokim dozama (EFSA,
2008), od izuzetnog je znacaja ispitati i toksi¢nost razli¢itih doznih opsega

smesa $to je u ovom radu i primenjeno na Cd i PCB.

26



2. HIPOTEZA I CIL] ISTRAZIVANJA

Rizik koji toksi¢ni metali i perzistentni organski zagadivaci predstavljaju
po zdravlje ljudi postaje sve znacajniji globalni problem danasnjice. Literaturni
podaci ukazuju da njihovi znacajni predstavnici, Cd i PCB, ispoljavaju toksi¢ne
efekte na jetru, bubrege, hematopoetski sistem, te da mogu ispoljiti efekte
endokrinih ometaca na nivou Stitaste Zlezde, ali daju nedovoljno informacija o
doznoj zavisnosti ovih efekata, posebno o toksi¢nim efektima niskih doza, doza
koje odgovaraju nivoima izlozenosti opste populacije. Pretpostavka je da niske
doze mogu izazvati toksi¢ne efekte na posebno osetljivim tkivima organizma
kao Sto je stitasta Zlezde imajuci u vidu visoku osetljivost procesa hormonske
regulacije u organizmu.

Prethodna istraZivanja ukazuju da se toksi¢ni efekti Cd i PCB mogu
delom objasniti istim mehanizmima toksi¢nosti, od kojih znacajnu ulogu imaju
nastanak oksidativnog stresa i poremecaj homeostaze bioelemenata, ali nema
dovoljno podataka o dominantnim putevima nastanka ovih poremecaja, kao ni
o doznoj zavisnosti parametara znacajnih za ove mehanizme toksi¢nosti.

Poseban problem u okviru toksi¢nosti Cd i PCB, predstavlja istovremena
izloZzenost ovim hemikalijama $to je i realan scenario. Dosadasnja istrazivanja
ne daju odgovor na pitanje da li se pri istovremenoj izloZenosti Cd i PCB mogu
javiti toksi¢ni efekti razlic¢iti kako po prirodi tako i po intenzitetu od efekata
izloZenosti pojedina¢nim supstancama. U okviru ispitivanja toksi¢nosti smese
Cd i PCB neophodno je utvrditi i da li ¢e primena smesa razlicitih doza Cd i
PCB rezultirati nastankom toksi¢nih efekata koji se pri primeni pojedinac¢nih
agenasa ne javljaju. Za razliku od dostupnih podataka o toksi¢nosti pojedina¢no
primenjenih hemikalija prikupljenih iz brojnih eksperimentalnih studija, podaci
o toksi¢nim efektima i mehanizmima toksi¢nosti smese Cd i PCB vrlo su retki,
dok studije u kojima se porede efekti pojedina¢nih supstanci sa efektima

njihove smeSe, prema nasim saznanjima, ne postoje.
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Ciljevi ove doktorske disertacije bili su da se izvrsi:

ispitivanje toksi¢nih efekata Cd primenom Sest razli¢itih doza Cd ili
PCB (opseg obuhvata i niske doze koje odgovaraju izlozenosti opste
populacije) na prirast tm, hematoloske parametre, parametre
funkcije jetre, bubrega i tireoidne zlezde i dozne zavisnosti tih
efekata,

ispitivanje uticaja Cd ili PCB na oksidativni status i interakcija Cd ili
PCB sa bioelementima kao moguc¢ih mehanizama njihove toksi¢nosti
modelovanje odnosa doza—odgovor za ispitivane parametre pri
primeni Cd ili PCB, te izracunavanje grani¢ne Benchmark doze
(BMDs, odnosno BMD1o) za kriticne toksi¢ne efekte i poredenje
dobijenih BMD vrednosti sa NOAEL vrednostima vrednostima
procenjenim na osnovu rezultata ove studije,

ispitivanje toksi¢nih efekata smeSe razli¢itih doza Cd i PCB
(primenom 3x3 dizajna) na prirast t.m, hematoloske parametre,
parametre funkcije jetre, bubrega i tireoidne Zlezde,

ispitivanje uticaja smesa Cd i PCB na oksidativni status i i interakcija
smese Cd i PCB sa bioelementima kao mogué¢ih mehanizama
toksi¢nosti,

utvrdivanje eventualnog prisustva i potom tipa interakcija Cd i PCB
na nivou ispitivanih parametara pri primeni razli¢itih smesa Cd i
PCB i ispitivanje uticaja doznog reZima na prisustvo i tip interakcija
Cd i PCB,

poredenje efekata smesa Cd i PCB i mehanizama njihove toksi¢nosti

sa efektima i mehanizmima toksi¢nosti pojedina¢no primenjenih

agenasa Cd ili PCB.

Rezultati ove doktorske disertacije dace doprinos problematici

toksi¢nosti dva znacajna zagadivaca Zivotne i radne sredine, Cd i PCB, kao i

pionirskim istrazivanjima toksi¢nosti smesa ova dva agensa.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. EKSPERIMENT

3.1.1. Hemikalije

* Kadmijum-hlorid, CdClxH2O, ¢istoce 99,99% (Merck, Darmstadt,
Nemacka)

* Komercijalna smeSa PCB, Aroclor 1254 (Elektrodistribucija
Beograd, Srbija)- jedna od najc¢esée upotrebljavanih komercijalnih

smesa PCB koja sadrzi oba tipa PCB kongenera (Kodavanti i sar,

2001)

3.1.2. Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentu su koris¢eni muzjaci Wistar pacova, pocetne t.m. 200-240
g nabavljeni sa farme za uzgoj eksperimentalnih Zivotinja Vojnomedicinske
akademije, Beograd. Zivotinje su ¢uvane u plastiénim kavezima sa Zi¢anom
reSetkom na vrhu, u klimatski kontrolisanim uslovima, na temperaturi od 20-
24°C, pri relativnoj vlaznosti vazduha 40-60% i kontrolisanom i konstantnom
dan-no¢ ciklusu (svetlost/ mrak; 12h/12h). Zivotinjama su tokom eksperimenta,
hrana (smeSa za ishranu laboratorijskih Zivotinja, Veterinarski zavod
»,Subotica”) i voda bili na raspolaganju ad libitum. Sa eksperimentalnim
zivotinjama se postupalo u skladu sa vodi¢em za studije na Zivotinjama Etickog

komiteta VMA No. 9667-1/2011.

3.1.3. Eksperimentalni protokol

Period prilagodavanja Zivotinja trajao je 14 dana. U prvom delu

eksperimenta, grupama od po sedam eksperimentalnih Zivotinja oralno,
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gastricnom sondom svakog dana tokom 28 dana, su davani pojedinac¢ni otrovi
u zapremini od 1 ml/kg t.m. Kontrolnim grupama eksperimentalnih Zivotinja
davani su destilovana voda (kao rastvarac¢ za Cd), odnosno kukuruzno ulje (kao
rastvara¢ za PCB) takode u zapremini od 1 ml/kg tm. Sest grupa
eksperimentalnih Zivotinja je tretirano rastvorima CdCl> u destilovanoj vodi
sledec¢ih koncentracija Cd: 0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 51 10 mg Cd/kg t.m/dan, a Sest
grupa zivotinja tretirano je rastu¢im dozama PCB i to: 0,5; 1; 2; 4; 8 i 16 mg
PCB/kg tm/dan u obliku rastvora komercijalne smeSe Aroclor 1254 u
kukuruznom ulju. Doze toksi¢nih supstanci u eksperimentu su izabrane sa
ciiem da odslikaju realnu sliku izloZenosti ovim hemikalijama u Zivotnom
okruzenju, ali i povisenu ekspoziciju (ATSDR, 2000, 2012; Martin i Klaassen,
2010; Wade i sar, 2002). U drugom delu eksperimenta nakon perioda
prilagodavanja, devet eksprimentalnih grupa tretirano je, oralnom sondom
svakodnevno tokom 28 dana, kombinacijama odabranih doza Cd i PCB (3x3
eksperimentalni dizajn) i to: 1,25 mg Cd/kg t.m/dan + 2 mg PCB/kg t.m/dan,
1,25 mg Cd/kg t.m/dan + 4 mg PCB/kg t.m/dan, 1,25 mg Cd/kg tm/dan + 8
mg PCB/kg t.m/dan, 2,5 mg Cd/kg t.m/dan + 2 mg PCB/kg t.m/dan, 2,5 mg
Cd/kg tm/dan+ 4 mg PCB/kg tm/dan, 2,5 mg Cd/kg tm/dan + 8 mg
PCB/kg tm/dan, 5 mg Cd/kg t.m/dan + 2 mg PCB/kg t.m/dan, 5 mg Cd/kg
tm/dan + 4 mg PCB/kg tm/dan, 5 mg Cd/kg tm/dan+ 8 mg PCB/kg
tm/dan. Odabir doza pojedinacnih toksi¢nih supstanci koje su koris¢ene u
drugom delu eksperimenta vrsen je nakon analize rezultata dobijenih u prvom
delu eksperimenta. U toku perioda ekspozicije svakodnevno su praceni telesna
masa zivotinja i unos hrane i vode.

Dvadeset osmog dana Zivotinje su izmerene i izra¢unat je prinos mase
zivotinja prema formuli: (msFmi)/m; gde je mgmasa Zivotinje na dan
zrtvovanja, a mi-masa zivotinje prvog dana eksperimenta. Po zavrSetku
eksperimenta zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom i prikupljena je krv i sledeci
organi: jetra, bubrezi i Stitasta Zlezda. Iz pune krvi odredivani su hematoloski

parametri, sadrzaj Cd i bioelemenata, iz seruma su ispitivani biohemijski
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parametri funkcije jetre i bubrega, kao i parametri funkcije Stitaste zlezde.
Uzorci jetre i bubrega koriséeni su za odredivanje koncentracije ispitivanih
toksi¢nih supstanci, bioelemenata i odabranih parametara oksidativnog stresa.
Odmah po Zrtvovanju eksperimentalnih Zivotinja, izmerene su mase jetre,
bubrega i Stitaste Zlezde i izrac¢unata relativna masa ovih organa koris¢enjem
formule: relativna masa (%)=(masa organa/konac¢na masa zivotinje)*100. Puna
krv za ispitivanje hematoloskih parametara i serum uzeti su odmah u rad,
delovi organa za ispitivanje parametara oksidativhog stresa odmah su
zamrznuti u tecnom azotu, a zatim ¢uvani na -80°C, dok su ostali uzorci ¢uvani

na -20°C do pocetka odgovarajucih analiza.

3.2.  BIOHEMIJSKA ISPITIVANJA

3.2.1. Odredivanje hematoloskih parametara

Hematoloski parametri odredivani su u uzorcima pune krve, uz dodatak
6% KoEDTA kao antikoagulansa. Broj Er, leukocita (Leu) i trombocita (Tr)
odreden je metodom protocne citometrije, dok je sadrzaj Hb odreden
standardnom kolorimetrijskom metodom. Sve koris¢ene metode akreditovane
su prema standardima Sistema Menadzmenta Kvalitetom Laboratorije ISO/IEC
17025:2006. Analize su radene na hematoloskom analizatoru (Advia 120
Hematology System, Siemens, Erlangen, Nemacka). Broj Er predstavljen je kao

10'2/L, Leu kao 10°/L,a Hbu g/L.

3.2.2. Odredivanje aktivnosti enzima funkcije jetre i koncentracije albumina u

serumu
U uzorcima seruma pacova odredivane su aktivnosti enzima ALT, AST i

ALP koris¢enjem standardnih spektrofotometrijskih metoda po preporukama

International Federation of Clinical Chemistry (Schumann i sar, 2011, 2002a, 2002b).
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Koncentracija albumina odredivana je metodom sa bromkrezol-zelenom bojom
koja se zasniva na promeni apsorpcionog maksimuma boje kada se za nju veze
albumin, pri ¢emu se ovaj reagens specificno vezuje za albumin u prisustvu
drugih proteina seruma, a nastala boja se meri na 628 nm (Robertson, 1981). Sva
merenja vrsena su na automatskom analizatoru (Cobas® 6000 Analyzer Series,
Roche Diagnostics, SAD), a sve koris¢ene metode akreditovane su prema
standardima Sistema MenadZzmenta Kvalitetom Laboratorije ISO/IEC
17025:2006. Vrednosti albumina u serumu su izrazene u g/L, a ispitivanih

enzima u U/L.

3.2.3. Odredivanje parametara funkcije bubrega u serumu

U uzorcima seruma pacova odredivana je koncentracija uree koris¢enjem
kineti¢ko-spektrofotometrijske metode koja se zasniva na dvostrukoj enzimskoj
katalizi i primeni Warburg-Christianov-og optickog testa. U ovoj metodi koristi
se sistem koji sadrzi ureazu i glutamat dehidrogenazu uz NAD ili NADP kao
koenzime, pri ¢emu se opticki test bazira na osobini redukovanih oblika piridin-
koenzima (NADH: ili NADPH>) da apsorbuju svetlost talasnih duzina 340-360
nm, dok njihovi oksidovani oblici (NAD ili NADP) ne apsorbuju svetlost u
ovom podrudju (Hallett i Cook, 1971). Koncentracija kreatinina odredivana je
koriSéenjem kineticke Jaffe metode koja se zasniva na reakciji kreatinina sa
alkalnim pikratom pri ¢emu nastaje crveno-narandzasti Janovski kompleks ¢ija
se apsorbancija meri na 520 nm. Oba merenja vrSena su na automatskom
analizatoru (Cobas® 6000 Analyzer Series, Roche Diagnostics, SAD), a metode su
akreditovane prema standardima Sistema MenadZzmenta Kvalitetom
Laboratorije ISO/IEC 17025:2006. Vrednosti uree u serumu su izraZene u

mmol/L, a kreatinina u pmol /L.
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3.2.4. Odredivanje hormona stitaste Zlezde u serumu

U wuzorcima seruma pacova odredivane su koncentracije T4, T3,
slobodnog tiroksina (FT4), i slobodnog trijodtironina (FT3) koris¢enjem elektro
hemiluminiscentnog imunoeseja (ECLIA) na automatskom analizatoru (Cobas®
6000 Analyzer Series, Roche Diagnostics, SAD). Metode su akreditovane prema
standardima Sistema MenadZzmenta Kvalitetom Laboratorije ISO/IEC

17025:2006. Vrednosti za T3 i T4 se izrazavaju u nmol/1, za FT3 i FT4 u pmol/L

3.3. ODREDIVANJE METALA U UZROCIMA JETRE, BUBREGA I KRVI

Koncentracija Cd, Cu, Zn, Mn, Se i Fe odredivana je iz rastvora razorenih
uzoraka jetre, bubrega i krvi metodom masene spektrometrije sa induktivno
spregnutom plazmom (ICP-MS) na instrumentu iCap Q (Thermo Scientific,

Bremen, Nemacka).

3.3.1. Reagensi i standardi

Nitratna kiselina (HNO3) 64% p.a. (Merck, KGaA, Darmstadt, Nemacka) i
H>02 30% p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, SAD) su nabavljeni iz komercijalnih
izvora, kao i osnovni standardni rastvori ispitivanih elemenata za plazma
emisionu spektrometriju koncentracije 1000+10 mg/L u 2% HNO; (Reagecon
Diagnostic Ltd., Shanon Free Yone, Shanon, Co. Clare, Irska). Od osnovnih
standardnih rastvora metala do radnih standardnih rastvora za kalibraciju
pravljena su razblazenja sa 5% HNOs. Tacnost metode proverena je primenom
sertifikovanih referentnih materijala (Standard Reference Material 1577c-Bovine
liver, NIST, NY, SAD i Seronam™ Trace Elements Whole Blood, Sero AS, Billingstad,
Norveska). Interni standard vise elemenata u 2% HNOs Bi, Ga, I, Tb (VHG Labs
part of LGC Standards, SAD) i tuning rastvor (Tune B iCAP q, Analytica, Prag,

Cegka) takode su nabavljeni iz komercijalnih izvora.
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3.3.2. Priprema uzoraka

Uzorci od oko 1 g tkiva (jetre ili bubrega), odnosno 1 ml heparizovane
pune krvi odmeravani su na analiti¢koj vagi, odnosno odpipetirani u teflonsku
posudu aparata za mikrotalasnu digestiju (Ethos One, Milestone, Sorisole, Italija),
a zatim je dodavana smesa oksidacionih sredstava za digestiju: 7 ml konc.
HNOs; i 1 ml konc. H2Oz. Uslovi za mineralizaciju ispitivanog uzorka su
postignuti podesavanjem sledec¢ih parametara programa digestije: postizanje
temperature od 200 °C tokom 15 min, te odrzavanje postignute temperature

narednih 15 min i ventilacija u trajanju od 15 min.

3.3.3. Odredivanje koncentracije metala

Uzorci pripremljeni na prethodno opisan nacin kvantitativho su
prenoseni u normalne sudove i razblazivani koris¢enjem dejonizovane vode
(ELGA PURELAB Prima, Bucks, Velika Britanija), a zatim je u tim rastvorima
odredivana koncentracija metala metodom ICP-MS na instrumentu iCap Q,
opremljenim kolizionom celijom u KED (kinetic energy discrimination) sistemu
rada. Odredivani su MCd i slede¢i bioelementi: magnezijum (**Mg), mangan
(®*Mn), gvozde (*’Fe), bakar (%3Cu), cink (®Zn) i selen ("’Se). Osnovni uslovi

rada instrumenta prikazani su u Tabeli 1.

Tabela 1. Uslovi rada instrumenta iCap Q

Snaga radiofrekventnog generatora 1550 W

Brzina protoka hladeceg gasa 14 L/min

Brzina uno$enja uzorka 1 L/min

Brzina protoka gasa za raspraSivanje 1 mL/min

Operativni mod KED

Rezidualno vreme 10 ms (Mn, Fe, Cu, Zn, Mg,Ca, Se); 100 ms (Cd)
Sampling cone Platina, 1 mm dijametar otvora

Skimmer cone Platina, 0.75 mm dijametar otvora

Pozicija plazmenog plamenika, opticka podeSavanja i podeSavanja

detektora radena su na dnevnom nivou upotrebom rastvora koji sadrzi Ba, Bi,
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Ce, Co, In, Li, U u koncentracijama 1,00+0,05 pg/L pri 20°C (tuning solution)
kako bi se optimizirala merenja i smanjile moguce interferencije.

Za ispitivane elemente uradene su kalibracione krive (koje su ukljucivale
0) i to u koncetracionim opsezima 0,1-2,0 pg/L za 'Cd i 0,1-2,0 mg/L za
2%Mg, 4Ca, ®Mn, 5Fe, 6Cu, %Zn i 77Se. Dodatna linija peristalticke pumpe
koriS¢ena je za interni standard (6Li, 455c—10 ng/mL; 71 Ga,89 Y,209 Bi—2
ng/mL) dobijen rastvaranjem osnovnog internog rastvora sa 2% HNOs3, c=100
pg/L i izabran tako da pokriva Sirok spektar masa. Koncentracija svakog
merenog elementa je korigovana za faktor vedeg i manjeg internog standarda
interpolacijom. Ta¢nost i preciznost analiza je potvrdena analizom standardnog
referentnog materijala SRM 1577c (NIST, Gaithersburg, MD, SAD). Referentni
materijal pripremljen je na isti nacin kao i uzorci i analiziran na pocetku, na
sredini i na kraju svakog niza odgovarajuc¢ih uzoraka. Izmerene koncentracije
bile su u okvirima sertifikovanih vrednosti za sve ispitivane elemente (Tabela
2).

Tabela 2. Sertifikovane i izmerene koncentracije u sertifikovanom referentnom materijalu
koriséenom za proveru kvaliteta merenja. Vrednosti su date sa standardnom nesigurnoséu.

Elementi Serifikovane vrednosti + U Izmerene vrednosti +U

Cd, pg/kg 97 £1,4 979+2,6

Cu, mg/kg 2752+ 4,6 2719 +5,7

Fe, mg/kg 197,94 + 0,65 197,43 £ 5,21

Zn, mg/kg 181,1+1,0 180,9+1,8

Mn, mg/kg 10,46 £ 0,47 10,55 + 0,25

Se, mg/kg 2,031 + 0,045 2,055 + 0,066

Ca, mg/kg 840174 87439

Mg, mg/kg 2570 £150 2470 £ 190

3.4. ODREDIVANJE POLIHLOROVANIH BIFENILA U UZORCIMA JETRE I

BUBREGA

Sadrzaj PCB, tacnije pojedina¢nih kongenera (PCB 28, PCB 52, PCB 101,

PCB 118, PCB 138, PCB 153 i PCB 180) je odredivan metodom gasne
hromatografije sa detektorom elektronskog zahvata (GC-ECD). Za detekciju
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ispitivanih kongenera PCB kao parametar je koris¢eno retenciono vreme, dok je

kao parametar kvantifikacije koriS¢ena povsina pika.

3.4.1. Reagensi i standardi

Za pripremu uzoraka koriscen je acetonitril ¢istoce za GC (Chromasolv,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, SAD), dok su kao osnovni standardni rastvori
koriS¢eni rastvori slede¢ih kongenera u izooktanu i u koncentracijama c=10
ng/pnL: PCB No. 28, PCB No. 52, PCB No. 101, PCB No. 118, PCB No. 138, PCB
No. 153 i PCB No. 180 (Dr. Ehrenstorfer Standards, Augsburg, Nemacka).

3.4.2. Priprema uzoraka

Homogenizovan uzorak mase 1 - 5 g je prenesen je u veliku tubu
QuEChERS sistema (Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe, roQ dSPE,
Phenomenex, Torrance, SAD) zapremine 50 ml koja sadrzi 4 g MgSO41i1 g NaCl
i po dodatku 10 ml acetonitrila vr$eno je muckanje i centrifugiranje na 4000
obrtaja tokom 10 minuta (centrifuga Centurion K2 seria). Dalje preciséavanje
uzorka, tacnije 1 ml dobijenog supernatanta, vrSeno je tecno-¢vrstom
ekstrakcijom na QuEChERS sistemima zapremine 2 ml koji sadrze 150 mg
MgSO4 i 25 mg PSA. Po muckanju je smesa centrifugirana na 3000 obrtaja

tokom 5 minuta, a potom je supernatant injektovan u gasni hromatograf.

3.4.3. Odredivanje koncentracije polihlorovanih bifenila

Za potrebe identifikacije i odredivanja PCB nakon pripreme uzoraka,
primenjena je metoda GC-ECD.

Od osnovnih rastvora pojedina¢nih kongenera PCB pravljena su
razblazenja u n-heksanu (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, SAD) do radnih

kalibracionih rastvora ¢ije su koncentracije prikazane u Tabeli 3.
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Tabela 3. Koncentracije radnih kalibracionih rastvora pojedina¢nih kongenera PCB

Kongener c1, ug/mL ¢z, ug/mL c3, ug/mL ¢4, ug/mL s, ug/mL
PCB No. 28 0,001 0,002 0,004 0,005 0,006
PCB No. 52 0,003 0,006 0,010 0,013 0,016
PCB No. 101 0,004 0,007 0,011 0,014 0,018
PCB No. 118 0,008 0,016 0,024 0,032 0,040
PCB No. 138 0,003 0,006 0,008 0,011 0,014
PCB No. 153 0,004 0,009 0,013 0,018 0,022
PCB No. 180 0,003 0,006 0,008 0,011 0,014

Merenje je vrSeno na gasnom hromatografu (Varian CP-3380, Mulgrave,
Australija) sa autosampler-om CP-8400 i ECD detektorom ®Ni. Injektovana
zapremina uzorka je bila 1 pl. Razdvajanje je vrseno na koloni (Zebron ZB-1
Phenomenex, Torrance, SAD), duZine 30 m, unutrasnjeg promera 0,25 mm i
debljine filma 0,25 pm. Gas nosac je bio azot visoke ¢istoce, a na instrumentu su
podeseni sledeci operativni uslovi: temperatura injektora — 250°C, temperatura
detektora — 300°C, temperatura kolone inicijalna 80°C tokom 10 minuta,
povecavanje do 230°C brzinom od 5°C/min i odrzavanje 20 minuta na 230°C.
Podaci su obradivani STAR softverom (Varian, Mulgrave, Australija). U procesu
validacije metode, utvrdena je donja granica kvantifikacije od 0,001 mg/kg
masti. Linearnost je potvrdena za ispitivani opseg koncentracija (x> > 0,99).
Koeficijent varijacije iznosio je 11-17,2%, a prinos metode 76-91%.

Kontrola kvaliteta primenjene analiticke metode je postignuta
koriSéenjem sertifikovanog referentnog materijala (CIL-EDF-2524 Clean Fish
(slurry) - Organic contaminants, LGC standards, Teddington, Middlesex, Velika

Britanija).
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3.5. ODREDPIVAN]JE PARAMETARA OKSIDATIVNOG STRESA

3.5.1. Hemikalije

Za ispitivanje odabranih parametara oksidativnog stresa koris¢ene su
sledece hemikalija: kalijumhidrogen-fosfat (K:HPOs) p.a. (Sigma-Aldrich,
St.Louis, MA, SAD), kalijumdihidrogen-fosfat (KH2POs) p.a. (Merck, Darmstadt,
Nemacka), natrijumhidrogen-karbonat (NaHCOs) p.a. (Acros Organics, Geel,
Belgija), natrijum-karbonat (Na>COs) p.a. (Merck, Darmstadt, Nemacka),
natrijumhidrogen-fosfat (NaHPOsXH2O) p.a. (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA,
SAD), hlorovodonic¢na kiselina (HCl), 37% (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, SAD),
sirupasta fosforna kiselina (H3PO4), 85% (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, SAD), 5-
sulfosalicilna kiselina (C7HsOsSX2H20), (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, SAD), 2-
tiobarbiturna kiselina (TBA), (Sigma-Aldrich, St Louis, MA, SAD), trihlorsiréetna
kiselina (CCI3COOH) p.a. (Sigma-Aldrich, St Louis, MA, SAD), 5,5'-ditiobis-(2-
nitro)-benzoeva kiselina (DTNB) (Sigma-Aldrich, St Louis, MA, SAD),
etilendiamintetrasircetna kiselina (C10H16N20Os) (Sigma-Aldrich, St Louis, MA,
SAD), Brilliant Blue G (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, SAD), albumin fraction V,
govedi serum (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, SAD), 97% malondialdehid (MDA)
standard (Acros Organics, New Jersey, SAD), GSH standard (Sigma-Aldrich,
St.Louis, MA, SAD) i epinefrin-hidrohlorid (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,

Nemacka).

3.5.2. Priprema homogenata tkiva

Nakon nepotpunog odmrzavanja, brzim postupkom na ledu (0-4 °C)
priprema tkiva za analize vrSena je homogenizacijom 0,2-0,4 g uzorka na ledu,
u 9 puta veéem volumenu 0,1 M fosfatnog pufera, pH=7,4 (bazna komponenta
- KoHPOq, kisela komponenta — KH2POs) koji sadrzi 1,15% KCI u epruveti za

homogenizaciju na homogenizatoru (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) sa teflonskim
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tuckom (Arthur H. Thomas, Philadelfia, SAD) na 800 obrtaja/min (Pawa i Alj,
2004). Deo homogenata prebacivan je u ependorf posude i ovako dobijeni crude
homogenat koriséen je za odredivanje sadrzaja MDA i GSH u ispitivanim
uzorcima. Ostatak homogenata podvrgnut je diferencijalnom centrifugiranju i
to 10 minuta na 800 rcf (relative centrifugal force), a potom 20 minuta na 9500 rcf
pri temperaturi 4°C (centrifuga 5415R, Eppendorf AG, Hamburg, Nemacka).
Supernatant je izdvojen i prebacen u ependorf posude, a ovako dobijeni
postmitohondrijalni supernatant koris¢en je za ispitivanje aktivnosti SOD i

sadrzaja ukupnih -SH grupa.

3.5.3. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

3.5.3.1. Odredivanje koncentracije proteina

U pripremljenim homogenatima tkiva odredivani su proteini metodom
po Bradford-u, koja se zasniva na pracenju promene apsorpcionog maksimuma
kiselog rastvora Komazi brilliant Blue G-250 sa 465 nm na 595 nm nakon
vezivanja protiena (Bradford, 1976). Do promene boje dolazi usled hidrofobnih
i jonskih interakcija koje stabiluzuju anjonsku formu ove boje dovodedi do
vidljive promene boje i promene apsorpcionog maksimuma.

U epruvetu je odpipetirano 10 pL uzorka (crude homogenata tkiva), a
zatim dodavano 2,5 ml Bradford-ovog reagensa (Comassie Brilliant Blue G-250,
95% etanol, 85% fosforna kiselina) i mesano na vorteksu. Uzorci su potom
inkubirani 5 minuta, a zatim je merena apsorbancija na 595 nm na
spektrofotometru (Carry 60 UV-Vis, Agilent Technologies, Santa Clara, SAD) u
odnosu na slepu probu (fizioloski rastvor). Za konstruisanje regresione
jednacine korisc¢eni su merni standardni rastvori koncentracija: 0; 0,25; 0,5; 0,75;
1;,1,2511,5 g/L isvaki od pripremljenih rastvora je odmeren u koli¢ini od 10 pL
te je po dodatku 2,5 ml pripremljenog Bradford-ovog reagensa izmerena

apsorbancija (A) mernih standardnih rastvora. Koncentracija proteina se
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izra¢unava iz regresione jednacine: y = 0,051 x + 0,356 (r2 = 0,9966) gde je x —

koncentracija proteina (g/L homogenata), ay — A.

3.5.3.2. Odredivanje koncentracije malondialdehida

Malondialdehid je odredivan kao tiobarbiturna reagujuca supstanca
(TBARS) spektrofotometrijskom metodom koja se zasniva na apsorpcionom
maksimumu kompleksa MDA i ostalih TBARS sa TBA reagensom (15%
CCI:COOH i 0,389% TBA , 2,2% konc. HCI u destilovanoj vodi) na 523 nm
(Girotti i sar, 1991).

U centrifusku epruvetu je odmeravano 0,3 ml homogenata i 0,6 ml TBA
reagensa, te zagrevano 15 minuta na 100 °C u vodenom kupatilu. Nakon
hladenja u kadici sa ledom u trajanju od 5 minuta, epruvete su centrifugirane na
3000 obrtaja tokom 10 minuta (centrifuga LC-320, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija).
Supernatant je potom prebacen u ependorfe i centrifugiran 10 minuta na 1000
rct  (relative centrifugal force) (centrifuga 5415R, Eppendorf AG, Hamburg,
Nemacka). Apsorbancija supernatanta je merena prema slepoj probi (0,3 mL
destilovane vode i 0,6 mL TBA reagensa) na talasnoj duzini 523 nm
spektrofotometru (Carry 60 UV-Vis, Agilent Technologies, Santa Clara, SAD). Od
osnovnog standarda MDA (1 mmol/L) napravljen je radni rastvor koncentracije
0,1 mmoL/L, a zatim serija mernih standardnih rastvora koncentracija 0,5; 1; 3;
5,7 1 10 pmoL/L uz pomo¢ kojih je konstruisana regresiona jednacina: y =
0,0546x + 0,0081 (r2=0,9976), gde je y — apsorbancija, a x — koncentracija MDA
(pmoL/L homogenata). Dobijeni rezultati za MDA se izrazavaju po mg

proteina homogenata (pmoL/mg proteina).

3.5.3.3. Odredivanje aktivnosti ukupne superoksid-dismutaze

Aktivnost SOD (EC 1.15.1.1.) u homogenatima tkiva je odredivana

kinetickom metodom Misra i Fridovich (1972), koja se zasniva na sposobnosti
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SOD da inhibira spontanu autoksidaciju adrenalina u baznoj sredini na
pH=10,2. Reakciona sme$a za odredivanje aktivnosti ukupne SOD je sadrzala
10 pL uzorka (kao kontrola je koris¢en rastvor karbonatnog pufera), 0,69 mL
karbonatnog pufera pH=10,2 (bazna komponenta - NaxCOs i kisela
komponenta — NaHCO:3) i 50 pL adrenalina (10 mmoL/L rastvor adrenalina u
15 mmoL/L HCI).

Reakcija pocinje dodavanjem adrenalina u reakcionu smesu. Po dodatku
adrenalina i meSanja na vorteksu smesa se inkubira na 25°C, tokom 3 minuta. U
naredna 3 minuta apsorbancija se ocitava na 480 nm svakog minuta na
spektrofotometru (Carry 60 UV-Vis, Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)
koris¢enjem aplikacije Kinetics. Aktivnhost SOD se izrazava u internacionalnim
jedinicama (U) koje se dobijaju merenjem apsorbancije nastalog crvenog
proizvoda oksidacije adrenalina na 480 nm, bez prisustva enzima (kontrola) i u
prisustvu enzima (analiza). Relativna jedinica aktivnosti SOD je definisana kao
ona aktivnost koja dovodi do 50% inhibicije autooksidacije adrenalina pod
odredenim uslovima. Izabrana je ona koncentracija adrenalina koja ¢e u
kontroli dati promenu apsorbancije u minuti od 0,025 (polazi se od
koncentracije adrenalina od 10 mmol/L, a zatim se on razblaZzuje sve dok se ne
postigne AA/min od 0,025). Izabrana je promena apsorbancije u minuti od
0,025, jer je utvrdeno da SOD tada postize najvis§i procenat inhibicije
autooksidacije adrenalina. Aktivnost SOD u relativnim jedinicama se
izratunava preko sledecée proporcije: 0,0125 : 1U = [0,025-(AA analize/min)] : X.

Dobijeni rezultati za aktivnost SOD se izrazavaju u U/mg proteina.
3.5.3.4. Odredivanje koncentracije redukovanog glutationa

Ova metoda se zasniva na reakciji DTNB sa alifaticnim tiolnim
jedinjenjima u baznoj sredini, pri ¢emu se stvara jedan mol p-nitrofenol anjona

po molu tiola. Kako je ovaj anjon u baznoj sredini jako Zuto obojen, merenje

njegove apsorbancije je moguce na 412 nm (Ellman, 1959). U modifikovanoj
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metodi se koristi 0,3M Na2HPOs, DTNB reagens (DTNB rastvoren u fosfathom
puferu, pH=7, kisela komponenta — KH2PO4 i bazna komponenta — KoHPOy) i

5% SSA (rastvor sulfosalicilne kiseline u vodi).

U ependorfe se odmeri 0,6 mL uzorka i 0,6 mL 5% SSA u cilju taloZenja
proteina koji sadrze -SH grupe i ependorfe potom hlade 10 minuta u kadici sa
ledom. Nakon toga, centrifugiranje se vrsi 2 minuta na 10000 rcf (centrifuga
5415R, Eppendorf AG, Hamburg, Nemacka). U epruvete se potom odmere sledeci
reagensi 300 pL supernatanta, 800 pL 0,3 M Na;HPO4i 100 pL DTNB. Kao slepa
proba koristi se 0,3 M Na;HPO4. Nakon mesanja na vorteksu, inkubiranja 25
min na 25°C na tamnom mestu, ocitavana je apsorbancija na spektrofotometru
(Carry 60 UV-Vis, Agilent Technologies, Santa Clara, SAD). Koncentracija
redukovanog GSH se izracunava uz upotrebu standardne krive dobijene
koriS¢enjem vodenog rastvora redukovanog GSH kao standarda. Pravi se
koncentrovani osnovni standard koncentracije 1 mmol/L GSH, pa potom radni
rastvor GSH koncentracije 1 pmol/l, a od radnog rastvora se dalje prave
razblazenja, (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 i 1 pmol/1). Koncentracija redukovanog
GSH se u analiziranim tkivima izra¢unava iz standardne krive: y = 0,3556x -
0,1196 (r2 = 0,9984), gde je y — apsorbancija na 412 nm, a x — koncentracija GSH
(pmol/L homogenata). Dobijeni rezultati za koncentraciju GSH se izrazavaju u

pmoL/mg proteina.

3.5.3.5. Odredivanje koncentracije ukupnih -SH grupa

Metoda se takode zasniva na reakciji DTNB sa alifaticnim tiolnim
jedinjenjima u baznoj sredini (Ellman, 1959). U metodi za odredivanje ukupnih
-SH grupa se medutim, ne vrsi deproteinizacija sa 5% SSA, a od reagenasa se
koriste pufer, pH=9 koji od komponenata sadrzi 0,2 mmol/L K;HPO4 i 2
mmol/L EDTA, te DTNB reagens koji se pravi na isti na¢in kao u metodi za

odredivanje sadrzaja GSH.
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U epruvete se odmeri 0,9 mL pufera, 50 pL uzorka i 20 pL. DTNB
reagensa, a kao slepa proba koristi se pufer. Nakon meSanja na vorteksu,
inkubiranja 25 min na 25°C na tamnom mestu, o¢itavana je apsorbancija na 412
nm prema slepoj probi na spektrofotometru (Carry 60 UV-Vis, Agilent
Technologies, Santa Clara, SAD). Koncentracija ukupnih -SH grupa se izracunava
uz upotrebu standardne krive koris¢enjem vodenog rastvora redukovanog GSH
kao standarda. Pravi se koncentrovani osnovni standard od 1 mmol/L GSH, pa
potom radni rastvor GSH 1 pmol/L, a od njega se dalje prave razblaZenja, (0,01;
0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75 i 1 pmol/L). Koncentracija ukupnih -SH se u
analiziranim tkivima izra¢unava iz standardne krive: y = 0,708x + 0,011, (r?> =
0,9991), gde je y — apsorbancija na 412 nm, a x — koncentracija ukupnih -SH
(pmol/L homogenata). Dobijeni rezultati za koncentraciju ukupnih -SH se

izrazavaju u nmol/mg proteina.

3.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statistickom obradom podataka, odnosno Kolmogorov-Smirnov testom
ispitivano je da li je raspodela rezultata ispitivanih parametara normalna. U
zavisnosti od toga da li su dobijeni podaci za pojedine parametre pratili
normalnu raspodelu ili ne znacajnost razlika izmedu vrednosti parametara
izmedu razli¢itih grupa ispitivana je upotrebom razlicitih statistickih testova. U
slu¢aju normalne raspodele koriS¢ena je jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA test) pracena naknadnim, post hoc, Fisher-ovim LSD testom (Least
Significant Difference), dok je ukoliko podaci nisu pratili normalnu raspodelu
znacajnost razlika izmedu grupa ispitivana neparametarskim Kruskal-Volis
testom pracenim post hoc testom razlike izmedu medijana. Nivo statisticke
znacajnosti za sve testove je bio P<0,05. Takode, vrSeno je i ispitivanje
postojanja i smera korelacije izmedu parametara koji su mereni. Kada su
ispitivane varijable pratile normalnu raspodelu rac¢unat je Pearson-ov koeficijent

korelacije (r), a ukoliko ne, racunat je Spearman-ov koeficijent korelacije (p). Za
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sve pomenute statisticke tehnike primenjen je program softver SPSS verzija
11.5, osim za Kruskal-Volisov test&Median test koji je raden u softveru Statistica
7.

Za utvrdivanje odnosa doza-odgovor i izrac¢unavanje BMD i donje
granice pouzdanosti BMD doze (BMDL) za svaki ispitivani efekat primenjen je
program PROAST (Institut RIVM, Bilthoven, Holandija) (Slob, 2002). Termin
doza kriticnog efekta (critical effect dose-CED) moZe se upotrebiti umesto
termina BMD ukoliko su ispitivane promenljive kontinuirane. Izracunavan je
CEDn1o, odnosno BMDxy, jer se upotrebom kriticnog efekta od 10% minimalizuju
varijacije koje poti¢u od razlika medu jedinkama u eksperimentalnoj grupi (van
der Ven i sar, 2008), kao i CEDs, odnosno BMDs buduéi da EPA u svom vodi¢u
(2012) preporucuje upotrebu kriticnog efekta u nivou jedne kontrolne
standardne devijacije (SD) koja je za vecinu ispitivanih parametara iznosila 5%.

Za utvrdivanje tipa interakcija izmedu Cd i PCB koriS¢en je koncept
razlike u nagibu krive odnosa doza-odgovor (Gennings i sar. 2005; Teuschler i
sar. 2002). Za ispitivanja razlika u nagibima krivih doza-odgovor koriséen je

softver GraphPad Prism 6.
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4. REZULTATI

41. TOKSICNI EFEKTI KADMIJUMA

41.1. Efektina prirast telesne mase

Primenom testa Kolmogorov-Smirnov utvrdena je normalna raspodela
podataka, a potom je primenom ANOVA testa pracenog post hoc LSD testom
utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu grupa eksperimentalnih Zivotinja.
Prirast t.m. bio je znacajno smanjen u odnosu na kontrolnu grupu u svim
grupama koje su primale Cd u dozama 21,25 mg/kg t.m. (Tabela 4). Kadmijum
je doveo do dozno zavisnog smanjenja prirasta t.m. zivotinja i odgovarajuca
izra¢unata CEDLjo je iznosila 1,74 mg Cd/kg t.m./dan, a CEDLs svega 0,06 mg
Cd/kg tm./dan, dok je NOAEL vrednost procenjena na 0,6 mg Cd/kg

t.m/dan.

Tabela 4. Efekat razli¢itih doza Cd na prinos mase Wistar pacova nakon 28 dana izloZenosti
razli¢itim dozama Cd

Doze Cd (mg/kg t.m/dan) Prirast telesne mase
0 1,006+0,3182
0,3 0,922+0,2234
0,6 1,00140,152a
1,25 0,644+0,102b
2,5 0,653+0,152°b
5 0,545+0,188P
10 0,431+0,193¢

Vrednosti su predstavljene kao Xs£SD (n=7). Vrednosti koje su oznacene razli¢itim slovima se
statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

4.1.2. Efekti na hematoloske parametre

U serumu pacova izlozenih Cd, kao i pacova kontrolne grupe ispitivani
su sledec¢i hematoloski parametri: broj Er, Leu, Tr, i sadrzaj Hb. Rezultati testa
normalnosti ukazali su da broj Er, Leu i Tr prate normalnu raspodelu, dok
sadrzaj Hb odstupa od pretpostavke normalnosti. U skladu sa tim, birani su i

testovi kojima je ispitan uticaj razli¢itih doza Cd na hematoloske parametre.
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Kadmijum nije imao znacajan uticaj na broja Er u krvi (Slika 3A), dok je
primena Cd u svim dozama dovela je do statisticki znacajnog rasta broja Leu
(Slika 3B). Najvisa doza Cd izazvala je statisticki znacajan pad broja Tr

tretiranih pacova (Slika 3C).

7

6

5

3

2

1

[} T T T T T T

[} 0,3 0,6 5 10

1,25 2,5

A

'

Doze Cd (mg/kg t.m/dan)

B

9

8

7 i
g o
o)
=] i
2 5
3 4 |

3

2

1

(0] T T T

(6] 0,3 0,6 1,25 2,5 5 10
Doze Cd (mg/kg t.m/dan)

800

700 '|'
g 600

500 4
k=)
}=3
E 400 +

300 -+
F 200 -

100

0 - T T T T T T
[¢] 0,3 0,6 1,25 2,5 5 10

Doze Cd (mg/kg t.m/dan)

Slika 3. Uticaj razli¢itih doza Cd na broj eritrocita (A), broj leukocita (B) i broj trombocita (C)
u krvi Wistar pacova izlozenih Cd tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao X«+SD

(n=7). Vrednosti koje su obuhvacene istom linijom se ne razlikuju statisti¢ki zna¢ajno (ANOVA,
LSD test; P<0,05).
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Kako bi se objasnio efekat Cd na ispitivane hematoloske parametre
utvrdena je i relativna masa slezine kao organa skladistenja izvesnog dela Er i
Tr i organa koji znacajno ucestvuje u odbrambenom odgovoru organizma.
Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 5, a moZe se uociti da je najvisa doza Cd

dovela do statisticki znacajnog porasta mase slezine u pacova.

Tabela 5. Efekat razli¢itih doza Cd na relativnu masu slezine Wistar pacova izloZzenih Cd
tokom 28 dana.

Doze Cd (mg/kg t.m/dan) Relativna masa slezine
0 0,210,022
0,3 0,1940,022
0,6 0,20 +0,042
1,25 0,1940,022
25 0,20£0,022
5 0,220,072
10 0,2940,03b

Vrednosti su predstavljene kao Xs£SD (n=7). Vrednosti koje su oznacene razli¢itim slovima se
statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

Nisu uocene statisticki znacajne promene sadrzaja Hb pod uticajem

primenjenih doza Cd (Tabela 6).

Tabela 6. Efekat razlic¢itih doza Cd na sadrzaj hemoglobina u krvi Wistar pacova izloZenih
Cd tokom 28 dana.

Doze Cd Hemoglobin (g/L)
(mg/kg t.m/dan) Medijana Opseg

0 1192 17

0,3 1202 22

0,6 1192 27

1,25 114a 18

2,5 1192 17

5 1112 29

10 1092 26

Vrednosti su predstavljene kao medijana uz opseg vrednosti i date u g/L. Vrednosti koje su
oznacene razli¢itim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju (Kruskal-Volisov test, test razlike
izmedu medijana; P<0,05). Doze Cd date su u mg/kg t.m/dan.

Izmerene su i koncentracije Fe u krvi, a dobijeni rezultati predstavljeni su

na Slici 4. Moze se uociti da su doze Cd 20,6 mg/kg tm/dan dovele do
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znacajnog sniZzenja koncentracije Fe u krvi, te da je do jo$ izrazenijeg pada doslo

primenom najvise doze Cd.
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Slika 4. Uticaj razli¢itih doza Cd na koncentraciju Fe u krvi Wistar pacova izlozenih Cd
tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao Xs+SD (n=7). Vrednosti koje su obuhvacene
istom linijom se ne razlikuju statisticki znacajno (ANOVA, LSD test; P<0,05).

Pre ispitivanja veze izmedu doze i uocenih efekata Cd na hematoloske
parametre, utvrdena je jaka korelacija izmedu primenjene (eksterne) doze i
izmerenih koncentracija Cd u krvi (Slika 5). Izrac¢unati Pearson-ov koeficijent
korelacije iznosio je r=0,928, n=26, P<0,0001, pri ¢emu visoke eksterne doze
prate visoki nivoi Cd u krvi. Prema Cohen-ovim kriterijjumima za veli¢inu

korelacije (Cohen, 1988) ova veli¢ina korelacije moze se smatrati velikom.
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Slika 5. Odnos primenjene eksterne doze Cd i koncentracije Cd u krvi Wistar pacova
izlozenih Cd tokom 28 dana.
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Povecanje broja Leu bilo je dozno zavisno i izra¢unata CEDLjp je iznosila
0,23 mg Cd/kg tm/dan, a CEDLs 0,20 mg Cd/kg t.m./dan $to je ujedno i
najniza vrednost CEDLs dobijena za efekte Cd na hematoloske parametre.
NOAEL vrednost za ovaj parametar nije mogla biti procenjena na osnovu
podataka dobijenih u ovom eksperimentu. Efekat Cd na broj Tr i sadrzaj Hb je
takode bio dozno zavisan, dok za efekat na broj Er nije pokazana dozna
zavisnost (Tabela 7). Kao mera statisticke pouzdanosti izracunat je CED/CEDL
odnos koji je u svim slucajevima bio ispod 10 sto ukazuje da se dobijeni podaci
mogu smatrati relevantnim.

Tabela 7. Dozna zavisnost, izracunate CED doze Cd i procenjene vrednosti NOAEL za efekte
Cd na posmatrane hematoloske parametre.

Parametar Dozna CEDs | CEDLs | CEDy | CEDLy NOAEL
zavisnost
Eritrociti -
Leukociti + 1,49 0,20 2,52 0,23 <0,3
Trombociti + 3,02 1,68 5,91 3,28 >10
Hemoglobin + 3,68 6,05 12,4 7,56 >10

CED - grani¢na Benchmark doza/kriticna doza; CEDs-kriticna doza dovodi do 5% promene
efekta; CEDLs-statisticka donja granica pouzdanosti CED koja dovodi do 5% promene efekta;
CEDqo-kriticna doza dovodi do 10% promene efekta; CEDLjo-statisticka donja granica
pouzdanosti CED koja dovodi do 10% promene efekta; NOAEL- doza koja ne dovodi do
Stetnog efekta procenjena na osnovu rezultata eksperimenta; (-) ne postoji dozna zavisnost
efekta; (+) postoji dozna zavisnost efekta.Vrednosti su dobijene upotrebom programa PROAST.
Sve doze date su u mg Cd/kg t.m/dan.

4.1.3. Efektina jetru

Utvrdena je jaka korelacija izmedu eksterne doze Cd i izmerene
koncentracije Cd u jetri (r=0,84, n=45, P<0,001), pri ¢emu visoke doze Cd prate
visoki nivoi Cd u jetri (Slika 6).
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Slika 6. Odnos primenjene eksterne doze Cd i koncentracije Cd (interne doze) u jetri Wistar
pacova izloZzenih Cd tokom 28 dana.

41.3.1. Efekti na relativhu masu organa

Primenom Kolmogorov-Smirnov testa utvrdena je normalna raspodela
podataka za relativnhu masu jetre. Daljom statistickom analizom utvrdeno je da
sve primenjene doze Cd dovode do statisticki znacajnog povisenja relativne
mase jetre u odnosu na kontrolnu (netretiranu) grupu (Tabela 8). Ipak, nije
utvrdena dozna zavisnost za ovaj parametar, te bi i dobijene rezultate uticaja
Cd na relativnu masu ovog organa trebalo razmatrati sa izvesnom rezervom.

Tabela 8. Efekat razlic¢itih doza Cd na relativhu masu jetre Wistar pacova izloZzenih Cd
tokom 28 dana.

Doze Cd (mg/kg t.m/dan) Relativna masa jetre

0 2,763+0,191a

0,3 3,435+0,313 P

0,6 3,474+0,090 b

1,25 3,494+0,385

2,5 3,670+0,293 b

5 3,389+0,269

10 3,276+0,307 b

Vrednosti su predstavljene kao Xs+SD (n=7). Vrednosti koje su oznacene razli¢itim slovima se
statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).
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41.3.2. Efekti na nivoe albumina u serumu

Nakon $to je utvrdena normalna raspodela za ovaj parametar, ANOVA
test pracen LSD posthoc testom je pokazao statisticki znacajno smanjenje nivoa
albumina u krvi pacova tretiranih svim dozama Cd (Slika 7). Najvise doze Cd (5
i 10 mg/kg t.m/dan) dovele su do smanjenja sadrzaja albumina za skoro 15% u

odnosu na netretiranu grupu.
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Donja granica pouzdanosti kriticne doze koja dovodi do 10% efekta
iznosila je 0,69 mg Cd/kg tm/dan, dok je izracunata donja granica
pouzdanosti kriticne doze koja dovodi do 5% efekta 0,04 mg/kg t.m/dan. Na
osnovu rezultata dobijenih u eksperimentu NOAEL vrednost nije mogla biti

procenjena odnosno moze se samo zakljuciti da je <0,3 mg Cd/kg t.m/dan.
41.3.3. Efekti na parametre funkcije jetre u serumu

Iako se mogu uociti izvesni skokovi u vrednosti enzima pokazatelja
funkcije jetre pod uticajem Cd, intoksikacija Cd nije dovela do statistic¢ki
znacajnih promena u sadrzaju AST, ALT i ALP u seumu (Slika 8). Dozna
zavisnost utvrdena je samo za porast nivoa AST i izra¢unate CEDLjo i CEDLs

vrednosti bile su 1,01 mg Cd/kg t.m/dan odnosno 0,87 mg Cd/kg t.m/dan.
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Slika 8. Uticaj razli¢itih doza Cd na nivoe AST, ALT i ALP u krvi Wistar pacova izloZzenih Cd
tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao Xs+SD (n=7). Vrednosti koje su obuhvacene
istom linijom se ne razlikuju statisti¢ki znacajno (ANOVA, LSD test; P<0,05).

41.3.4. Efekti na koncentraciju bioelemenata

Primena razli¢itih doza Cd uticala je na nivoe Fe, Zn i Se u jetri. Tako je
primena doza Cd 21,25 mg/kg tm/dan dovela do statisticki znacajnog
povecanja nivoa Fe u jetri, a primena najviSse doze dovela je do porasta sadrzaja
Fe u jetri za gotovo dva puta. Promene u sadrzaju Se bile su nesto manje
izrazene, pa je tako do statisticki znacajnog sniZenja nivoa Se doslo samo u
grupama koje su tretirane dozama 5 odnosno 10 mg Cd/kg t.m, pri ¢emu je
smanjenje u grupi tretirano najvisom dozom Cd iznosilo gotovo 60% u odnosu
na izmereni nivo Se u kontrolnoj grupi. Samo najvisa doza Cd dovela je do
statisticki znacajnog pada sadrzaja Zn u jetri i to za oko 15% u odnosu na

sadrZaj Zn u jetri pacova iz netretirane grupe (Tabela 9).

Tabela 9. Efekat razlic¢itih doza Cd na nivoe Fe, Zn i Se u jetri Wistar pacova izloZzenih Cd
tokom 28 dana.

Cd doze Fe n Se
(mg/kg t.m/dan) (mg/ksg jetre) (mg/ks jetre) (mg/ksg jetre)
0 114,09+18,552 47,4145,53 2 1,350,602
0,3 115,29+ 14,264 47,31+2,592a 1,39+0,102
0,6 112,67 £1,662 45,70 +4,982 1,30+0,54 2
1,25 139,27+ 5,18p 46,10£1,732 1,360,232
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Cd doze Fe Zn Se
(mg/kg t.m/dan) (mg/kg jetre) (mg/kg jetre) (mg/kg jetre)
2,5 140,94 +£3,71P 46,45+3,152 1,32+0,18 2
5 163,30+ 3,23¢ 46,97+11,88 0,88+0,16 b
10 187,83+ 2,40¢ 40,39+2,77 b 0,55+0,05 ¢

Koncentracije bioelemenata su predstavljene kao X zSD (n=7). Vrednosti koje su oznacene
razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

41.3.5. Efekti na parametre oksidativnog stresa

Efekti Sest razli¢itih doza Cd na komponentu enzimskog sistema
antioksidativne zastite u jetri — CuZnSOD, kao i efekat na neenzimsku
komponentu antioksidativne zastite — GSH prikazani su na Slici 9. Kako su oba
parametra pratila normalnu raspodelu, primenom parametarskog ANOVA
testa, pracenog LSD posthoc testom utvrden je statisticki znacajan pad nivoa
GSH u homogenatima jetre pacova koji su tretirani svim primenjenim dozama
Cd, pri ¢emu je taj pad bio posebno izrazen u grupama pacova koje su tretirane
dozama = 2,5 mg Cd/kg t.m/dan. Nivoi GSH u grupi tretiranoj najviSom
dozom Cd bili su za skoro 44% manji u odnosu na nivoe u homogenatima jetre
kontrolnih pacova (Slika 9A). Nisu uocene statisticki znacajne promene u
aktivnosti enzima CuZnSOD ni u jednoj od tretiranih grupa (Slika 9B).
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Slika 9. Uticaj razli¢itih doza Cd na nivoe GSH (A) i CuZnSOD (B) u homogenatima jetre
Wistar pacova izlozenih Cd tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao Xs+SD (n=7).
Vrednosti koje su obuhvacene istom linjjom se ne razlikuju statisticki znac¢ajno (ANOVA, LSD
test; <0,05).
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Nije bilo ni statisticki zna¢ajnih promena u nivoima parametra ukupnih -
SH u homogenatima jetre trovanih pacova u odnosu na sadrzaj -SH grupa u
kontrolnoj grupi. Sa druge strane uocen je statisticki znacajan skok nivoa MDA
u homogenatima jetre pacova u svim grupama, pri ¢emu su se grupe mahom
statisticki razlikovale kako u odnosu na kontrolnu grupu tako i medu sobom.
Gotovo 4 puta viSe vrednosti izmerene su u grupi koja je primala najnizu dozu
Cd u odnosu na nivoe izmerene u homogenatima jetre pacova iz kontrolne
grupe. Najveci skok zabeleZen je u grupi koja je primala najvisu dozu Cd, a
izmereni nivoi MDA u ovoj grupi bili su ¢ak skoro 14 puta visi nego srednji

nivoi MDA izmereni u kontrolnoj grupi (Slika 10).

A) B)

80 170

] [ .
T
e R

04— —— —

0w — —

[ ]
—

50— —

T
®
g0 +—

MDA (wmok¥mg proteina)
T

10 —

0+ \ w w ‘ ‘ ! [ w

0 03 06 15 15 5 10 o

¢

Dime Gl jmghgLmian) Diee Gl gk Laydar)

Slika 10. Uticaj razli¢itih doza Cd na nivoe ukupnih -SH grupa (A) i MDA (B) u
homogenatima jetre Wistar pacova izloZzenih Cd tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene
kao XitSD (n=7). Vrednosti koje su obuhvacdene istom linijom se ne razlikuju statisticki
znacajno (ANOVA, LSD test; P<0,05).

Dozna zavisnost utvrdena je upravo za parametre kod kojih su i uocene
statisti¢ki znacajne razlike medu grupama, odnosno za MDA i GSH. Izra¢unate
CED vrednosti, kao i procenjene NOAEL vrednosti na bazi podataka dobijenih
u eksperimentu prikazane su u Tabeli 10. Kao mera statisticke pouzdanosti
izratunat je CED/CEDL odnos koji je u svim slucajevima bio ispod 10 $to

ukazuje da se dobijeni podaci mogu smatrati relevantnim.

54



Tabela 10. Dozna zavisnost, izra¢cunate CED doze Cd i procenjene vrednosti NOAEL za
efekte Cd na ispitivane parametre oksidativnog stresa u jetri.

Parametar Dozna CEDs | CEDLs | CEDy | CEDLy | NOAEL
zavisnost

MDA + 0,004 | 0,003 | 0,003 0,008 <0,3

SOD -

GSH + 0,238 | 0025 | 0477 | 0,104 <0,3

TSH -

CED - grani¢na Benchmark doza/kriti¢na doza; CEDs-kriti¢na doza dovodi do 5% promene
efekta; CEDLs-statisticka donja granica pouzdanosti CED koja dovodi do 5% promene efekta;
CEDqo-kriticna doza dovodi do 10% promene efekta; CEDLjo-statisticka donja granica
pouzdanosti CED koja dovodi do 10% promene efekta; NOAEL- doza koja ne dovodi do
Stetnog efekta procenjena na osnovu rezultata eksperimenta; (-) ne postoji dozna zavisnost
efekta; (+) postoji dozna zavisnost efekta. Vrednosti su dobijene upotrebom programa PROAST.
Sve doze date su u mg Cd/kg t.m/dan.

4.1.4. Efekti na bubrege

I u bubrezima je utvrdena jaka korelacija izmedu eksterne doze Cd i
koncentracije ovog toksi¢nog metala u bubrezima (r=0,87, n=28, <0,0001), pri

¢emu su visoke doze Cd pratili visoki nivoi Cd u bubrezima (Slika 11).
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Slika 11. Odnos primenjene eksterne doze Cd i koncentracije Cd (interne doze) u bubrezima
Wistar pacova izloZenih Cd tokom 28 dana.

414.1. Efekti na relativnu masu organa

Primenom Kolmogorov-Smirnov testa utvrdena je normalna raspodela

podataka za relativhu masu bubrega, a daljom statistickom analizom nisu
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utvrdene statisticki znacajne promene u relativnoj masi bubreza pod uticajem

izloZenosti Cd (Tabela 11), kao ni dozna zavisnost ovog parametra.

Tabela 11. Efekat razli¢itih doza Cd na relativhu masu bubrega Wistar pacova izlozenih Cd
tokom 28 dana

Doze Cd (mg/kg t.m/dan) Relativna masa bubrega

0 0,707+0,086 2

0,3 0,704+0,0172

0,6 0,645+0,041 2

1,25 0,633+0,0462

2,5 0,683+0,067 2

5 0,644+0,064 2

10 0,689+0,1152

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost £ SD (n=6-7). Vrednosti koje su oznacene
razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

41.4.2. Efekti na parametre funkcije bubrega u serumu

Nakon Sto je potvrdena normalna raspodela za kreatinin i ureu kao
parametre bubrezne funkcije, ANOVA test pracen LSD posthoc testom je
pokazao da intoksikacija Cd izaziva statisticki znacajan efekat na ove parametre
(Slika 12). Tako je najvisa doza Cd dovela do statitsticki znacajnog rasta nivoa
kreatinina u krvi u odnosu na kontrolnu grupu i ostale eksperimentalne grupe
tretirane nizim dozama Cd. Doze Cd od 5 i 10 mg/kg t.m/dan dovele su do
statisticki znacajnog rasta nivoa uree u serumu. Oba parametra pokazala su
doznu zavisnost. Izra¢unata CED1o za nivo kreatinina u serumu iznosila je 8,09
mg/kg tm/dan uz donju granicu pouzdanosti koja je iznosila 5,27 mg/kg
tm/dan, dok je CEDs iznosila 4,14 mg/kg tm/dan uz donju granicu
pouzdanosti 2,70 mg/kg t.m/dan. Procenjena NOAEL vrednost za ovaj
parametar bila je 2,5 mg/kg t.m/dan. Doza koja dovodi do 10% smanjenja
nivoa uree je 10,5 mg/kg tm/dan uz donju granicu pouzdanosti od 5,77
mg/kg t.m/dan, dok je CEDs iznosio 5,14 mg/kg t.m/dan sa donjom granicom
pouzdanosti od 2,81 mg/kg t.m/dan. Procenjeni NOAEL za efekat na serumski

nivo uree je 5 mg/kg t.m/dan.
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Slika 12. Uticaj razli¢itih doza Cd na koncentraciju kreatinina (A) i uree (B) u krvi Wistar
pacova izloZenih Cd tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao X+SD (n=7). Vrednosti
koje su obuhvacdene istom linijom se ne razlikuju statisticki znacajno (ANOVA, LSD test;
P<0,05).

41.43. Efekti na koncentraciju bioelemenata

Primena Cd dovela je do promene sadrzaja Fe, Mn, Se, Mn i Cu u
bubrezima. Statisticki znacajan pad nivoa Fe u bubrezima uocen je pri primeni
najvise doze Cd i to za 32% u odnosu na nivoe ovih bioelemenata u kontrolnoj
grupi. Doze Cd 25 mg/kg t.m/dan dovele su do statisticki znacajnog snizenja
nivoa Mn u bubrezima. Jedini bioelement ¢iji se nivo u bubrezima pod uticajem
Cd povecao je Cu, pri dozama 21,25 mg/kg t.m/dan. Nivoi Zn i Se nisu se
statisti¢ki znacajno menjali pod uticajem Cd (Tabela 12).

Tabela 12. Efekat razli¢itih doza Cd na nivoe Fe, Zn, Se, Mn i Cu u bubrezima Wistar pacova
izloZzenih Cd tokom 28 dana.

Cd Fe Zn Se Mn Cu
t.(rr:/gc{: 1%) (mg/kg bubrega) | (mg/kg bubrega) | (mg/kg bubrega) | (mg/kg bubrega) | (mg/kg bubrega)
0 50,33+ 13,562 29,52+ 4,462 1,23+£0,182 1,33+0,342 6,54+0,89 2
0,3 47,657,272 25,52+3,954 1,25+0,00 2 1,250,112 6,531 0,822
0,6 49,08+2,44 25,84+ 0,692 1,24+0,09 2 1,29+0,092 6,85+ 0,232
1,25 47,10£3,91a 26,76+2,062 1,28+0,04 1,190,022 7,15+ 0,98
2,5 46,85+ 6,062 26,06+ 1,822 1,2740,05 2 1,270,092 7,56+0,97 b
5 44,67+2,632 26,95+4,24 2 1,21+0,08 2 1,07+ 0,08 7,22+ (,6P
10 34,22+ 5,19b 25,07£7,902 1,02+£0,472 0,95+0,05° 7,9741,77°

Koncentracije bioelemenata su predstavljene kao X.*SD (n=7). Vrednosti koje su oznacene
razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).
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41.4.4. Efekti na parametre oksidativnog stresa

Efekti ispitivanih doza Cd na komponente antioksidativne zastite u
bubregu i to komponentu enzimskog sistema antioksidativne zastite -
CuZnSOD, i neenzimsku komponentu antioksidativne zastite — GSH prikazani
su na Slici 13. Utvrden je statisticki znacajan pad aktivnosti CuZnSOD, kao i
nivoa GSH u homogenatima bubrega pacova tretiranih dozama 20,6 mg Cd/kg
tm/dan. Aktivnosti CuZnSOD enzima u grupama u kojima je doslo do
statisticki znacajnog pada aktivnosti enzima kretale su se izmedu 69-59%
aktivnosti enzima u kontrolnoj grupi pacova. Sadrzaj GSH u bubrezima je u
grupi koja je tretirana najvisom dozom Cd bio gotovo dvostruko niZi nego

sadrZaj u kontrolnoj grupi.
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Slika 13. Uticaj razli¢itih doza Cd na nivoe CuZnSOD (levo) i GSH (desno) u homogenatima
bubrega Wistar pacova izloZenih Cd tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao X +SD
(n=7). Vrednosti koje su obuhvacene istom linijom se ne razlikuju statisti¢ki znacajno (ANOVA,
LSD test; P<0,05).

Za razliku od izostanka efekta na isti parametar u jetri, Cd je ispoljio
efekat na nivoe ukupnih -SH grupa u bubrezima. Pod uticajem doza 5i 10 mg
Cd/kg tm/dan doslo je do statisticki znacajnog pada nivoa ukupnih -SH
grupa u homogenatima bubrega u odnosu na kontrolne nivoe, kao i na nivoe u

bubrezima pacova tretiranih dvema najnizim dozama Cd koris¢enim u
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eksperimentu. ZabeleZen je i statisti¢ki znacajan porast nivoa MDA, i to u svim
tretiranim grupama osim u grupi tretiranoj najnizom dozom Cd. Najizrazitiji
porast nivoa MDA uocen je u grupi koja je tretirana najviSom dozom Cd.
Naime, nivoi MDA u ovoj grupi bili su dvostruko visi nego u kontrolnoj grupi
pacova, a nivoi MDA izmereni u ovoj grupi bili su statisti¢ki visi i od nivoa
MDA u svim drugim tretiranim eksperimentalnim grupama (Slika 14).

Takode, utvrdena je jaka negativna korelacija izmedu aktivnosti
CuZnSOD i MDA r=-0,891, n=36, P<0,0001, kao i nivoa GSH i MDA, r=-0,785,
n=36, P<0,0001. Izracunata je i jaka negativna korelacija izmedu nivoa Cu i

aktivnosti enzima CuZnSOD, r=-0,843, n=40, P<0,005.
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Slika 14. Uticaj razli¢itih doza Cd na nivoe ukupnih -SH grupa (A) i MDA (B) u
homogenatima bubrega Wistar pacova izlozenih Cd tokom 28 dana. Vrednosti su
predstavljene kao X«xSD (n=7). Vrednosti koje su obuhvacdene istom linijom se ne razlikuju
statisticki znacajno (ANOVA, LSD test; P<0,05).

Dozna zavisnost utvrdena je za sve ispitivane parametre oksidativnog
stresa u bubrezima. Izracunate CED vrednosti, kao i procenjene NOAEL
vrednosti na bazi podataka dobijenih u eksperimentu prikazane su u Tabeli 13.
Najniza vrednost CEDLs utvrdena je za aktivnost enzima CuZnSOD.
Procenjene NOAEL vrednosti su nesto viSe od izracunatih vrednosti donjih
granica pouzdanosti za 5% i 10% efekta. Kao mera statisticke pouzdanosti
izracunat je CED/CEDL odnos koji je u svim slucajevima bio ispod 10 $to

ukazuje da se dobijeni podaci mogu smatrati relevantnim.

59



Tabela 13. Dozna zavisnost, izra¢cunate CED doze Cd i procenjene vrednosti NOAEL za
efekte Cd na ispitivane parametre oksidativnog stresa u bubrezima.

Parametar Dozna CEDs | CEDLs | CEDy | CEDLy | NOAEL
zavisnost
MDA + 0,01 | 0,051 | 0,246 0,178 0,3
SOD + 0,079 | 0,067 | 0,171 0,103 0,3
GSH + 0372 | 0131 | 0,447 0,229 0,3
ukupne -SH grupe + 0,748 2,010 1,263 2,450 2,5

CED - grani¢na Benchmark doza/kriti¢na doza; CEDs-kriti¢na doza dovodi do 5% promene
efekta; CEDLs-statisticka donja granica pouzdanosti CED koja dovodi do 5% promene efekta;
CEDqo-kriticna doza dovodi do 10% promene efekta; CEDLjo-statisticka donja granica
pouzdanosti CED koja dovodi do 10% promene efekta; NOAEL- doza koja ne dovodi do
Stetnog efekta procenjena na osnovu rezultata eksperimenta; (-) ne postoji dozna zavisnost
efekta; (+) postoji dozna zavisnost efekta.Vrednosti su dobijene upotrebom softvera PROAST.
Sve doze izrazene su u mg Cd/kg t.m/dan.

4.1.5. Efekti na stitastu zlezdu
41.5.1. Efekti na relativnu masu organa

Primena Cd nije dovela do stasticki znacajnih promena relativhe mase
Stitaste Zzlezde (Tabela 14). Takode nije uocena ni dozna zavisnost ovog

parametra.

Tabela 14. Efekat razli¢itih doza Cd na relativhu masu S$titaste Zlezde Wistar pacova
izlozenih Cd tokom 28 dana

(mgc/lilg(tl.zgan) Relativna masa stitaste zlezde

0 0,16140,0262

0,3 0,177+0,0204

0,6 0,161£0,0322
1,25 0,17440,0322

2,5 0,15740,0292

5 0,15440,0292

10 0,13940,0262

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost £ SD (n=6-7). Vrednosti koje su oznacene
razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

41.5.2. Efekti na nivoe hormona stitaste zlezde u serumu

Uoceno je statisticki znacajno smanjenje nivoa T3 u svim
eksperimentalnim grupama koje su primale Cd u odnosu na nivoe T3 u
netretiranoj kontrolnoj grupi. Smanjenje je bilo najizrazenije u grupi koja je

primala najvisu dozu Cd i iznosilo je gotovo 12%. Pod istim eksperimentalnim
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uslovima uoceno je i smanjenje nivoa slobodne forme ovog hormona FI3 pri
dozama 21,25 mg/kg t.m/dan (Slika 15). Nivoi slobodne forme i forme ovog

hormona vezane za proteine plazme pokazali su jaku pozitivhu korelaciju

(r=0,780, P<0,001).
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Slika 15. Uticaj razli¢itih doza Cd na nivoe T3 (A) i FT3 (B) u serumu Wistar pacova izloZzenih
Cd tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao Xs=SD (n=7). Vrednosti koje su obuhvacene
istom linijom se ne razlikuju statisticki znacajno (ANOVA, LSD test; P<0,05).

Nivoi T4 i FT4 hormona takode su sniZeni u odnosu na kontrolnu grupu,
iako statisti¢ki znacajno sniZenje nije uoceno za doze <0,6 mg Cd/kg tm/dan
(Slika 16). Takode, izracunata je jaka pozitivna korelacija izmedu slobodnih i
vezanih nivoa T4 hormona (r=0,824, P<0,001).
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Slika 16. Uticaj razli¢itih doza Cd na nivoe T4 (A) i FT4 (B) u serumu Wistar pacova izloZzenih
Cd tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao Xs;=SD (n=7). Vrednosti koje su obuhvacene
istom linijom se ne razlikuju statisticki znacajno (ANOVA, LSD test; P<0,05).
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Ispitano je i eventualno postojanje korelacije izmedu nivoa MDA u jetri,
kao i nivoa Se u jetri sa nivoima T3 hormona, s obzirom na to da se preko ovih
parametara moZe tumaciti uticaj Cd na nivoe ovog hormona u serumu.
Utvrdena je jaka negativna korelacija izmedu nivoa T3 u serumu i nivoa MDA
u jetri (r=-0,931, P<0,0001), kao i srednja jacina korelacije izmedu nivoa Se u jetri
i nivoa T3 hormona u serumu (r=0,523, P<0,001).

Dozna zavisnost potvrdena je u slucaju sva cetiri ispitivana hormona
Stitaste zlezde. Vrednosti CEDs i CEDo izracunate iz fitovanih krivih dobijenih
za svaki od ispitivanih hormona. Izra¢unate CED vrednosti, kao i procenjene
NOAEL vrednosti na bazi podataka dobijenih u eksperimentu prikazane su u
Tabeli 15. Na osnovu parametara ispitivanih u ovoj studiji, moze se zakljuciti da
je kriti¢ni efekat na funkciju Stitaste Zlezde efekat koji Cd ispoljava na serumske
nivoe T3, dok su toksi¢ni efekti na nivo T4 hormona manje izrazeni, bududi da
izra¢unate vrednosti CEDLs i CEDLi1o koje su viSe u odnosu na vrednosti
izra¢unate za efekat na T3 hormon. Procenjene NOAEL vrednosti su nesto vise
od izrac¢unatih vrednosti donjih granica pouzdanosti za 5% i 10% efekta. Kao
mera statisticke pouzdanosti izracunat je CED/CEDL odnos koji je u svim
sluc¢ajevima bio ispod 10 Sto ukazuje da se dobijeni podaci mogu smatrati
relevantnim.

Tabela 15. Dozna zavisnost, izra¢cunate CED doze Cd i procenjene vrednosti NOAEL za
efekte Cd na ispitivane hormone tireoidne zlezde.

Parametar Dozna CEDs | CEDLs | CEDy | CEDLy | NOAEL
zavisnost
T3 + 0,129 | 0,059 | 0,122 0,101 <0,3
FT3 + 0414 | 0141 | 0,401 0,007 0,6
T4 + 0,635 | 0365 | 0,642 0,389 0,6
FT4 + 0,895 | 0354 | 0,484 0,096 0,6

CED - grani¢na Benchmark doza/kriti¢na doza; CEDs-kriti¢na doza dovodi do 5% promene
efekta; CEDLs-statisticka donja granica pouzdanosti CED koja dovodi do 5% promene efekta;
CEDqo-kriticna doza dovodi do 10% promene efekta; CEDLjo-statisticka donja granica
pouzdanosti CED koja dovodi do 10% promene efekta; NOAEL- doza koja ne dovodi do
Stetnog efekta procenjena na osnovu rezultata eksperimenta; (-) ne postoji dozna zavisnost
efekta; (+) postoji dozna zavisnost efekta.Vrednosti su dobijene upotrebom softvera PROAST.
Sve doze izrazene su u mg Cd/kg t.m/dan.
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4.2.  TOKSICNI EFEKTI POLTHLOROVANTH BIFENILA
4.2.1. Efektina prirast telesne mase

Primena PCB dovela je, u svim primenjenim dozama, do smanjenja
prirasta t.m. pacova tokom eksperimenta u odnosu na kontrolnu grupu pacova
koja je primala samo kukuruzno ulje oralnom gavazom (Tabela 16). Medutim,
uoceno smanjenje prirasta t.m. nije bilo dozno zavisno.

Tabela 16. Efekat razli¢itih doza PCB na prinos mase Wistar pacova nakon 28 dana
izloZenosti PCB

Doze PCB (mg/kg t.m/dan) Prirast telesne mase
0 1,088+0,2882
0,5 0,503+0,116°
1 0,577 £0,113b
2 0,615 +0,150°
4 0,536 £0,069°
8 0,609+0,141b
16 0,657 £0,264P

Vrednosti su predstavljene kao Xs+SD (n=7). Vrednosti koje su oznacene razli¢itim slovima se
statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

4.2.2. Efekti na hematoloske parametre

U serumu pacova izloZenih PCB rastvorenim u kukuruznom ulju, kao i
pacova kontrolne grupe odnosno grupe izloZene samo kukuruznom ulju kao
vehikulumu, ispitani su slede¢i hematoloski parametri: broj Er, Leu, Tr, te

sadrzaj Hb (Tabela 17).

Tabela 17. Efekat razlicitih doza PCB na broj eritrocita i sadrzaj hemoglobina u krvi Wistar
pacova izloZenih PCB tokom 28 dana.

PCB doze Eritrociti (1012 broj/L) Hemoglobin (g/L)
(mg/kg t.m/dan) Medijana Opseg Medijana Opseg

0 6,132 0,99 1192 15

0,5 6,582 2,15 1262 33

1 6,812 1,38 1242 25

2 6,532 1,88 1182 28

4 6,612 1,5 1222 16

8 6,62 1,61 1222 20

16 6,382 0,58 1232 10

Vrednosti su predstavljene kao medijana uz opseg vrednosti. Vrednosti koje su oznacene
razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (Kruskal-Volisov test, test razlike izmedu
medijana; P<0,05).
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Uocava se izostanak efekta PCB na broj Er i sadrzaj Hb u punoj krvi
tretiranih pacova. Takode, nije utvrdena ni dozna zavisnost ovih parametara od
PCB.

Suprotno tome, PCB je ispoljio efekte na sadrzaj Tr i Leu u krvi. Najvisa
primenjena doza PCB dovela je do statisticki znacajnog sniZenja nivoa Tr u
odnosu na kontrolnu grupu i ostale grupe koje su tretirane nizim dozama PCB
(Slika 17A). Takode, doslo je i do interesantnog efekta na nivo Leu. Naime, u
nizim dozama (0,5-2 mg/kg t.m/dan) PCB su doveli do porasta broja Leu, da bi
u najvisoj dozi doslo do sniZzenja broja Leu u krvi za oko 15% u odnosu na
kontrolne vrednosti (Slika 17B).
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Slika 17. Uticaj razli¢itih doza PCB na broj tromboocita (A) i broj leukocita (B) u krvi Wistar
pacova izloZenih PCB tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao Xs+SD (n=7). Vrednosti
koje su obuhvacene istom linijom se ne razlikuju statisticki znacajno (ANOVA, LSD test;
P<0,05).

Ispitivanje odnosa doza-odgovor pokazalo je da ovaj parametar dozno
zavisan od PCB. Utvrdeno je da se uticaj na sniZenje nivoa Leu moZe smatrati
predominantnim efektom PCB, pri ¢emu je izracunata CEDL1¢ 2,25 mg PCB/kg
tm/dan (Slika 18). Izracunata donja granica pouzdanost doze za efekat 5%

iznosila je 1,09 mg PCB/kg t.m/dan.
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Dozna-zavisnost utvrdena je i za efekat PCB na broj Tr. Izra¢unata donja
granica pouzdanosti doze za efekat 10% smanjenja Tr je 3,28 odnosno za 5%

efekta 1,68 mg PCB/kg t.m/dan.

05 0.0 0s 10
log10-Doza

Slika 18. Analiza odnosa doza-odgovor za nivoe leukocita u krvi pacova tretiranih razli¢itim
dozama PCB. Podaci su fitovani koris¢enjem PROAST softvera. Zadata veli¢ina kriticnog efekta
(CES) bila je 10% (horizontalna tackasta linija). Odgovaraju¢a doza (CED) predstavljana je
vertikalnom tackastom linjjom. CEDL i CEDU predstavljaju donju i gornju granicu 95%
intervala pouzdanosti. Doze PCB predstavljene su kao log10.

Ispitan je i uticaj PCB na relativnu masu slezine. Kako dobijeni podaci o
relativnoj masi nisu pratili normalnu raspodelu prikazani su kao medijane i
opsezi (Tabela 18). Primenom odgovarajuceg statistickog testa utvrdeno je
znacajno smanjenje relativne mase slezine koje je posebno bilo izrazeno pri
primeni najvisih doza PCB (5i 10 mg/kg t.m/dan).

Tabela 18. Efekat razlicitih doza PCB na relativnu masu slezine Wistar pacova izloZenih PCB
tokom 28 dana.

PCB doze Relativna masa slezine
(mg/kg t.m/dan) Medijana Opseg
0 0,1062 0,039
0,5 0,1052 0,065
1 0,180°b 0,055
2 0,189¢0 0,059
4 0,191°b 0,097
8 0,167 ¢ 0,080
16 0,169¢ 0,080

Vrednosti su predstavljene kao medijana uz opseg vrednosti. Vrednosti koje su oznacene
razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (Kruskal-Volisov test, test razlike izmedu
medijana; P<0,05).
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4.2.3. Efektina jetru

Pre ispitivanja uticaja PCB na parametre funkcije jetre, kao i parametre
oksidativnog stresa u jetri, ispitana je korelacija izmedu eksternih i internih
doza odnosno koncentracije PCB u jetri. Nakon primene doza 0,5; 1; 2; 4; 81 16
mg/kg t.m/dan nivoi PCB u jetri bili su 0,136; 0,623; 0,885; 2,026; 3,023; 10,567
mg PCB/kg vlazne mase jetre (Slika 19). U kontrolnoj grupi nivoi PCB bili su
ispod limita kvantifikacije. Utvrdena je jaka korelacija izmedu eksterne doze
PCB i koncentracije PCB u jetri (r=0,88, n=48, p<0,001), pri ¢emu su visoke doze

PCB bila pracene visokim nivoima PCB u jetri.
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Slika 19. Odnos primenjene eksterne doze PCB i koncentracije PCB (interne doze) u jetri
Wistar pacova izloZenih PCB tokom 28 dana.

4231. Efekti na relativnu masu organa

Sve primenjene doze PCB dovode do statisticki znacajnog povisenja
relativne mase jetre u odnosu na kontrolnu (netretiranu) grupu, pri ¢emu su
doze =2 mg/kg t.m/dan dovele do povecanja koje je bilo znacajno i u odnosu
na prve dve tretirane eksperimentalne grupe (Tabela 19). Takode, utvrdena je
dozna zavisnost ovog parametra i izracunate su sledec¢e vrednosti: CED1o 0,56

mg PCB/kg t.m/dan uz donju granicu pouzdanosti 0,11 mg PCB/kg tm/dan i
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CEDs 0,13 uz donju granicu pouzdanosti 0,05 mg PCB/kg t.m/dan, dok je
NOAEL vrednost procenjena na <0,5 mg PCB/kg t.m/dan.

Tabela 19. Efekat razli¢itih doza PCB na relativhu masu jetre Wistar pacova izloZzenih Cd
tokom 28 dana

PCB doze (mg/kg t.m/dan) Relativna masa jetre
0 2,779+0,1812
0,5 3,689+0,293 b
1 3,802+0,305Pb
2 4,286+0,462¢
4 4,012+0,369 ¢
8 4,351+0,716 ¢
16 4,553+0,560 ¢

Vrednosti su predstavljene kao Xs+SD (n=7). Vrednosti koje su oznacene razli¢itim slovima se
statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

4.23.2. Efekti na nivoe albumina u serumu

Ne uocava se statisticki znacajna promena nivoa albumina u serumu
pacova pod uticajem razli¢itih doza PCB (Slika 20). Ipak, utvrdena je dozna
zavisnost ovog parametra, pri ¢emu su izra¢unate CED vrednosti bile relativno
visoke u odnosu na vrednosti izra¢unate za druge parametre (CED10=27 mg
PCB/kg t.m/dan; CEDL10=18,18 mg PCB/kg t.m/dan; CEDs=13,1 mg PCB/kg
t.m/dan; CEDLs=8,85 mg PCB/kg t.m/dan), a NOAEL vrednost procenjena je
na >16 mg PCB/kg t.m/dan.
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423.3.

Efekti na parametre funkcije jetre u serumu

Intoksikacija PCB nije dovela do statisticki znacajnih promena u nivoima

enzima ALT i ALP (Slika 21), a nije utvrdena ni dozna zavisnost ovih

parametara.

ALT, ALP (Uf1)

L

1

2 4

8

16

Doze PCD (mmg/kg tan/dan)

|ALT
OALP

Slika 21. Uticaj razli¢itih doza PCB na nivoe ALT i ALP u krvi Wistar pacova izlozenih PCB
tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao XstSD (n=7). Vrednosti koje su oznacene
razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

U slucaju nivoa enzima AST u serumu uocava se statisticki znacajan

efekat PCB. Naime, najviSe doza dovela je do statisticki znacajnog poviSenja

nivoa ovog enzima u serumu (Slika 22). Takode, utvrdena je i dozna zavisnost
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Slika 22. Uticaj razli¢itih doza PCB na nivoe AST u krvi Wistar pacova izloZenih PCB tokom
28 dana. Vrednosti su predstavljene kao Xs#SD (n=7). Vrednosti koje su oznacene razli¢itim

slovima se statisticki znac¢ajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).
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ovog parametra. Izracunata kriticna doza za 5% efekta na ovaj enzim bila je 3,69
mg PCB/kg tm/dan sa donjom granicom pouzdanosti 2,28 mg PCB/kg
tm/dan, a za 10% efekta 7,21 mg PCB/kg tm/dan uz donju granicu
pouzdanosti 4,46 mg PCB/kg t.m/dan (Slika 23).

A) B)

E2-LED & e

15 00 05 10 g1 S=Dose
bo10-Dose

Slika 23. Analiza odnosa doza-odgovor za nivoe AST u serumu pacova tretiranih razli¢itim
dozama PCB. Podaci su fitovani koris¢enjem PROAST softvera. Zadata veli¢ina CES bila je 5%
(A) odnosno 10% (B) (horizontalna tackasta linija). Odgovarajuc¢a doza (CED) predstavljana je
vertikalnom tackastom linjjom. CEDL i CEDU predstavljaju donju i gornju granicu 95%
intervala pouzdanosti. Doze PCB predstavljene su kao log10.

4234 Efekti na koncentracije bioelemenata

Primena PCB dovela je do statisti¢ki znac¢ajnih promena u nivoima Fe i
Se u jetri i to samo najvisa upotrebljena doza u studiji, pri ¢emu je uocen pad
sadrZaja za oba ispitivana bioelementa u odnosu na nivoe ovih bioelemenata
izmerenih u kontrolnoj (netretiranoj) grupi, kao i u grupama koje su trovane
nizim dozama PCB. Primena doza od 8 i 16 mg/kg t.m/dan dovela je do
statisticki znacajnog smanjena nivoa Zn u jetri tretiranih pacova u odnosu na

kontrolne nivoe (Tabela 20).
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Tabela 20. Efekat razlic¢itih doza PCB na nivoe Mg, Fe, Zn i Se u jetri Wistar pacova izloZenih

PCB tokom 28 dana.

PCB doze Fe Zn Se
(ng/kg t.m/dan) (ng/kg jetre) (ng/kg jetre) (ng/kg jetre)
0 24,19+11,352 51,21£3,53 0,850,302
0,5 25,29+ 12,462 50,111,592 0,89+0,202
1 22,77 +24,662 50,70 £2,982 0,830,332
2 27,27+4,182 49,10+3,732 0,86+0,132
4 20,94 +1,71a 49,45+4,13 2 0,82+0,20
8 23,301,232 45,97410,02P 0,980,262
16 17,83+ 1,40v 45,89+11,77° 0,55+0,05°

Koncentracije bioelemenata su predstavljene kao X.*SD (n=7). Vrednosti koje su oznacene
razli¢itim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05). Doze PCB date
suu mg/kg t.m/dan.

4235. Efekti na parametre oksidativnog stresa

Kako bi se ispitao uticaj subakutnog tretmana PCB na enzimske i
neenzimske komponente antioksidativne zastite, ispitana je aktivnost citosolne
izoforme enzima SOD (CuZnSOD) i sadrzaj GSH u jetri. Na Slici 24A moZe se
uociti da intoksikacija PCB nije dovela do statisticki znacajnih poremecaja u
sadrzaju GSH. Aktivnost CuZnSOD bila je znacajno smanjena pod uticajem
doza 22 mg PCB/kg t.m/dan uz skoro 20% manju aktivnost CuZnSOD u jetri
pacova koji su tretirani najviSom dozom ukoliko se uporedi sa aktivnos¢u ovog
enzima u kontrolnoj grupi (Slika 24B).

Da bi se utvrdio razvoj oksidativnog stresa u jetri pacova pod uticajem
PCB ispitan je nivo MDA i ukupnih -SH grupa (Slike 24 C i D). Primena PCB
tokom 28 dana u dozama 21 mg/kg t.m/dan dovela je do statisticki znacajnog
povecanja nivoa MDA u jetri. Ovo povecanje bilo je najizraZenije pri primeni
najvise doze kada su detektovani nivoi MDA 2,5 puta vi$i u odnosu na
kontrolne nivoe. Nivoi ukupnih -SH grupa bili su smanjeni za 3-36% u
uslovima primene PCB, iako je taj pad bio statisticki znacajan samo u dozama

>4 mg/kg t.m/dan.
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Slika 24. Uticaj razli¢itih doza PCB na nivoe GSH (A), CuZnSOD (B), ukupne -SH (C) i MDA
(D) u homogenatima jetre Wistar pacova izlozenih PCB tokom 28 dana. Vrednosti su

predstavljene kao Xi+SD (n=7). Vrednosti koje su oznacene razli¢itim slovima se statisticki
znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

Doza-odnos odgovor potvrden je za sve ispitivane parametre. Vrednosti
CED:s i njihove donje granice pouzdanosti izracunate su iz fitovanih kriva koje su
dobijene za svaki od parametara, a iste kalkulacije su uradene i kada je kriti¢ni
efekat podesen na 10%. NajniZza doza PCB izracunata je za MDA i iznosila je
0,16 mg PCB/kg t.m/dan sa donjom granicom pouzdanosti 0,07 mg PCB/kg
tm/dan za 5% efekta i 0,26 i 0,12 mg PCB/kg t.m/dan za CEDio odnosno
CEDLs. Efekat na CuZnSOD aktivnost okarakterisan je vrednoséu CEDs 0,66
mg PCB/kg t.m/dan uz CEDLs 0,33 mg PCB/kg t.m/dan odnosno CED1o 0,78
mg PCB/kg t.m/dan uz CEDLyo 0,78 mg PCB/kg t.m/dan. Ako se posmatraju
izracunate CED vrednosti, efekti PCB na GSH i ukupne nivoe -SH grupa su
manje izrazeni nego efekti na MDA nivoe i aktivnost CuZnSOD enzima. Kao
mera statisticke nesigurnosti izra¢unat je CED/CEDL odnos koji je u svim
slucajevima bio ispod 10 sto ukazuje da se dobijeni podaci mogu smatrati

relevantnim.
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Tabela 21. Dozna zavisnost, izratunate CED doze PCB i procenjene vrednosti NOAEL za

efekte PCB na ispitivane parametre oksidativnog stresa u jetri.

Parametar Dozna CEDLs | CEDLs | CEDy | CEDLyo NOAEL
zavisnost
MDA + 0,16 0,07 | 0,26 0,12 1
CuZnSOD + 0,66 0,33 1,6 0,78 1
GSH + 211 126 | 2,59 1,82 >16
TSH + 2,71 238 | 557 4,88 4

CED - grani¢na Benchmark doza/kriti¢na doza; CEDs-kriti¢na doza dovodi do 5% promene
efekta; CEDLs-statisticka donja granica pouzdanosti CED koja dovodi do 5% promene efekta;
CEDqo-kriticna doza dovodi do 10% promene efekta; CEDLjo-statisticka donja granica
pouzdanosti CED koja dovodi do 10% promene efekta; NOAEL- doza koja ne dovodi do
Stetnog efekta procenjena na osnovu rezultata eksperimenta; (-) ne postoji dozna zavisnost
efekta; (+) postoji dozna zavisnost efekta.Vrednosti su dobijene upotrebom softvera PROAST.
Sve doze izrazene su u mg PCB/kg t.m/dan.

Ta¢na NOAEL vrednost za parametar GSH ne mozZze biti procenjena na
osnovu ovog eksperimenta, moze se samo re¢i da je ova vrednost >16 mg
PCB/kg t.m/dan. Za ostala tri parametra procenjene su NOAEL vrednosti koje
su bile vise od izrac¢unatih CEDLs i CEDLjo, osim u sluc¢aju CEDL1o za ukupne
—SH grupe koja je bila visa od procenjene NOAEL vrednosti. Razlike izmedu
vrednosti CEDs i NOAEL vrednosti su bile izraZzenije od razlika izmedu
vrednosti CED1o i NOAEL. Najveca razlika izmedu izra¢unatih CED vrednosti i
procenjenih NOAEL vrednosti uocena je za MDA sadrzaj gde je CEDL1o bio 8,3
puta nizi i CEDLs bio 14 puta niZi od procenjene NOAEL vrednosti za ovaj
parametar. Vrednosti NOAEL i CED doza date su u Tabeli 21.

4.2.4. Efekti na bubrege

Nakon primene doza 0,5; 1; 2; 4; 8 i 16 mg/kg t.m/dan izmereni nivoi
PCB u bubrezima bili su 0,334; 0,962; 1,318; 3,994; 4,272; 12,225 mg PCB/kg
vlazne mase bubrega (Slika 25). U kontrolnoj grupi nivoi PCB u bubrezima bili
su ispod limita kvantifikacije. Utvrdena je jaka pozitivna korelacija (r=0,92,
n=48, P<0,0001) izmedu eksternih i internih doza PCB na osnovu ¢ega se moze
zakljuciti da je procena uticaja razli¢itih doza PCB na parametre funkcije

bubrega, kao i parametre oksidativnog stresa u bubrezima moguca.
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Slika 25. Odnos primenjene eksterne doze PCB i koncentracije PCB (interne doze) u
bubrezima Wistar pacova izloZenih razli¢itim dozama PCB tokom 28 dana.

4241. Efekti na relativhu masu organa

Kako podaci nisu pratili normalnu raspodelu, relativhe mase bubrega
predstavljene su kao medijane uz odgovarajuci opseg vrednosti (Tabela 22).
Odgovarajuc¢om statistickom analizom nisu utvrdene statisticki znacajne
promene u relativnoj masi bubrega pod uticajem PCB, kao ni dozna zavisnost
ovog parametra.

Tabela 22. Efekat razli¢itih doza PCB na relativnhu masu bubrega Wistar pacova izlozenih
PCB tokom 28 dana

PCB doze Relativna masa bubrega
(mg/kg t.m/dan) Medijana Opseg

0 0,6892 0,183

0,5 0,736 0,346
1 0,681 0,205
2 0,651 0,11
4 0,594 4 0,136
8 0,671a 0,403
16 0,683 0,286

Vrednosti su predstavljene kao medijane uz opseg vrednosti. Vrednosti koje su oznacene
razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (Kruskal-Volisov test, test razlike izmedu
medjijana; P<0,05).
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4242 Efekti na parametre funkcije bubrega u serumu

Ispitivani su urea i kreatinin kao parametri funkcije bubrega i utvrdeno
je da primenjene doze PCB nisu dovele do statisticki znac¢ajnih promena u
serumskim nivoima ovih parametara (Slika 26). Dozna zavisnost utvrdena je za
uticaj PCB na ureu. Izracunate vrednosti bile su 12,5 mg PCB/kg t.m/dan za
CEDs uz donju granicu pouzdanosti 8,28 mg PCB/kg tm/dan i 14,4 mg
PCB/kg t.m/dan za CEDjo uz donju granicu pouzdanosti 11,68 mg PCB/kg
t.m/dan. Procenjena NOAEL vrednost na osnovu ovog eksperimenta bila je >16
mg PCB/kg tm/dan odnosno nije bilo moguce proceniti tatnu NOAEL
vrednost na osnovu podataka dobijenih u eksperimentu.
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Slika 26. Uticaj razli¢itih doza PCB na koncentraciju kreatinina (A) i uree (B) u krvi Wistar
pacova izlozenih razlic¢itim dozama PCB tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao

XexSD (n=7). Vrednosti koje su oznacene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju
(ANOVA, LSD test; P<0,05).

4243. Efekti na koncentracije bioelemenata

Primena PCB nije dovela je do statisticki znacajnih promena u sadrzaju Fe, Se,
Mn i Cu. Statisti¢ki znacajan pad uocen je u slucaju Zn, pri ¢emu su vrednosti
Zn u grupi koja je tretirana najvisom dozom PCB bile za oko 24% niZe u odnosu

na nivoe Zn u bubrezima pacova kontrolne grupe (Tabela 23). Statisticki
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znacajan pad nivoa Zn u bubrezima javio se ve¢ pri dozama PCB =2 mg/kg

t.m/dan.

Tabela 23. Efekat razli¢itih doza PCB na nivoe Mg, Fe, Zn, Se, Mn i Cu u bubrezima Wistar

acova izlozenih PCB tokom 28 dana.

PCB doze Fe Zn Se Mn Cu
(mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg
t.m/dan) bubrega) bubrega) bubrega) bubrega) bubrega)
0 40,53+ 3,232 26,12+1,332 1,20+ 0,082 1,230,222 7,05+0,992
0,5 40,114,332 25,11+2,152 1,20+0,092 1,24+£0,212 7,000,122
1 41,22+1,242 25,34+ 2,222 1,21+0,072 1,22+0,192 7,02+ 0,132
2 39,10£2,102 27,00£1,03b 1,22+0,102 1,23+0,122 7,000,992
4 40+1,032 27,93+0,72b 1,210,062 1,22+0,192 7,161,072
8 40,7+1,112 28,22+1,14" 1,210,052 1,21+0,11» 7,02+ 0,552
16 40,12+1,22a 30,07+1,10° 1,22+0,072 1,200,152 7,07+0,452

Koncentracije bioelemenata su predstavljene kao X.zSD (n=7). Vrednosti koje su oznacene
razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

4244 Efekti na parametre oksidativnog stresa

Efekti ispitivanih doza Cd na komponente antioksidativne zastite u
bubregu kao i na parametre oksidativnog stresa u bubrezima prikazan je na
Slici 27. Efekat PCB na GSH bio je dvojak. Naime, doze PCB od 0,5 do 8 mg/kg
t.m/dan izazvale su znacajan porast nivoa GSH u odnosu na kontrolne nivoe,
dok je primena najvise doze PCB dovela do statisti¢ki znacajnog pada vrednosti
GSH. Efekti na aktivnost CuZnSOD bili su jasniji za tumacenje, s obzirom na to
da je samo najvisa doza dovela do znacajnog sniZenja aktivnosti ove izoforme
enzima kada se uporedi sa aktivnos¢u enzima u kontrolnoj grupi, pri ¢emu je
aktivnost enzima u ovoj grupi u proseku iznosila 68% aktivnosti kontrolne
grupe. Koncentracija ukupnih -SH grupa bila je sniZzena usled primene najvise
doze PCB za gotovo 42% u odnosu na vrednosti izmerene u kontrolnoj grupi.
Znacajan porast nivoa MDA u bubrezima uocen je pri dozama =2 mg/kg
t.m/dan, pri ¢emu je najvisa doza dovela do nivoa MDA koji su bili visi za oko
1,7 puta u odnosu na srednje nivoe MDA izmerene u kontroli.

Utvrdena je jaka negativna korelacija izmedu nivoa CuZnSOD i MDA,

r=-0,769, n=30, P<0,0001, tako sto je niska aktivnost CuZnSOD bila pracena
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visokim nivoima MDA u homogenatima bubrega. Izmedu ostalih ispitivanih
parametara oksidativnog stresa nije uocena znacajna korelacija. Negativna

korelacija srednje jacine utvrdena je za nivoe Zn u bubrezima i aktivnost

CuZnSOD (r=0,41, n=30, P<0,005).
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Slika 27. Uticaj razli¢itih doza Cd na nivoe GSH (A), CuZnSOD (B), ukupnih -SH (C) i MDA
(D) u homogenatima bubrega Wistar pacova izlozenih PCB tokom 28 dana. Vrednosti su
predstavljene kao X.*SD (n=7). Vrednosti koje su oznacene razli¢itim slovima se statisticki
znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

Za sve ispitivane parametre oksidativnog stresa u bubrezima utvrdena je
dozna zavisnost. Izracunate CED vrednosti, kao i procenjene NOAEL vrednosti
na bazi podataka dobijenih u eksperimentu prikazane su u Tabeli 24. Izracunate
CED:s i CEDjyo vrednosti odnose se na pad nivoa GSH. Najniza vrednost CEDLs
utvrdena je za parametar MDA, dok su izra¢unate vrednosti donjih granica
pouzdanosti za efekte od 5% i 10% nize za efekat PCB na aktivnost CuZnSOD
enzima, nego na sadrzaj GSH, pa se moze zakljuciti da PCB ispoljavaju
izraZeniji efekat na enzimsku komponentu antioksidativne zastite. Procenjena

NOAEL vrednost bila je niza nego CED vrednosti izrac¢unate za GSH, jer se pri
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proceni NOAEL doze posmatra efekat porasta ovog parametra, dok je pri
izra¢unjavanju CED doze prilikom fitovanja krive odnosa doza-odgovor efekat
na sniZenje sadrzaja uzet kao primarni efekat. Ostale procenjene NOAEL
vrednosti bile su viSe od izra¢unatih CED vrednosti, sem u sluc¢aju CEDxo i
CEDLyo izrac¢unate za efekat na MDA koje su bile nesto vise od procenjene
NOAEL vrednosti za ovaj parametar. Kao mera statisticke nesigurnosti
izratunat je CED/CEDL odnos koji je u svim slucajevima bio ispod 10 $to
ukazuje da se dobijeni podaci mogu smatrati relevantnim.

Tabela 24. Dozna zavisnost, izratunate CED doze Cd i procenjene vrednosti NOAEL za
efekte PCB na ispitivane parametre oksidativnog stresa u bubrezima.

Parametar Dozna CEDs | CEDLs | CEDy | CEDLy | NOAEL
zavisnost
MDA n 0,96 082 | 1,60 1,87 1
SOD + 2,93 204 | 419 6,01 8
GSH + 12,20 6,53 | 13,10 8,27 2
TSH + 2,08 1,53 | 4,27 3,13 8

CED - grani¢na Benchmark doza/kriti¢na doza; CEDs-kriti¢na doza dovodi do 5% promene
efekta; CEDLs-statisticka donja granica pouzdanosti CED koja dovodi do 5% promene efekta;
CEDqo-kriticna doza dovodi do 10% promene efekta; CEDLjo-statisticka donja granica
pouzdanosti CED koja dovodi do 10% promene efekta; NOAEL- doza koja ne dovodi do
Stetnog efekta procenjena na osnovu rezultata eksperimenta; (-) ne postoji dozna zavisnost
efekta; (+) postoji dozna zavisnost efekta.Vrednosti su dobijene upotrebom softvera PROAST.
Sve doze izrazene su u mg PCB/kg t.m/dan.

4.25. Efekti na stitastu zlezdu

4251. Efekti na relativnu masu organa

Primena PCB dovela je do statisti¢ki znacajnog sniZenja relativne mase
tireoidne zlezde (Tabela 25). Utvrdeno je postojanje odnosa doza-odgovor, a
izratunata CED vrednost za efekat 5% iznosila je 0,25 mg PCB/kg t.m/dan uz
donju granicu pouzdanosti 0,05 mg PCB/kg t.m/dan, dok je CED vrednost za
10% efekta bila 1,25 mg PCB/kg t.m/dan uz donju granicu pouzdanostu 0,27
mg PCB/kg t.m/dan. Procenjena NOAEL vrednost je iznosila 1 mg PCB/kg
t.m/dan.
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Tabela 25. Efekat razli¢itih doza PCB na relativhu masu Stitaste Zlezde Wistar pacova
izlozenih Cd tokom 28 dana.

PCB doze (mg/kg t.m/dan) Relativna masa Stitaste Zlezde

0 0,165+0,0242

0,5 0,165+0,0452
0,1630,0162

2 0,156+0,019b

4 0,152+0,016°

8 0,150+0,034b

16 0,145+0,027°

Vrednosti su predstavljene kao Xs£SD (n=7). Vrednosti koje su oznacene razli¢itim slovima se
statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).

4.25.2. Efekti na nivoe hormona Stitaste Zlezde u serumu

IzraZeniji efekat PCB su ispoljili na T4 nego na T3 hormon. Naime, sve
primenjene doze PCB dovele su do statisticki znacajnog smanjenja nivoa
hormona T4 u serumu tretiranih pacova, a najvisa doza smanjila je nivoe ovog
hormona u krvi na svega 20% nivoa izmerenih u kontrolnoj grupi (Slika 28B).
Pod istim eksperimentalnim uslovima uoceno je i smanjenje nivoa slobodne
forme ovog hormona FT4 takode pri svim primenjenim dozama PCB (Slika
28D). Utvrdena je izuzetno jaka pozitivna korelacija (r=0,971, n=35, P<0,001)

izmedu nivoa slobodne forme i T4 forme vezane za proteine plazme.
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Slika 28. Uticaj razli¢itih doza PCB na nivoe T3 (A), T4 (B), FI3 (C) i FT4 (D) u serumu Wistar
pacova izloZenih PCB tokom 28 dana. Vrednosti su predstavljene kao Xs+SD (n=7). Vrednosti
koje su oznacene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (ANOVA, LSD test; P<0,05).
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Nivoi T3 hormona takode su sniZeni u odnosu na kontrolnu grupu ali
tek pri dozama = 2 mg PCB/kg t.m/dan (Slika 28A). Znacajan pad nivoa FT3
uocen je tek pri dvema najvisim dozama (Slika 28C), iako je jaka pozitivna
korelacija utvrdena i izmedu ova dva parametra (r=0,875, n=42, P<0,001).

Dozna zavisnost potvrdena je u slucaju svih ispitivanih hormona $titaste
zlezde, sa izuzetkom FT4. Vrednosti CEDs i CED1o izracunate iz fitovanih krivih
dobijenih za svaki od ispitivanih hormona, a izracunate CED vrednosti, kao i
procenjene NOAEL vrednosti na bazi podataka dobijenih u eksperimentu
prikazane su u Tabeli 26. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da je
kriti¢ni efekat PCB na funkciju Stitaste zlezde upravo efekat koji ova hemikalija
ispoljava na nivoe enzima T4. Kao mera statisticke nesigurnosti izrac¢unat je
CED/CEDL odnos koji je u svim slucajevima bio ispod 10 sto ukazuje da se

dobijeni podaci mogu smatrati relevantnim.

Tabela 26. CED doze PCB za efekte na ispitivane hormone tireoidne zlezde.

Parametar Dozna CEDs | CEDLs | CEDy | CEDLio NOAEL
zavisnost
T4 + 0542 | 0504 | 1,11 1,034 <0,5
FT4 ;
T3 + 0,976 | 0754 | 1,418 0,923 <0,5
FT3 + 0,773 | 0694 | 1,418 1,590 4

CED - grani¢na Benchmark doza/kritiéna doza; CEDs-kritina doza dovodi do 5% promene
efekta; CEDLs-statisticka donja granica pouzdanosti CED koja dovodi do 5% promene efekta;
CEDjqo-kriticna doza dovodi do 10% promene efekta; CEDLjo-statisticka donja granica
pouzdanosti CED koja dovodi do 10% promene efekta; NOAEL- doza koja ne dovodi do
Stetnog efekta procenjena na osnovu rezultata eksperimenta; (-) ne postoji dozna zavisnost
efekta; (+) postoji dozna zavisnost efekta.Vrednosti su dobijene upotrebom softvera PROAST.
Sve doze izraZzene su u mg PCB/kg t.m/dan.
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43. TOKSICNI EFEKTI SMESE KADMIJUMA 1 POLIHLOROVANIH
BIFENILA

4.3.1. Efektina prinos telesne mase

Tabela 27 predstavlja prirast masa dobijen u svih devet grupa koje su
tretirane sme$ama razli¢itih doza Cd i PCB, pri ¢emu se kao grupa u odnosu na
koju se poredi efekat koristi grupa koja je primala samo jednu od supstanci u
odgovarajucoj dozi. Uoc¢ava se da je u vecini grupa koje su primale smesu ove
dve supstance prirast mase bio statisticki znac¢ajno niZi nego u grupama koje su
tretirane samo jednom od supstanci u dozi koja je ista kao doza te supstance
koriS¢ena u smesi. Moze se zakljuciti da, primenjene zajedno, ove dve
hemikalije imaju izraZeniji efekat na prirast t.m. nego pojedinac¢ne supstance u
gotovo svim kombinacijama. Medutim, kako nije pokazana dozna zavisnost
ovog parametra za obe hemikalije, ne moZe se utvrditi da li ove supstance

ispoljavaju aditivni efekat na ovaj parametar ili stupaju u interakcije.

Tabela 27. Efekat smese razli¢itih doza Cd i PCB na prirast mase Wistar pacova nakon 28
dana izloZenosti.

Cd doze+PCB doze PCB doze+Cd doze
(mg/kg t.m/dan) Prirast mase (mg/kg t.m/dan) Prirast mase

1,25+0 0,64+0,10 2+0 0,81+0,15
1,25+2 0,40+0,19" 2+1,25 0,40+0,15"
1,25+4 0,56+0,18" 2+2,5 0,56+0,19"
1,25+8 0,32+0,07* 2+5 0,39+0,06"
2,5+0 0,65+0,15 4+0 0,54+0,07
2,542 0,56+0,19 4+1,25 0,56+0,18
2,5+4 0,61+0,12 4425 0,61+0,12
2,5+8 0,40+0,11" 4+5 0,32+0,04"

5+0 0,54+0,19 8+0 0,61+0,14

5+2 0,39+0,06" 8+1,25 0,32+0,07"

5+4 0,32+0,04" 8+2,5 0,40+0,11"

5+8 0,24+0,05 8+5 0,24+0,05

Vrednosti su predstavljene kao xs+SD (n=7). Poredenje je vrSeno unutar grupa koje su primale
istu dozu jedne od supstanci komponenata smese, pri ¢emu * oznacava statisticku znacajnost u
odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom bojom (ANOVA, LSD test; P<0,05).
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4.3.2. Uticaj smeSe na sadrzaj Cd i PCB u krvi, jetri i bubregu

Merenje sadrzaja Cd u krvi pacova izloZzenih smesama Cd i PCB
pokazalo je da PCB primenjeni u sve tri doze u kombinaciji sa Cd nisu imali
statisticki znacajan uticaj na nivoe Cd u krvi i bubregu. Medutim, ko-tretman
PCB je u svim doznim kombinacijama doveo do visih koncentracija Cd u
poredenju sa vrednostima izmerenim u jetri Zivotinja tretiranih samo Cd

(Tabela 28).

Tabela 28. Efekat smese razlic¢itih doza Cd i PCB na sadrzaj Cd u krvi, jetri i bubrezima
Wistar pacova nakon 28 dana izloZenosti.

Cd doze+PCB doze Koncentracije Cd
(mg/kg t.m/dan)
krv (mg/L) jetra (mg/kg) bubreg (mg/kg)
1,25+0 7,9243,99 3,9310,3 2,85+0,30
1,25+2 74424 5,66+0,93* 3,52+0,86
1,25+4 7,7£1,8 5,03+0,11* 3,53+0,46
1,25+8 7,242,7 5,29+0,18* 3,57+0,70
2,5+0 24,9+6,87 4,55+0,14 4,74+0,08
2,5+2 23,842,8 6,35+0,17* 4,62+0,62
2,5+4 22,943,8 5,30+0,5* 4,25+0,13
2,5+8 21,2+4,8 8,71+0,85* 4,55+0,42
5+0 57,67%18,06 14,67+0,73 11,36+ 0,35
5+2 56,9£17,5 17,03+0,22* 10,73+0,34
5+4 59+7,99 17,88+0,96* 10,65+0,18
5+8 58,2+13,0 18,79+0,14* 11,37+0,98

Koncentracije Cd predstavljene su kao Xs£SD (n=7). Poredenje je vreno unutar grupa koje su
primale istu dozu jedne od supstanci komponenata smese, pri ¢emu * oznacava statisticku
znacajnost u odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom bojom (ANOVA, LSD
test; <0,05).

Tabela 29 sadrZi izmerene koncentracije PCB u jetri i bubrezima pacova
koji su tretirani smeSama razlic¢itih doza Cd i PCB. Uocava se da je ko-tretman
sa Cd u svim doznim kombinacijama doveo do visih koncentracija PCB u jetri
nego pojedinacan tretman PCB. Nema efekata smeSa na nivoe PCB u

bubrezima. Sadrzaj PCB u krvi nije odredivan u ovoj studiji.
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Tabela 29. Efekat smese razlic¢itih doza Cd i PCB na sadrzaj PCB u jetri i bubrezima Wistar
pacova nakon 28 dana izloZenosti.

PCB doze+Cd doze Koncerr:lt;;g)e PCB
(mg/kg t.m/dan) jetra bubreg

2+0 0,85+0,06 1,318+0,017

2+1,25 1,28+0,12* 1,186+0,545

2+2,5 1,71+0,39* 1,53+0,422
2+5 2,92+0,38* 1,43+0,09
4+0 2,03+0,34 3,94+0,133

4+1,25 2,70+0,56* 3,360,86

4+2,5 2,72+1,09* 3,92+0,71
4+5 3,32+1,69* 3,38+0,97
8+0 3,02 0,78 4,27+0,21

8+1,25 5,73+1,18* 3,98+0,37
8+2,5 5,16+2,72* 4,23+1,05
8+5 8,66+1,99* 4,26+0,98

Koncentracije PCB u jetri i bubrezima predstavljene su kao X+SD (n=7). Poredenje je vrseno
unutar grupa koje su primale istu dozu jedne od supstanci komponenata smese, pri ¢emu *
oznacava statisticku znacajnost u odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom
bojom (ANOVA, LSD test; P<0,05).

4.3.3. Efekti na hematoloske parametre

Primena smese dovela je do izvesnih razlika u broju Er i sadrZaju Hb u
odnosu na grupe koje su tretirane samo pojedina¢nom supstancom. U Tabeli 30
uocava se da je primena najvisih doza Cd u kombinaciji sa PCB dovela do
smanjenja broja Er u odnosu na broj Er u grupi koja je tretirana samo Cd u
odgovarajucoj dozi (5 mg/kg t.m/dan), odnosno samo PCB u sve tri
primenjene doze u okviru doznog rezima smesa. Takode, uocava se i statisti¢ki
znacajno smanjenje sadrzaja Hb u grupi koja je tretirana najvisim dozama obe
primenjivane supstance u odnosu na grupe koje su tretirane samo jednom

supstancom.
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Tabela 30. Efekat smese razli¢itih doza Cd i PCB na broj eritrocita, leukocita i trombocita i
sadrzaj hemoglobina Wistar pacova nakon 28 dana izloZenosti.

Cd doze+PCB doze Eritrociti Hemoglobin Leukociti Trombociti
(mg/kg t.m/dan) (102 br/L) (g/L) (10°br/L) (10° bx/L)
1,25+0 6,27+0,23 114,57+6,5 6,37+0,34 596+69,49
1,25+2 6,22+1,1 119,28+17,46 5,45+3,27* 531+49,19*
1,25+4 6,47+1,48 109,71£25,33 5,25+2,67* 541£31*
1,25+8 6,89+0,68 114,71£9,46 5,42+1,74* 526,14+£3,79*
2,540 6,63+0,30 120,14+6,33 6,92+0,87 624,71£62,3
2,5+2 7,01+0,36 118,43+6,3 5,84+1,2* 508,57+88,57*
2,5+4 6,37+0,54 107£9,5 5,09+0,29* 544,28+21,08*
2,5+8 6,5320,86 106,83+17,62 4,99+0,64* 512,83+42,22*
5+0 6,43%0,51 114,43+9,95 7,01+0,95 637,57+120,2
5+2 5,25+0,27* 121,71+7,39 5,562+1,21* 569,71+64,51*
5+4 5,060,52* 118,57+9,16 3,9440,2* 560+18,30%
5+8 4,73+0,35* 99,71+5,02* 4,13+0,96* 430,28+10,41*
PCB doze +Cd doze Eritrociti Hemoglobin Leukociti Trombociti
(mg/kg t.m/dan) (102 bx/L) (g/L) (10°bx/L) (10° bx/L)
2+0 6,61+0,67 119,67£9,17 9,97+1,06 672+97,83
2+1,25 6,22+1,1 119,28+17,46 5,45+3,27% 531+49,19%
2+2,5 7,01+0,36 118,43+6,3 5,8441,2* 508,57+88,57*
2+5 5,25+0,27* 121,71+7,39 5,562+1,21* 569,71+64,51*
4+0 6,66+0,52 122,17+5,34 6,05+2,17 607,33+93,12
4+1,25 6,47+1,48 109,71+25,33 5,2542,67% 541+31*
4+2,5 6,37+0,54 107£9,5 5,09+0,29* 544,28+21,08*
4+5 5,06+0,52* 118,57£9,16 3,94+0,2* 560£18,30%
8+0 6,83+0,63 124,40+7,83 7,01+2,26 590,80+78,4
8+1,25 6,89+0,68 114,71£9,46 5,42+1,74* 526,14+£3,79*
8+2,5 6,53+0,86 106,83£17,62 4,99+0,64* 512,83+42,22*
8+5 4,73+0,35* 99,71+5,02* 4,13+0,96* 430,28+10,41*

Vrednosti su predstavljene kao X+SD (n=7). Poredenje je vrSeno unutar grupa koje su primale
istu dozu jedne od supstanci komponenata smese, pri ¢emu * oznacava statisticku znacajnost u
odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom bojom (ANOVA, LSD test; P<0,05).

Istovremena primena Cd i PCB dovela je do statisticki znacajnog
smanjenja broja Leu i Tr u svim grupama u odnosu na kontrolne grupe tretirane
pojedinacnim toksi¢nim agensima (Tabela 30). Kako su broj Tr i broj Leu
pokazali doznu zavisnost od obe ispitivane supstance, izvrSeno je poredenje
nagiba kriva doza-odgovor da bi se utvrdilo eventualno prisustvo interakcija
izmedu ove dve supstance u delovanju na ova dva hematoloska parametra.

Nisu uocene statisticki znacajne razlike u nagibima krivih dobijenih za
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zavisnost broja Tr od doze Cd kada se Cd primenjuje pojedinacno i u
kombinaciji sa tri razli¢ite doze PCB (Slika 29A), kao ni razlike izmedu nagiba
krivih dobijenih za doznu zavisnost broja Tr od PCB primenjenog pojedinacno i
u kombinaciji sa sve tri doze Cd (Slika 29B). Moze se zakljuciti da ispitivane
hemikalije ne stupaju u interakcije kada je u pitanju uticaj na broj Tr, te da na

ovaj parametar deluju aditivno, i to dovode¢i do njegovog snizenja.
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Slika 29. Doza-odgovor krive dobijene za broj trombocita u pacova tretiranih tokom 28 dana
sa Sest razli¢itih doza Cd (0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5;10 mg Cd/kg t.m/dan) ili sa smeSama Cd (1,25;
2,5; 5 mg/kg t.m/dan) i PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) (A) i doza-odgovor krive dobijene za nivo
trombocita u pacova tretiranih sa Sest razlic¢itih doza PCB (0,5; 1; 2; 4; §; 16 mg PCB/kg
t.m/dan) ili smeSama PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) i Cd (1,25; 2,5 i 5 mg/kg t.m/dan) (B).
Statisticki znacajna razlika izmedu nagiba kriva oznacena je sa *(P<0,05), 1(P<0,01).

Sa druge strane, kada se posmatra uticaj na broj Leu uocava se statisticki
znacajna razlika u nagibima krivih kada se krive zavisnosti doza Cd odgovor
dobijene u prisustvu sve tri primenjene doze PCB uporede sa nagibom krive

dobijene za primenu samo Cd (Slika 30A). Kako u prisutvu PCB dolazi do
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smanjenja broja Leu, dok sam Cd izaziva porast broja ovih krvnih ¢elija, moze
se zakljuciti da ove dve supstance deluju antagonisticki. Medutim, kada se
uporede nagibi krivih dobijenih za doznu zavisnost broja Leu od PCB u
prisustvu Cd sa nagibom krive dobijene pri primeni samo PCB ne uocavaju se
statisticki znacajne razlike odnosno moze se pretpostaviti odsustvo interakcije
izmedu ove dve supstance (Slika 30B).
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Slika 30. Doza-odgovor krive dobijene za broj leukocita u pacova tretiranih tokom 28 dana sa
Sest razlic¢itih doza Cd (0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5;,10 mg Cd/kg t.m/dan) ili sa smesama Cd (1,25; 2,5; 5
mg/kg t.m/dan) i PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) (A) i doza-odgovor krive dobijene za nivo
leukocita u pacova tretiranih sa Sest razlicitih doza PCB (0,5; 1; 2; 4; 8; 16 mg PCB/kg t.m/dan)
ili smesama PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) i Cd (1,25; 2,5 i 5 mg/kg t.m/dan) (B). Statisticki
znacajna razlika izmedu nagiba kriva oznacena je sa *(P<0,05), 1(P<0,01).

Ispitivanje koncentracija Fe u krvi pacova iz grupa koje su tretirane
razli¢itim kombinacijama doza Cd i PCB ukazalo je na statisticki znacajno

smanjenje koncentracija ovog bioelementa u odnosu na grupe koje su primale
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pojedina¢ne supstance. Statisticki znacajno smanjenje utvrdeno je u svim

grupama pacova tretiranih smesama (Tabela 31).

Tabela 31. Efekat smesa razlicitih doza Cd i PCB na koncentracije Fe u krvi Wistar pacova
nakon 28 dana izloZenosti.

Koncentracie ~ Fe u  krvi
Cd doze+PCB doze Fe predstavljene kao X +SD (n=7).
(mg/kg t.m/dan) (mg/L) Poredenje je vrseno unutar
grupa koje su primale istu dozu
1,25+0 187 ,68+33,42 jedne od supstanci komponenata
1,25+2 93,70+16,40* smeSe, pri ¢emu * oznacava
1,25+4 81,0331 44* statisticku znacajnost u odnosu
12548 13139+23 16" na kontrolne grupe koje su
2’ =10 T 94' 0% 37' = predstavljene plavom  bojom
2’5+2 123 ’5 5;22 ’8 — (ANOVA, LSD test; P<0,05).
2,5+4 137,72+49,46*
2,5+8 116,77+29,85*
5+0 187,92+51,84
5+2 128,24+36,72*
5+4 111,96+5,29*
5+8 138,10+£28,36*

4.3.4. Efektinajetru

434.1. Efekti na relativnu masu organa

Primena smeSe Cd i PCB u svim opsezima dovela je do statisticki
znacajnog povecanje relativne mase jetre u poredenju sa relativnim masama

jetre  pacova tretiranih pojedina¢nim supstancama primenjenim u

odgovarajué¢im dozama. Dobijene relativne mase prikazane su u Tabeli 32.

Tabela 32. Efekat smeSe razli¢itih doza Cd i PCB na relativhu masu jetre pacova nakon 28
dana izloZenosti.

Cd doze+PCB doze Relativna masa PCB doze+Cd doze Relativna masa jetre
(mg/kg t.m/dan) jetre (mg/kg t.m/dan)
1,25+0 3,494+0,385 2+0 4,286+0,462
1,25+2 4,836+0,437* 2+1,25 4,836+0,437*
1,25+4 4,518+0,212" 2+2,5 4,781+0,241*
1,25+8 4,774+0,312" 2+5 4,716+0,096*
2,5+0 3,670£0,293 4+0 4,012+0,369
2,5+2 4,781+0,241* 4+1,25 4,518+0,212"
2,5+4 4,743+0,335* 4+2,5 4,743+0,335*
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Cd doze+PCB doze Relativna masa PCB doze+Cd doze Relativna masa jetre
(mg/kg t.m/dan) jetre (mg/kg t.m/dan)
2,5+8 4,619+0,440" 4+5 4,677+0,365*
5+0 3,389+0,269 8+0 4,351+0,716
5+2 4,716+0,096* 8+1,25 4,774+0,312"
5+4 4,677+0,365* 8+2,5 4,619+0,440"
5+8 4,397+0,567* 8+5 4,397+0,567*

Vrednosti relativne mase jetre su predstavljene Xs£SD (n=7). Poredenje je vrSeno unutar grupa
koje su primale istu dozu jedne od supstanci komponenata smeSe, pri ¢emu * oznacava
statisticku znacajnost u odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom bojom
(ANOVA, LSD test; P<0,05).

43.4.2. Efekti na koncentraciju albumina

Primena smese Cd i PCB dovela je do statisticki znacajnog smanjenja
nivoa albumina u serumu u odnosu na nivoe koji su dobijeni pri pojedinac¢noj
primeni PCB, dok se pri poredenju sa nivoima albumina u serumu pacova
tretiranih samo Cd ne dobijaju statisticki znacajne razlike, osim pri

istovremenoj primeni najvisih doza obe supstance (Tabela 33).

Tabela 33.Efekat smese razlic¢itih doza Cd i PCB na koncentracije albumina u serumu Wistar
acova nakon 28 dana izloZenosti.

Cd doze+PCB Albumin PCB doze+Cd Albumin

doze (/L) doze (/L)
(mg/kg t.m/dan) (mg/kg t.m/dan)

1,25+0 41,9+1,29 2+0 43,52+1,93

1,25+2 41,34+2,08 2+1,25 41,34+2,08

1,25+4 40,843,37 2+2,5 41,96+2,07

1,25+8 40,41+1,45 2+5 40,57+1,74*

2,5+0 40,61+1,58 4+0 43,38+2,14

2,5+2 41,96+2,07 4+1,25 40,843,37*

2,5+4 40,53+0,54 4+2,5 40,53+0,54*

2,5+8 41,96%3,34 4+5 38,23+1,48*

5+0 38,29+2,58 8+0 42,68+1,45

5+2 40,57+1,74 8+1,25 40,41+1,45*

5+4 38,23+1,48 8+2,5 41,96+3,34*

5+8 36,53+1,55* 8+5 36,53+1,55*

Vrednosti albumina predstavljene su kao Xs#SD (n=7). Poredenje je vrSeno unutar grupa koje
su primale istu dozu jedne od supstanci komponenata smese, pri ¢emu * oznacava statisticku
znacajnost u odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom bojom (ANOVA, LSD
test; P<0,05). Doze Cd i PCB date su u mg/kg t.m/dan.
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Na Slici 31A prikazane su krive dozne zavisnosti nivoa albumina od Cd
pri primeni samog Cd kao i kombinaciji sa tri razli¢ite doze PCB koje ukazuju
primena razli¢itih doza Cd kao i smeSe Cd i PCB dovode do smanjenje nivoa
albumina u serumu $to je dokazano i za razli¢ite doze PCB date pojedinacno i u
smesi (Slika 31B). Iako su smanjenja koncentracija albumina pri primeni smesa
izrazenija, poredenjem nagiba ovih krivih nije dokazana statisticka znacajnost
te se moze zakljuciti da izmedu Cd i PCB nema interakcija ve¢ da ispoljavaju

aditivan efekat na ispitivani parametar.

A)

60 -

o
w0 o

Albumin (/1)

Cd+8 mg PCB/X

Cd doze (mg/ kg ta)

B)

Slika 31. Doza-odgovor krive dobijene za serumske koncentracije albumina u pacova
tretiranih tokom 28 dana sa Sest razlic¢itih doza Cd (0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5,10 mg Cd/kg t.m/dan)
ili smesama Cd (1,25; 2,5; 5 mg/kg t.m/dan) i PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) (A) i doza-odgovor
krive dobijene za serumske koncentracije albumina u pacova tretiranih sa $est razli¢itih doza
PCB (0,5; 1; 2; 4; 8; 16 mg PCB/kg t.m/dan) ili smeSama PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) i Cd (1,25;
2,5 i 5 mg/kg t.m/dan) (B). Statisticki znacajna razlika izmedu nagiba kriva oznacena je sa
*(P<0,05), 1(P<0,01).

43.4.3. Efekti na enzimske parametre funkcije jetre

U Tabeli 34 prikazani su uticaji smesSe na aktivnosti AST, ALT i ALP
enzima, kao pokazatelje funkcije jetre. Primena smese dovela je do statisticki
znacajnog porasta nivoa AST, smanjenja nivoa ALP, dok nije imala uticaj na

nivoe ALT u serumu.

88



Tabela 34. Efekat smesa razli¢itih doza Cd i PCB na serumske nivoe ALT i ALP Wistar
acova nakon 28 dana izlozenosti.

Cd doze+PCB doze AST ALT ALP
(mg/kg t.m/dan) (U/L) (U/L) (U/IL)
1,25+0 303,29+54,12 63,71£10,48 200,57+48,14
1,25+2 300,29+33,4 61,29+6,32 160,00£29,3*
1,25+4 312,29+49,2* 61,86+8,40 148,17+23,63*
1,25+8 314,33+45,19* 68,33+9,11 157,57+24,81*
2,5+0 273,43+35,98 64,71£13,07 225,86+54,02
2,5+2 299,17+33,19* 59,57+8,44 167,71432,67*
2,5+4 295,17+36,82* 73,57+14,74 207,71+22,9*
2,5+8 308,29+54,3* 59,57+13,38 167,714£20,21*
5+0 311,29+21,31 73,14+19,73 210452,975
5+2 325,71+38,72* 66,43+6,58 200,29+28,02*
5+4 323,71+59,96* 68,57+6,88 184,14+44,42*
5+8 326,71+42,96* 77,43+11,01 170+57,5*
PCB doze+Cd doze AST ALT ALP
(mg/kg t.m/dan) (U/L) (U/L) (U/IL)
2+0 256,17+45,29 61+10,94 237,5+42,58
2+1,25 300,29+33,4 61,29+6,32 160,00£29,3*
2+2,5 299,17+33,19* 59,57+8,44 167,71432,67*
2+5 325,71+38,72 66,43+6,58 200,29+28,02*
4+0 231+28,05 66,33+£10,46 240,33+55,83
4+1,25 312,29+49,2* 61,86+8,40 148,17423,63*
4+2,5 295,17+36,82* 73,57+14,74 207,71+22,9*
4+5 323,71+59,96* 68,57+6,88 184,14+44 ,42*
8+0 264,43+48,96 66,43+4,54 204+27,81
8+1,25 314,33+45,19* 68,33+9,11 157,57+24,81*
8+2,5 308,29+54,3* 59,57+13,38 167,71420,21*
8+5 326,71+42,96* 77,43+11,01 170+57,5*

Vrednosti AST, ALT i ALP predstavljene su kao Xs=SD (n=7). Poredenje je vr$eno unutar grupa
koje su primale istu dozu jedne od supstanci komponenata smeSe, pri ¢emu * oznacava
statisticku znacajnost u odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom bojom

(ANOVA, LSD test; P<0,05).

Kako je jedino za aktivnost AST enzima u serumu utvrdena dozna

zavisnost od obe primenjene hemikalije ispitano je postojanje interakcija

izmedu ove dve hemikalije. Utvrdeno je odsustvo interakcija, odnosno aditivno

delovanje ovih hemikalija na nivoe AST enzima u serumu kada je poredeno

vr$eno sa krivom zavisnosti od doza Cd i krivom zavisnosti od doza PCB (Slika

32).
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Slika 32. Doza-odgovor krive dobijene za serumsku aktivnost AST u pacova tretiranih tokom
28 dana sa Sest razli¢itih doza Cd (0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5;10 mg Cd/kg t.m/dan) ili smeSama Cd
(1,25; 2,5; 5 mg/kg t.m/dan) i PCB (2;4;8 mg/kg t.m/dan) (A) i doza-odgovor krive dobijene za
serumsku aktivnost AST u pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza PCB (0,5; 1; 2; 4; 8; 16 mg
PCB/kg t.m/dan) ili smesama PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) i Cd (1,25; 2,5 i 5 mg/kg t.m/dan) (B).
Statisticki znacajna razlika izmedu nagiba kriva oznacena je sa *(P<0,05), 1(P<0,01).

43.4.4. Efekti na koncentraciju bioelemenata

Tabela 35 daje prikaz nivoa bioelemenata u jetri pacova grupa koje su
tretirane smeSama Cd i PCB. Moze se uociti da je istovremena primena Cd i
PCB u gotovo svim doznim kombinacijama dovela do statisticki znacajnog
porasta nivoa Fe u jetri u odnosu na nivoe izmerene u jetri pacova tretiranih
samo jednom supstancom u odgovarajucoj dozi. Takode uocava se i statistic¢ki
znacajno smanjenje nivoa Zn u svim doznim kombinacijama u grupama koje su
primale smeSe u odnosu na nivoe Zn u jetri pacova koji su trovani
pojedina¢nim supstancama. Primena smesa nije imala uticaj na nivoe Se u jetri

pacova.
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Tabela 35. Efekat smesa razli¢itih doza Cd i PCB na nivoe Fe, Zn i Se u jetri Wistar pacova
nakon 28 dana izloZenosti.

Cd doze+PCB doze Fe Zn Se
(mg/kg t.m/dan) (mg/kg jetre) (mg/kg jetre) (mg/kg jetre)
1,25+0 39,27+ 5,18 46,10+1,73 1,36+0,23
1,25+2 34,65+4,95 27,18+1,60* 1,35+0,45
1,25+4 40,25+4,64* 15,94+2,16* 1,47+0,38
1,25+8 47,48+3,88* 15,82+1,32* 1,49+0,25
2,5+0 10,94+ 3,71 46,45+ 3,15 1,32+0,18
2,542 27,51+4,58* 16,06+0,62* 1,21+0,24
2,5+4 28,95+2,82* 15,81+1,71* 1,22+0,34
2,5+8 28,75+5,00* 13,39+1,47* 1,29+0,03
5+0 13,30+ 3,23 46,97+ 11,88 0,88 +0,16
5+2 25,57+4,41* 10,99+1,41* 0,85+0,04
5+4 26,87+4,57*% 13,97+3,29* 0,92+0,14
5+8 25,26+2,86* 10,4243,37* 0,94+0,08
PCB doze+Cd doze Fe Zn Se
(mg/kg t.m/dan) (mg/kg jetre) (mg/kg jetre) (mg/kg jetre)
2+0 27,27+ 4,18 49,10 £3,73 0,86+0,13
2+1,25 34,65+4,95* 27,18+1,60* 1,35+0,45
2+2,5 27,51+4,58 16,06+0,62* 1,21+0,24
2+5 25,57+4,41 10,99+1,41* 0,85+0,04
4+0 20,94 +1,71 49,45+4,13 0,82+0,20
4+1,25 40,25+4,64* 15,94+2,16* 1,47+0,38
4425 28,95+2,82* 15,81+1,71* 1,22+0,34
4+5 26,87+4,57* 13,97+3,29* 0,92+0,14
8+0 23,30+ 1,23 46,97+ 11,88 0,98 +0,16
8+1,25 47,48+3,88* 15,82+1,32* 1,49+0,25
8+2,5 28,75+5,00* 13,39+1,47* 1,29+0,03
8+5 25,26+2,86* 10,42+3,37* 0,94+0,08

Vrednosti koncentracije bioelemenata predstavljene su kao Xs+SD (n=7). Poredenje je vrseno
unutar grupa koje su primale istu dozu jedne od supstanci komponenata smese, pri ¢emu *
oznacava statisticku znacajnost u odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom
bojom (ANOVA, LSD test; P<0,05).

4.3.4.5. Efekti na parametre oksidativnog stresa

U Tabeli 36 prikazan je efekat smeSe razli¢itih doza Cd i PCB na
aktivnost enzima CuZnSOD i sadrzaj GSH, MDA i ukupnih -SH grupa u
homogenatima jetre. Uoc¢ava se statisticki znac¢ajno smanjenje aktivnosti enzima
CuZnSOD kao i sadrzaja GSH i nivoa MDA u svim grupama tretiranim
smeSama, te smanjenje nivoa ukupnih -SH grupa kada se uporede nivoi u
grupama tretiranim kombinacijama ove dve supstance sa nivoima dostignutim

u grupama koje su tretirane samo odgovaraju¢om dozom PCB.
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Tabela 36. Efekat smese razlié¢itih doza Cd i PCB na aktivnost enzima CuZnSOD i nivoe

GSH, ukupnih -SH grupa i MDA u homogenatima jetre Wistar pacova nakon 28 dana

izlozenosti.
Cd doze+PCB CuZnSOD GSH Ukupne -SH grupe MDA
doze (U/mg proteina) (pmol/mg (mmol/mg proteina) (pmol/mg
(mg/kg t.m/dan) proteina) proteina)
1,25+0 60,7843,73 31,41+3,5 55,93 £7,50 57,36%3,88
1,25+2 40,22+1,5* 19,27+1,87* 57,1843,15 90,39+17,18*
1,25+4 44,59+2,20* 15,83+3,17* 51,35+7,61 89,95+4,76*
1,25+8 40,23+5,42* 15,45+0,86* 50,54+3,04 98,43+10,26*
2,5+0 60,03+3,62 22,67+1,8 52,74+ 3,70 85,45+18,64
2,5+2 42,04+2,9* 19,00+2,2* 50,66+3,74 90,1741,92*
2,5+4 44,77+2 48* 13,45+0,91* 49,9245,7 95,17+6,02*
2,5+8 42,06+4,49* 13,64+1,98* 48,3145,3 115,54+27,06*
5+0 59,58+ 1,38 25,84+3,7 55,80+ 7,23 93,86+4,77
5+2 40,2345,42* 16,56+2,84* 53,9243,27 106,82+6,31*
5+4 43,9+1,02* 13,04+1,03* 52,27+3,11 102,11+1,91*
5+8 32,08+7,23* 12,58+0,99* 49,262,91 123,84+13,58*
PCB doze+Cd CuZnSOD GSH Ukupne -SH grupe MDA
doze (U/mg proteina) (pmol/mg (mmol/mg proteina) (pmol/mg
(mg/kg t.m/dan) &P proteina) proteina)
2+0 49,2612,72 21,3841,06 71,4314 28,09+3,79
2+1,25 40,22+1,5* 19,27+1,87* 57,1843,15* 90,39+17,18*
2+2,5 42,04+2,9* 19,00+2,2* 50,66+3,74* 90,17+1,92*
2+5 40,23+5,42* 16,56+2,84* 53,9243,27* 106,82+6,31*
4+0 48,61+1,85 17,8540,52 66,0243,15 34,1343,34
4+1,25 44,59+2,20* 15,83+3,17* 51,35+7,61* 89,95+4,76*
4+2.5 44,77+2 A8* 13,45+0,91* 49,9245,7* 95,17+6,02*
4+5 43,9+1,02* 13,04+1,03* 52,27+3,11* 102,11+1,91*
8+0 46,09+5,98 17,4612,5 64,611+2,73 38,82+15,1
8+1,25 41,59+1,26* 15,45+0,86* 50,54+3,04* 98,43+10,26*
8+2,5 42,06+4,49* 13,64+1,98* 48,3145,3* 115,5+27,06*
8+5 32,08+7,23* 12,58+0,99* 49,262 ,91* 123,84+13,58*

Koncentracije MDA, GSH, ukupnih -SH grupa i aktivnost enzima CuZnSOD predstavljene su
kao XstSD (n=7). Poredenje je vrSeno unutar grupa koje su primale istu dozu jedne od
supstanci komponenata smeSe, pri ¢emu * oznacava statisticku znacajnost u odnosu na
kontrolne grupe koje su predstavljene plavom bojom (ANOVA, LSD test; P<0,05).

Iako su koncentracije MDA pri primeni smesa statisticki znacajno vise u
odnosu na nivoe MDA u grupama pacova tretiranih pojedinacnim
supstancama, poredenjem nagiba krivih dozne zavisnosti nisu dokazane
statisticke znacajnosti (0,112 odnosno 0,057) pa se moze zakljuciti da izmedu Cd
i PCB nema interakcija ve¢ da ispoljavaju aditivan efekat na ispitivani

parametar (Slika 33).
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Slika 33. Doza-odgovor krive dobijene za koncentracije MDA u homogentaima jetre pacova
tretiranih tokom 28 dana sa Sest razlicitih doza Cd (0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5;10 mg Cd/kg t.m/dan)
ili smesama Cd (1,25; 2,5; 5 mg/kg t.m/dan) i PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) (A) i doza-odgovor
krive dobijene za nivo MDA u pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza PCB (0,5; 1; 2; 4; 8; 16
mg PCB/kg t.m/dan) ili smeSama PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) i Cd (1,25;2,5 i 5 mg/kg t.m/dan)
(B). Statisticki znacajna razlika izmedu nagiba kriva oznacena je sa *(P<0,05), 1(P<0,01).

Isto tako utvrdeno je i odsustvo interakcija, odnosno aditivan efekat Cd i

PCB na sadrzaj GSH u jetri pacova (Slika 34).
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Slika 34. Doza-odgovor krive dobijene za koncentracije GSH u homogentaima jetre pacova
tretiranih tokom 28 dana sa Sest razli¢itih doza Cd (0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5,10 mg Cd/kg t.m/dan)
ili smesama Cd (1,25; 2,5; 5 mg/kg t.m/dan) i PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) (A) i doza-odgovor
krive dobijene za nivo GSH u pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza PCB (0,5; 1; 2; 4; 8; 16
mg PCB/kg t.m/dan) ili smesama PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) i Cd (1,25; 2,5 i 5 mg/kg t.m/dan)
(B). Statisticki znacajna razlika izmedu nagiba kriva oznacena je sa *(P<0,05), 1(P<0,01).
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4.3.5. Efekti na bubrege

43.5.1. Efekti na relativhu masu organa

Istovremena primena najviSe doze Cd koriS¢ene u smeSama (5 mg/kg
tm/dan) sa primenjenim dozama PCB dovela je do statisticki znacajnog
povecanja relativne mase bubrega u odnosu na mase bubrega kada je primenjen

samo PCB kao i u odnosu pojedina¢nu primenu Cd u toj dozi (Tabela 37).

Tabela 37. Efekat smesa razlicitih doza Cd i PCB na relativne mase bubrega Wistar pacova

nakon 28 dana izlozenosti.

Cd doze+PCB doze Relativna masa PCB doze+Cd doze Relativna masa
(mg/kg t.m/dan) bubrega (mg/kg t.m/dan) bubrega

1,25+0 0,633+0,046 2+0 0,660+0,049
1,25+2 0,660+0,088 2+1,25 0,660+0,088
1,25+4 0,621+0,043 2+2,5 0,669+0,046
1,25+8 0,665+0,050 2+5 0,692+0,029*
2,5+0 0,683+0,067 440 0,644+0,136
2,5+2 0,669+0,046 4+1,25 0,621+0,043
2,5+4 0,666+0,040 4425 0,666+0,040
2,5+8 0,666+0,051 4+5 0,716+0,051*

5+0 0,644+0,064 8+0 0,696+0,134

5+2 0,692+0,029* 8+1,25 0,665+0,050

5+4 0,716+0,051* 8+2,5 0,666+0,051

5+8 0,711+0,106* 8+5 0,711+0,106*

Vrednosti su predstavljene su kao X4tSD (n=7). Poredenje je vrseno unutar grupa koje su
primale istu dozu jedne od supstanci komponenata smese, pri ¢emu * oznacava statisticku
znacajnost u odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom bojom (ANOVA, LSD
test; ’<0,05).

43.5.2. Efekti na parametre funkcije bubrega

Primena najvise doze Cd u kombinaciji sa ostalim dozama PCB
koriSéenim u doznom rezimu smesa dovela je do skoka kreatinina u serumu u
odnosu na nivoe kreatinina grupa tretiranih pojedina¢nim supstancama, dok su
nivoi uree u serumu pacova tretiranih smesama bili statisticki znacajno visi u
svim doznim opsezima smeSe, u odnosu na nivoe uree u grupama pacova

tretiranih pojedina¢nim supstancama (Tabela 38).
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Tabela 38. Efekat smesa razli¢itih doza Cd i PCB na nivoe uree i kreatinina u serumu Wistar
pacova nakon 28 dana izloZenosti.

cd dg(z);:PCB Urea Kreatinin PCB g:::-'-Cd Urea Kreatinin
(kg tmydany | mOVD) | Gumoyy | S5 | mmoVD) | Gumoln)
1,25+0 6,5+0,79 45,57+3,82 240 6,27+0,38 46,83+1,72
1,25+2 6,90+0,55* 46,71£3,04 2+1,25 6,90+0,55* 46,714£3,04
1,25+4 6,93+0,32* 48,57+3,91 2+2,5 6,860,57* 45,7143,04
1,25+8 7,60£0,9* 47,57+2,70 2+5 7,31+0,56* 50,14+£3,76*
2,5+0 6,5+0,54 46,28+2,87 4+0 6,58+0,43 5042,37
2,5+2 6,86+0,57* 45,71£3,04 4+1,25 6,93+0,32* 48,57+3,91
2,5+4 7,01+£0,91* 45,86+3,08 4+2,5 7,01+0,91* 45,86+3,08
2,5+8 7,93+0,49* 45,71+4,41 4+5 7,44+0,49* 54,71£3,35*
5+0 7,08+0,59 453,36 8+0 6,78+0,64 47+4,28
5+2 7,31+0,56* | 50,14+3,76* 8+1,25 7,60%0,9* 47,5742,70
5+4 7,44+0,49* | 54,71+3,35*% 8+2,5 7,93+0,49* 45,71+4,41
5+8 8,50+0,54* | 55,29+3,30* 8+5 8,50+0,54* 55,29+3,30*

Koncentracije uree i kreatinina predstavljene su kao X+SD (n=7). Poredenje je vrSeno unutar
grupa koje su primale istu dozu jedne od supstanci komponenata smese, pri ¢emu * oznacava
statisticku znacajnost u odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom bojom
(ANOVA, LSD test; P<0,05).

Kako je nivo uree u serumu pokazao doznu zavisnost i od Cd i od PCB
bilo je moguce proceniti eventualno prisustvo interakcija izmedu ove dve
supstance na serumske nivoe uree. Poredenje nagiba krivih dozne zavisnosti
dobijenih za pojedina¢ne supstance i krivih dobijenih za smese pokazalo je da
ove dve supstance deluju sinergisticki na povecanje nivoa uree u svim dozama
primenjenim u smesi (Slika 35). MoZe se pretpostaviti i uticaj doznog reZima
primenjenog u smeSama na sinergisticke interakcije izmedu Cd i PCB na ovom
parametru, s obzirom na najniZze p vrednosti (<0,01) dobijene pri poredenju sa
krivim doza-odgovor smesa koje sadrze jednu od primenjenih supstanci u

najvisoj dozi.
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Slika 35. Doza-odgovor krive dobijene za koncentracije uree u serumu pacova tretiranih
tokom 28 dana sa $est razlic¢itih doza Cd (0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5;10 mg Cd/kg t.m/dan) ili smesSama
Cd (1,25; 2,5; 5 mg/kg tm/dan) i PCB (2; 4, 8 mg/kg t.m/dan) (A) i doza-odgovor krive
dobijene za nivo uree u pacova tretiranih sa Sest razlic¢itih doza PCB (0,5; 1; 2; 4; 8; 16 mg
PCB/kg t.m/dan) ili smeSama PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) i Cd (1,25; 2,5 i 5 mg/kg t.m/dan) (B).
Statisticki znacajna razlika izmedu nagiba kriva oznacena je sa *(P<0,05), 1(P<0,01).

4.3.5.3. Efekti na koncentraciju bioelemenata

Tabela 39 prikazuje efekat sme$e na nivoe ispitivanih bioelemenata (Mn,
Fe, Cu, Zn i Se) u bubrezima pacova. Primetno je da je istovremena primena
ovih dveju hemikalija dovela do promena u nivoima Cu i to pri koriséenju
smese koja je sadrzala najvisu dozu Cd, dok je efekat smeSe na ostale ispitivane

bioelemente izostao.

Tabela 39. Efekat smesa razli¢itih doza Cd i PCB na nivoe Mn, Fe, Cu, Zn i Se u bubrezima
Wistar pacova nakon 28 dana izloZenosti.

Cd doze+PCB Mn Fe Cu Zn Se
doze (mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg
(mg/kg t.m/dan) | bubrega) bubrega) bubrega) bubrega) bubrega)
1,25+0 1,19+ 0,02 | 47,1043,91 7,15+0,98 26,7612,06 1,28+0,04
1,25+2 1,2440,09 43,1842,21 7,0540,25 25,8942,34 1,2140,11
1,25+4 1,2610,12 42,61+4,09 7,3040,26 25,9940,85 1,2240,13
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Cd doze+PCB Mn Fe Cu Zn Se

doze (mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg
(mg/kg t.m/dan) | bubrega) bubrega) bubrega) bubrega) bubrega)
1,25+8 1,25+0,16 40,25+1,40 7,23+0,39 26,56+1,46 1,20+0,12
2,5+0 1,27+ 0,09 | 46,85+ 6,06 7,56+0,97 26,06+1,82 1,27+0,05
2,5+2 1,10+0,37 40,01+7,08 7,71+0,67 25,39+6,08 1,00+0,36
2,5+4 1,27+0,12 43,63+4,17 7,76£0,46 25,85+4,01 1,21+0,03
2,5+8 1,27+0,10 40,79+6,61 7,65+0,24 27,00+1,02 1,24+0,04
5+0 1,07+0,08 44,67+2,63 7,22+0,6 26,95+4,24 1,21+0,08
542 1,20+0,11 40,37+0,87 8,72+0,09* 26,37+2,38 1,28+0,08
5+4 1,21+0,13 45,48+0,97 8,72+0,40* 27,21+1,70 1,25+0,04
5+8 1,20+0,10 | 51,84+0,91* 8,82+0,76* 26,99+0,94 1,29+0,10

PCB doze+Cd Mn Fe Cu Zn Se

doze (mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg
(mg/kg t.m/dan) | bubrega) bubrega) bubrega) bubrega) bubrega)
240 1,23+0,12 39,10+£2,10 7,00+0,99 27,00+1,03 1,22+0,10
2+1,25 1,24+0,09 43,18+2,21 7,05+0,25 25,89+2,34 1,21+0,11
2425 1,10+0,37 40,01+7,08 7,71+0,67 25,39+6,08 1,00+0,36
2+5 1,20+0,11 40,37+0,87 8,72+0,09* 26,37+2,38 1,28+0,08
4+0 1,22+0,19 40+1,03 7,16+1,07 27,93+0,72 1,21+0,06
4+1,25 1,26£0,12 42,61+4,09 7,30£0,26 25,99+0,85 1,22+0,13
4425 1,27+0,12 43,63+4,17 7,76£0,46 25,85+4,01 1,21+0,03
445 1,21+0,13 45,48+0,97 8,72+0,40* 27,21+1,70 1,25+0,04
8+0 1,21+0,11 40,7+1,11 7,02+0,55 28,22+1,14 1,21+0,05
8+1,25 1,25+0,16 40,25+1,40 7,23+0,39 26,56+1,46 1,20+0,12
8+2,5 1,27+0,10 40,79+6,61 7,65+0,24 27,00+1,02 1,24+0,04
8+5 1,20+0,10 | 51,84+0,91* 8,82+0,76* 26,99+0,94 1,29+0,10

Vrednosti koncentracije bioelemenata predstavljene su kao XuxSD (n=7) i date u mg/kg
bubrega. Poredenje je vrSeno unutar grupa koje su primale istu dozu jedne od supstanci
komponenata smese, pri ¢emu * oznacava statisticku znacajnost u odnosu na kontrolne grupe
koje su predstavljene plavom bojom (ANOVA, LSD test; P<0,05). Doze Cd i PCB date su u
mg/kg t.m/dan.

43.54. Efekti na parametre oksidativnog stresa

Tabela 40 daje prikaz izmerenih parametara oksidativnhog stresa u
bubregu pacova tretiranih smesama Cd i PCB. Uocava se znacajno sniZenje
nivoa GSH u grupama tretiranim sme$ama kada se kao kontrole koriste grupe
pacova tretirane samo PCB, dok je u odnosu na Cd samo primena smesa koja je
sadrzala najvise doze Cd dovela do znacajnog pada sadrzaja GSH. Svi dozni
opsezi smesa doveli su do statisti¢ki znacajnog sniZenja aktivnosti CuZnSOD i

statisticki znacajnog povecanja nivoa MDA. Ukupne -SH grupe znacajno su se
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smanjile pre svega u grupama tretiranim smesama visokih doza Cd odnosno

PCB.

Tabela 40. Efekat smese razlic¢itih doza Cd i PCB na aktivnost enzima CuZnSOD i nivoe
GSH, ukupnih -SH grupa i MDA, u homogenatima bubrega Wistar pacova nakon 28 dana
izloZenosti.

Cd doze+PCB doze CuZnSOD GSH Ukupne -SH grupe MDA
(tnarke Larydan) (Ufmg (pmol/mg (mmol/mg (pmol/mg
proteina) proteina) proteina) proteina)
1,25+0 80,81+6,59 21,22+4,82 18,81+0,85 148,27+19,68
1,25+2 70,6316,01* 22,84+2,63 16,97+3,66 170,01+34,97*
1,25+4 70,11+17,04* 22,8613,06 16,6417 47 188,09+34,15*
1,25+8 63,17+6,98* 21,31+2,46 14,93+1,23* 250437,09*
2,5+0 77,93+6,04 20,49+1,06 17,45+2,06 151,35+10,19
2,5+2 71,58+14,40* 20,62+3,26 13,02+1,76* 172,48+46,4*
2,5+4 72,16+10,82* 19,8612,30 14,95+2,26* 200,21+41,2*
2,5+8 63,02+7,06* 19,29+2,14 14,53+1,04* 224,58+7,25*
5+0 70,83+7,81 21,5141,38 13,1844,1 186,83+20,96
5+2 66,15+6,00* 17,7743,87% 12,5943,7 210,15+26,6*
5+4 58,91+10,2* 17,63+3,66* 11,96+4,5 229,2424,75*
5+8 45,38+9,62* 16,18+1,6* 10,52+2,44* 307,55+29,82*
CuZnSOD sy  |Ukupne-SHgrupe| — y/p,
PCB doze+Cd doze (U/mg (pmol/mg (mmo!/mg (pmol/mg
(mg/kg t.m/dan) proteina) proteina) proteina) proteina)
2+0 101,25+5,99 39,55+3,01 15,39+1,13 153,97+14,84
2+1,25 70,6316,01* 22,84+2,63* 16,97+3,66 170,01+34,97*
2+2,5 71,58+14,40* | 20,62+3,26* 13,02+1,76 172,48+46,4*
2+5 66,1516,00* 17,77+3,87% 12,5943,7* 210,15+26,6*
4+0 91,85+21,02 34,97+6,37 16,83+3,09 158,3+29,34
4+1,25 70,11+17,04* | 22,8643,06* 16,6417 47 188,09+34,15*
4+2,5 72,16£10,82* | 19,86+2,30* 14,9542,26 200,21+41,2*
4+5 58,91+10,2* 17,63+3,66* 11,96+4,5* 229,2424,75*
8+0 99,99+11,38 39,7345,2 16,22+1,31 169,26+23,94
8+1,25 63,17+6,98* 21,3142,46* 14,93+1,23 250+37,09*
8+2,5 63,02+7,06* 19,2942,14* 14,53+1,04 224,58+7,25*
8+5 45,38+9,62* 16,18+1,6* 10,52+2,44* 307,55+29,82*

Koncentracije MDA, GSH, ukupnih -SH grupa i aktivnost enzima CuZnSOD predstavljene su
kao Xs#SD (n=7). Poredenje je vrSeno unutar grupa koje su primale istu dozu jedne od
supstanci komponenata smeSe, pri ¢emu * oznacava statisticku znacajnost u odnosu na
kontrolne grupe koje su predstavljene plavom bojom (ANOVA, LSD test; P<0,05).

Dokazan je sinergisticki efekat Cd i PCB u svim doznim opsezima na

aktivnost enzima CuZnSOD koji je bio najizraZeniji pri vis$im dozama smeSe
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(Slika 36 A i B). Takode dokazan je sinergizam u delovanju Cd i PCB na sadrzaj
GSH ukoliko se poredenje vrsi sa efektom PCB, dok je pri poredenju sa efektom
Cd sinergizam dokazan samo za kombinaciju koja je sadrZala navecu dozu PCB

(Slika 36 Ci D).

A) e
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old
8 Cd+2mg PCB/kg
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048 10 OB /&
Cd+§mg PCB/kg

0 2 4 8
B) D) Cd doze (mg kg tm)
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Slika 36. Doza-odgovor krive dobijene za aktivnost CuZnSOD i koncentraciju GSH u
homogentaima bubrega pacova tretiranih tokom 28 dana sa Sest razlic¢itih doza Cd (0,3; 0,6;
1,25; 2,5; 5,10 mg Cd/kg t.m/dan) ili smesama Cd (1,25; 2,5; 5 mg/kg t.m/dan) i PCB (2; 4; 8
mg/kg t.m/dan) (A,C) i doza-odgovor krive dobijene za aktivnost CuZnSOD i koncentraciju
GSH u pacova tretiranih sa Sest razlic¢itih doza PCB (0,5; 1; 2; 4; 8; 16 mg PCB/kg t.m/dan) ili
smesama PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) i Cd (1,25; 2,5 i 5 mg/kg t.m/dan) (B,D). Statisticki
znacajna razlika izmedu nagiba kriva oznacena je sa *(P<0,05), 1(P<0,01).

Posmatrajudi efekat smese Cd i PCB na parametre oksidativnog stresa u
bubregu, uocava se sinergisticki efekat na MDA pri primeni sme$a u svim
doznim opsezima (Slika 37A i B). Primena smeSa takode je dovela do znacajnog
smanjenja ukupnih -SH grupa u odnosu na nivoe izmerene pri primeni

pojedina¢nih supstanci uz uoceni sinergisticki efekat kada se nivoi izmereni u
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grupama koje su tretirani smeSom uporede sa nivoima u grupama tretiranim
samo PCB, dok se pri poredenju sa nivoima izmerenim u grupama koje su
primale samo Cd uocava aditivan efekat ovih dveju supstanci na ovaj

parametar (Slika 37 Ci D).
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Slika 37. Doza-odgovor krive dobijene za koncentracije MDA i ukupnih -SH grupa u
homogentaima bubrega pacova tretiranih tokom 28 dana sa Sest razli¢itih doza Cd (0,3; 0,6;
1,25; 2,5; 5,10 mg Cd/kg t.m/dan) ili smesama Cd (1,25; 2,5; 5 mg/kg t.m/dan) i PCB (2; 4; 8
mg/kg t.m/dan) (A,C) i doza-odgovor krive dobijene za koncentracije MDA i ukupnih -SH
grupa u pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza PCB (0,5; 1; 2; 4; 8; 16 mg PCB/kg t.m/dan) ili
smeSama PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) i Cd (1,25; 2,5 i 5 mg/kg t.m/dan) (B,D). Statisticki
znacajna razlika izmedu nagiba kriva oznacena je sa *(P<0,05), 1(P<0,01).
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4.3.6. Efekti na stitastu zlezdu

43.6.1. Efekti na relativhu masu organa

Primena smese dovela je do statisticki znacajnog sniZenja relativne mase
Stitaste Zlezde u svim grupama koje su primale najvise doze PCB primenjene u
doznom rezimu smeSa, kada se poredenje vrsi i sa relativnim masama
dobijenim u grupama koje su tretirane odgovaraju¢im pojedina¢nim dozama
Cd, kao i dobijenim u grupama koje su tretirane odgovaraju¢im pojedina¢nim

dozama PCB (Tabela 41).

Tabela 41. Efekat smesa razli¢itih doza Cd i PCB na relativne mase Stitaste Zlezde Wistar
acova nakon 28 dana izlozenosti.

Cd doze+PCB doze Relativna masa PCB doze+Cd doze Relativna masa
(mg/kg t.m/dan) Stitaste zlezde (mg/kg t.m/dan) Stitaste zlezde
1,25+0 0,174+0,032 2+0 0,156+0,019
1,25+2 0,173+0,030 2+1,25 0,173+0,030
1,25+4 0,177+0,020 2+2,5 0,154+0,023
1,25+8 0,135+0,096t 2+5 0,160+0,036
2,5+0 0,157+0,029 4+0 0,152+0,016
2,5+2 0,154+0,023 4+1,25 0,177+0,020
2,5+4 0,161+0,032 4425 0,161+0,032
2,5+8 0,121+0,0871 4+5 0,160+0,078
5+0 0,154+0,029 8+0 0,15+0,034
5+2 0,160,036 8+1,25 0,135+0,096*
5+4 0,160+0,078 8+2,5 0,121+0,087*
5+8 0,141+0,066* 8+5 0,141+0,066"

Relativne mase Stitaste Zlezde predstavljene su kao Xs+SD (n=7). Poredenje je vrSeno unutar
grupa koje su primale istu dozu jedne od supstanci komponenata smese, pri ¢emu * oznacava
statisticku znacajnost u odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom bojom
(ANOVA, LSD test; P<0,05). Doze Cd i PCB date su u mg/kg t.m/dan.

4.3.6.2. Efekti na nivoe hormona stitaste Zlezde

U Tabeli 42 prikazane su koncentracije hormona T3 i T4 u serumu
pacova tretiranih smeSom Cd i PCB primenjenih u razli¢itim doznim
kombinacijama. Koncentracije hormona T3 bile su smanjenje u svim grupama u

odnosu na kontrolne vrednosti, dok su se koncentracije T4 hormona razlikovale
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u odnosu na kontrole u svim grupama osim pri primeni najnizih dozu PCB ili

najnizih doza Cd u primenjenim doznim kombinacijama.

Tabela 42. Efekat smesa razli¢itih doza Cd i PCB na nivoe T3 i T4 hormona u serumu Wistar

pacova nakon 28 dana izloZenosti.

Cd dg(Z)ZZPCB T3 T4 PCB doze+Cd doze | T3 T4
(mg/kg t.m/dan) (nmol/L) (nmol/L) (mg/kg t.m/dan) (nmol/L) (nmol/L)
1,25+0 1,40+0,17 | 60,08+17,8 2+0 1,44+0,14 71,48+2,79
1,25+2 1,24+0,14* | 56,64+12,13 2+1,25 1,24+0,14* | 56,64+12,13
1,25+4 1,21£0,06* | 54,9+10,22* 2+2,5 1,13£0,10* | 55,53%4,24*
1,25+8 1,21£0,07* | 41,01£7,51* 2+5 1,03+£0,07* | 55,4242,54*
2,5+0 1,38+0,11 59,7+8,03 4+0 1,45£0,03 | 58,05£2,96
2,5+2 1,13+0,10* | 55,53+4,24 4+1,25 1,21+0,06* | 54,9+10,22
2,5+4 1,24+0,10* | 50,27+12,59* 4+2,5 1,24+0,10* | 50,27+12,59*
2,5+8 1,10£0,13* | 37,22+8,74* 4+5 1,08+0,08* | 48,53+9,01*
5+0 1,35+£0,05 | 58,27+7,51 8+0 1,40+£0,16 | 48,05£9,22
5+2 1,03+0,07* | 55,42+2,54 8+1,25 1,21+0,07* | 41,017,551
5+4 1,08+0,08* | 48,53+9,01* 8+2,5 1,10£0,13* | 37,22+8,74*
5+8 1,01£0,04* | 36,01+3,64* 8+5 1,01£0,04* | 36,01+3,64*

Vrednosti T3 i T4 predstavljene su kao srednja vrednost uz SD (n=6-7). Poredenje je vrseno
unutar grupa koje su primale istu dozu jedne od supstanci komponenata smese, pri ¢emu *
oznacava statisticku znacajnost u odnosu na kontrolne grupe koje su predstavljene plavom
bojom (ANOVA, LSD test; P<0,05).

Statisticki znacajna razlika izmedu nagibu krivih doza Cd-nivo T3
hormona uocena je za sve tri primenjene doze PCB u smeSama uz najnizu p
vrednost (p=0,002) dobijenu za krivu odnosa doza Cd-nivo T3 dobijenu za
najvisu dozu PCB koris¢enu u smesama (Slika 38A). Sli¢no, nagibi krivih dozne
zavisnosti koje su dobijene za smese bile su razli¢ite u odnosu na nagib krive
dozne zavisnosti T3 od PCB (Slika 38B). Kako je nagib krivih dobijenih za smese
bio izrazeniji nego nagibi krivih dobijenih za pojedina¢ne supstance moze se
zakljuciti da ove supstance deluju sinergisticki na smanjenje koncentracija T3
hormona u serumu. Slike 38 C i D pokazuju zajednicki efekat Cd i PCB na nivoe
T4 hormona. Statisticka analiza razlika u nagibima krivih doza-odgovor
dobijenih za Cd i za smese Cd i PCB pokazala je p<0,05 za sve tri primenjene
doze PCB uz najnizu p vrednost (p=0,0002) dobijenu pri najvisoj PCB dozi. Ako

se uporede nagibi krivih doza-odgovor dobijene za smeSe sa krivom doza-
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odgovor dobijenih za PCB, statisticki znacajna razlika uocava se samo u
prisustvu najvise doze Cd koris¢ene u doznom rezimu smeSa (5 mg/kg
t.m/dan) sto ukazuje na doznu zavisnost uocenog sinergistickog efekta smese

Cd 1 PCB na nivoe T4 hormona u serumu.
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Slika 38. Doza-odgovor krive dobijene za koncentracije T3 i T4 u serumu pacova tretiranih
tokom 28 dana sa Sest razli¢itih doza Cd (0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5,10 mg Cd/kg t.m/dan) ili smeSama
Cd (1,25; 2,5; 5 mg/kg t.m/dan) i PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) (A,C) i doza-odgovor krive
dobijene za koncentracije T3 i T4 u serumu u pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza PCB
(0,5;1; 2; 4; 8; 16 mg PCB/kg t.m/dan) ili smesama PCB (2; 4; 8 mg/kg t.m/dan) i Cd (1,25;2,515
mg/kg t.m/dan) (B,D). Statisticki znac¢ajna razlika izmedu nagiba kriva oznacena je sa *(P<0,05),
1(P<0,01).
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5. DISKUSIJA

51. TOKSICNI EFEKTI KADMIJUMA

5.1.1. Efekti na prirast telesne mase

Utvrdeno je da pod navedenim eksperimentalnim uslovima Cd dovodi
do smanjenja prirasta t.m. pacova, pri ¢emu je najvisa doza Cd primenjena
tokom 28 dana dovela do smanjenja prirasta tm. od 57,2% u odnosu na
kontrolnu, netretiranu grupu.

Smanjenje prirasta t.m. uoceno je i u drugim eksperimentima. U studiji u
kojoj su pacovi bili izlagani dozi od 11,6 mg Cd/kg t.m/dan doslo je do
smanjenja prirasta t.m. za 47-58% nakon 14 nedelja izloZenosti (Pleasants i sar,
1993). Medutim u eksperimentu u kome su muZjaci pacova izlagani Cd putem
vode za pice koja je sadrzala 50 mg Cd/L (Sto odgovara doznom opsegu 3,17-
4,28 mg Cd/kg t.m/dan) tokom 12 nedelja nije zabelezena znacajna promena
prirasta t.m. (Brzoska i sar, 2003), iako je period izloZenosti bio trostruko duzi, a
opseg primenjenih doza gotovo trostruko visi od najniZze doze koja je u nasem
eksperimentu dovela do statisticki znacajnog sniZenja prirasta tm. (1,25 mg
Cd/kg t.m/dan). Razli¢iti podaci o uticaju Cd na prirast t.m. moZe se objasniti
razli¢itom duZinom izloZenosti, kao i razli¢itim sojevima pacova koriséenim u
ovim eksperimentima.

Poredenjem sa NOAEL i LOAEL vrednostima procenjenim za efekat Cd
na smanjenje prirasta t.m. koje su dostupne u literaturi (ATSDR, 2012) uocava
se da je NOAEL vrednost procenjena u ovoj studiji (0,6 mg Cd/kg t.m/dan), a
posebno izracunata CEDLs vrednost (0,06 mg Cd/kg t.m/dan) niska, s obzirom
na to da je najniza procenjena NOAEL vrednost za ovaj efekat na pacovima
Sprague-Dawley soja iznosila 0,25 mg Cd/kg tm/dan nakon 6 nedelja

izlozenosti (Muller i sar, 1988).

104



5.1.2. Efekti na hematoloske parametre

Krv se moze smatrati tkivom koje reflektuje promene u metabolickim
procesima, pa abnormalnosti parametara krvi predstavljaju pouzdan indikator
toksi¢nih efekata hemikalija. Kao $to je ve¢ objasnjeno, Cd se nakon oralnog
unosa prenosi putem krvi do mekih tkiva te svoje toksi¢ne efekte moze ispoljiti
i u krvi. Kako je u nasoj studiji potvrdena jaka korelacija izmedu primenjenih
doza Cd i koncentracije Cd u krvi bilo je moguce razmatrati uticaj razlic¢itih
doza Cd na hematoloske parametre, mada se pojedini efekti Cd na ove
hematoloske parametre mogu, osim direktnim efektima na krv, tumaciti i
njegovim efektima na druge organe, pre svega bubrege i slezinu.

Smatra se da postoji nekoliko mehanizama kojima Cd dovodi do
smanjenja broja Er, i to: hemoliza Er usled razvoja oksidativnhog stresa i
destrukcije membrane Er, smanjenje koncentracija Fe u krvi usled interferiranja
Cd sa intestinalnom apsorpcijom Fe, te smanjene produkcije eritropoetina,
usled renalne toksi¢nosti Cd. Parenteralna primena 2 mg Cd/kg t.m. tokom
mesec dana dovela je do smanjenja broja Er i Hb i to kao posledica nedovoljne
produkcije eritropoetina i nastanka renalne anemije, dok je anemija uocena
nakon tri meseca intoksikacije bila posledica sva tri mehanizma (Horiguchi i
sar, 2011). Primena 5 mg CdClz/kg t.m. oralno svaki drugi dan tokom 30 dana,
dovela je do smanjenja broja Er i sadrzaja Hb u tretiranih pacova (El-
Demerdash i sar, 2004). Medutim, u studiji sprovedenoj na pacovima, doze od
0,25 mg/kg tm. i 2,5 mg/kg t.m. oralno primenjivane tokom 28 dana nisu
dovele do statisticki znac¢ajnih promena broja Er, niti sadrZaja Hb (Hounkpatin i
sar, 2013). Sli¢cno tome, u nasoj studiji nije uo¢eno smanjenje broja Er, kao ni
statisti¢ki znacajno smanjenje sadrzaja Hb. Ipak, utvrdena je dozna zavisnost za
uticaj Cd na sadrzaj Hb, kao i statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije Fe u
krvi ve¢ u dozama 20,6 mg/kg t.m/dan. Takode, pod uticajem najvise doze Cd
doslo je i do statisticki znacajnog smanjenja broja Tr, a potvrdena je i dozna

zavisnost ovog parametra. Smanjenje broja Tr moZe se tumaciti efektom Cd koji
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je uofen na slezini tretiranih pacova. Naime, u ovoj studiji je pokazano da
najvisa doza Cd dovodi do znac¢ajnog uvecanja relativne mase slezine, a kako se
oko 1/3 proizvedenih Tr nalazi u slezini, moze se pretpostaviti da je usled
povecanja slezine doslo i do intenzivnijeg deponovanja Tr u slezini $to je za
posledicu imalo smanjenje broja Tr u krvi.

Imunomodulatorni efekti Cd jasno su pokazani u in vitro studijama. Tako
je Cd izazvao otpustanje visokih koli¢ina IL-4 i nesto manjih koli¢ina IL-2 u
kulturi splenocita, interleukina koji dovode do stimulacije i diferencijacije rasta
T-limfocita (Krocova i sar, 2000). U eksperimentalnoj studiji na pacovima,
oralni tretman sa 5 mg CdClx/kg tm. svakog drugog dan tokom 30 dana,
doveo je do povecanja broja Leu (El-Demerdash i sar., 2004). U istrazivanju u
¢ijem su prvom delu pacovi tretirani intraperitonealno sa 1 mg Cd/kg tm. i
nakon 48 h Zrtvovani, a u drugom delu tokom 30 dana tretirani Cd putem vode
za pice i to u koncentracijama 5 i 50 ppm, pokazano je da akutno, Cd izaziva
povisenje broja perifernih Leu dok subakutna primena 5 i 50 ppm Cd tokom 30
dana ne dovodi do promene u ukupnom broju Leu. Ipak, oralna subakutna
primena Cd u navedenoj studiji uticala je na izvesne aktivnosti u slezini koje su
od znacaja za njenu ulogu u razvoju imunoloskog odgovora ¢ime je pokazano
da se imunomodulatorni efekat Cd moZze delom tumaciti toksi¢nim efektom
koji Cd ispoljava na slezinu (Demenesku i sar, 2014). I u nasoj studiji, potvrden
je imunomodulatorni efekat Cd, jer je svih Sest doza primenjenih u ovoj studiji
dovelo do porasta broja Leu. Porast broja Leu moze se objasniti aktivacijom
imunoloskog odgovora pod uticajem Cd, posebno aktivacijom Kupferovih celija
koje potom stvaraju razlic¢ite medijatore inflamacije koje doprinose nastanku
Leu (Yamano i sar, 2000), kao i ve¢ pomenutim efektima Cd na slezinu. Najniza
vrednost CEDLs (0,97 mg Cd/kg t.m./dan) izracunata upravo za efekat Cd na
broj Leu ukazuje da se ovaj efekat moze smatrati i kriticnim efektom Cd na
hematoloske parametre. Svakako da efekti Cd na imunoloski sistem uoceni u
ovoj i drugim studijama mogu implicirati eventualno uces¢e Cd u razvoju

autoimunih bolesti.
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Poredenjem NOAEL i LOAEL vrednosti dostupnih u literaturi (ATSDR,
2012), a procenjenih za efekat Cd na hematoloske i imunoloske parametre
uocava se da su procenjenje vrednosti vise od vrednosti dobijenih u ovoj studiji.
NajniZa procenjena NOAEL vrednosti iznosila je 3 mg/kg t.m/dan u studiji
koja je trajala 3 meseca. Najniza vrednost za LOAEL utvrdena je za efekat
snizenja hematokrita i Hb u studiji koja je trajala 4 nedelje i iznosila je 0,8
mg/kg t.m/dan, Sto je vise od procenjene NOAEL vrednosti (<0,3 mg/kg
t.m/dan) i izracunate CEDLos (0,97 mg/kg t.m/dan) u ovoj studiji za efekat Cd

na povecanje broja Leu.

5.1.3. Efekti najetru

Kao najvaZzniji organ metabolizma i detoksikacije, kao i potvrdeni
kriti¢ni organ toksi¢nosti Cd, jetra zauzima znacajno mesto u svim ispitivanjima
koja za cilj imaju utvrdivanje toksi¢nih efekata i mehanizama toksicnosti Cd. U
ovoj studiji pracena je distribucija Cd u jetri, nivoi albumina u serumu,
aktivnost enzima jetre u serumu, te parametri oksidativnog stresa, kao i nivoi
bioelemenata u jetri sa ciljem utvrdivanja toksi¢nih efekata koje Cd ispoljava u
jetri, kao i mehanizama toksi¢nosti kojima Cd te efekte ispoljava.

Posmatrajudi distribuciju Cd u jetri moZze se zakljuciti da visoke doze Cd
prate visoki nivoi Cd u jetri Sto odgovara ¢injenici da je jetra jedan od organa
akumulacije Cd. Takode, zahvaljuju¢i uspostavljenom odnosu izmedu eksterne
i interne doze u jetri bilo je moguce ispitati i doznu zavisnost posmatranih
parametara funkcije jetre, kao i parametara oksidativnog statusa u jetri.

Primena Sest razli¢itih doza Cd dovela je do statisticki znacajnog
smanjenja nivoa albumina $to moZe ukazivati na smanjenu sintetsku funkciju
jetre. Isto tako sve doze Cd dovele su do statisticki znacajnog povecanja
relativne mase jetre pa se mozZe pretpostaviti da je doslo do izvesnih ostecenja
hepatocita i nastanka hepatomegalije, iako nije potvrdena dozna zavisnost ovog

efekta. Medutim, nije uoceno statisticki znacajno uvecanje aktivnosti enzima
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funkcije jetre (AST, ALT i ALP), ¢ak ni pod uticajem najvise doze Cd, mada je
utvrdeno dozno zavisno povecanje nivoa AST, pri ¢emu su izra¢unate donje
granice pouzdanosti za 10% i 5% efekta bile relativno niske (1,01 odnosno 0,87
mg/kg t.m/dan). Literaturni podaci (ATSDR, 2012) pokazuju kontradiktorne
podatke dobijene u studijama sprovedenim na zivotinjama, kada su u pitanju
efekti Cd na jetru tokom produZene izlozenosti. U studiji u kojoj su pacovi bili
svakodnevno izlozeni dozi od 14 mg Cd/kg t.m/dan oralno tokom 6 nedelja,
kao i u studiji u kojoj su pacovi tretirani dozom od 8 mg Cd/kg t.m/dan tokom
24 nedelje nisu uoceni efekti na jetri. Sa druge strane, u dvema novijim
studijama u kojima su pacovi unosili Cd svakodnevno putem vode, 18 mg
Cd/kg t.m/dan tokom 8 nedelja odnosno 5 mg Cd/kg t.m/dan tokom 4 nedelje
doslo je do povecanja serumskih i nivoa triglicerida i holesterola u jetri
(Larregle i sar, 2008), odnosno povecanja nivoa enzima funkcije jetre u serumu
(Renugadevi i Milton Prabu, 2010). Iako su podaci o efektima subakutne
intoksikacije Cd na aktivnost enzima jetre dobijeni u pomenutim studijama
kontradiktorni, akutne studije jasno upucéuju na sposobnost Cd da izazove
ostecenja jetre. Najranije morfoloske promene koje se uocavaju u jetri pacova
nakon akutne hepatotoksi¢ne doze Cd podrazumevaju dilataciju granuliranog
endoplazmati¢nog retikuluma uz gubitak ribozoma, kondenzaciju jezgra, da bi
potom doslo do oticanja mitohondrija, a 10-12 sati nakon ekpozicije dolazi do
hepatocelularne nekroze (Rikans i Yamano, 2000). Kako S8est razli¢itih
primenjenih doza nije dovelo do statisticki znac¢ajnog povisenja enzima jetre u
krvi moze se zakljuciti da u ovoj studiji ipak nije doslo do izraZenijeg oStecenja
hepatocita u smislu njihove nekroze koja bi dovela do povecanja serumskih
nivoa ovih enzime. Jedno od mogucih objasnjenja za izostanak efekta Cd na
enzime jetre mozZe biti i relativno niski izmereni nivoi Cd u jetri. Naime, najvisi
izmereni nivoi Cd u ovoj studiji bili su oko 16 pg/g jetre, Sto su znacajno nizi
nivoi u odnosu na nivoe od 100 pg/ g jetre koji su izmereni u studiji u kojoj su
pacovi oralno tretirani Cd tokom 4 nedelje i u kojoj takode nisu uocene znacajne

promene u nivoima AST i ALT u serumu (Oishi i sar, 2000). Medutim, dobijeno
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smanjenje nivoa albumina, povecanje relativne mase jetre, kao i uspostavljena
dozna zavisnost za nivoe AST u serumu govore da je u ovoj studiji ipak doslo
do izvesnih ostecenja jetre pod uticajem subakutne oralne izlozenosti Cd.

Bez obzira na brojne studije u kojima je ispitivana hepatotoksi¢nost Cd
jo$ uvek nisu u potpunosti utvrdeni ta¢ni mehanizmi kojim Cd dovodi do
ostecenja u jetri. Neki od predlozenih mehanizama hepatotoksi¢nosti ispitani su
i u ovoj studiji.

Uloga GSH u hepatotoksi¢nosti Cd predmet je brojnih eksperimentalnih
studija. U pacova koji su prethodno tretirani foronom kako bi im se iscrpele
zalihe GSH odnosno cisteinom kako bi se izazvalo povecanje nivoa GSH razvila
su se pod uticajem Cd intenzivnija odnosno manje izraZena ostecenja jetre sto je
potvrdeno i histopatoloskim nalazima i nalazima enzima jetre u serumu
(Dudley i Klaassen, 1984). Uticaj Cd na GSH objasnjava se direktnim
vezivanjem Cd za GSH, zatim troSenjem GSH pod uticajem ROS koji nastaju u
uslovima intoksikacije Cd, te uticajem Cd na enzime koji uc¢estvuju u biosintezi
i regeneraciji GSH. Smanjenje nivoa GSH u jetri koji predstavlja jedan od
najznacajnijih endogenih antioksidanasa i supstrata u reakcijama konjugacije,
svakako znacajno doprinosi nastanku razli¢itih oStecenja hepatocita, Sto je
potvrdeno u  brojnim  eksperimentalnim  studijama. Jednokratna
intraperitonealna izloZenost dozi od 2,5 mg/kg tm, kao i 1,5 mg Cd/kg t.m.
izazvala je smanjenje nivoa GSH u jetri pacova (Casalino i sar, 2002; Matovic¢ i
sar, 2012), a u studiji na miSevima oralna doza od 20 mg Cd/kg t.m. izazvala je
smanjenje sadrzaja GSH ¢ak i nakon svega 6h (Djukié-Cosi¢ i sar, 2007). Sli¢ni
rezultati dobijeni su i u studijama produzene izloZenosti, pa je u eksperimentu
u kome su pacovi tretirani tokom 5 nedelja vodom koja je sadrzala 200 mg
Cd/L dokazana negativna korelacija izmedu nivoa Cd i GSH u jetri (Jihen i sar,
2011). Rezultati ovih studija nesumnjivo potvrduju uticaj visokih akutnih i
subakutnih doza Cd na nivoe GSH u jetri, dok je nasa studija ukazala i na uticaj
niskih doza Cd na nivoe GSH. Naime, u nasoj studiji je uo¢eno dozno zavisno i

statisticki znacajno smanjenje nivoa GSH u jetri ¢ak i pri najnizoj dozi Cd. Niske

109



izracunate donje granice pouzdanosti 0,104 mg Cd/kg tm/dan za 10%
odnosno 0,025 mg Cd/kg t.m/dan za 5% efekta ukazuju da se uticaj Cd na
nivoe GSH u jetri moze smatrati jednim od kriti¢nih efekata hepatotoksicnosti
Cd pri subakutnoj izloZenosti.

Medutim, studije u kojima je pokazana hepatotoksi¢nost Cd, a da pri
tome nisu uocene promene u sadrzaju GSH postoje (Rikans i Yamano, 2000) i
ukazuju da troSenje rezervi GSH, iako znacajan, nije i jedini mehanizam
hepatotoksicnosti Cd. Osim efekta na GSH, Cd ispoljava svoj efekat i na enzime
antioksidativne zastite (SOD, CAT, GSH-Px) kao i na nivoe Fe u jetri dovodeci
do razvoja oksidativnog stresa koji utice na brojne bioloske dogadaje
ukljucujudi sintezu DNK, regulaciju ¢elijskog ciklusa, aktivaciju transkripcionih
faktora, poremecaja permeabilnosti mitohondrija $to sve rezultira nastankom
apoptoze i nekroze hepatocita (Wang et al., 2014).

U ovoj studiji takode je pracen uticaj Cd na aktivnost jednog od enzima
antioksidativne zastite-citosolnu formu SOD-CuZnSOD. lako rezultati drugih
studija ukazuju na smanjenje aktivnosti ukupne SOD u jetri kako nakon akutne
primene Cd (Yalin i sar, 2006), tako i nakon produZzene izlozenosti tokom 22
dana (El-Sokkary i sar, 2010), u ovoj studiji nije uoena promena aktivnosti
CuZnSOD u jetri, kao ni zavisnost ovog parametra kako od primenjene doze
Cd, tako ni od sadrzaja Cd u jetri. Ovo se moZe objasniti obnavljanjem SOD
aktivnosti usled aktivacije kompenzatornih mehanizama tokom 28 dana, a u
prilog ove pretpostavke idu i rezultati studije koju su sproveli Casalino i sar.
(2002) koji su pokazali da se aktivnost CuZnSOD koja je bila znac¢ajno sniZzena
nakon 10 i 20 dana intoksikacije Cd putem vode (250 mg CdCl>/L) vratila na
kontrolne nivoe nakon 30 dana intoksikacije. Takode, in wvitro ispitivanja
pokazala su da je inhibitorni efekat Cd na aktivnost enzima SOD izraZeniji na
mitohondrijalnu izoformu enzima MnSOD (Casalino i sar, 2002). Tacan
mehanizam uticaja Cd na aktivnost enzima CuZnSOD nije poznat, a jedan od
predloZenih mehanizama jesu interakcije Zn i Cd koje se deSavaju pre svega na

nivou apsorpcije iz GIT-a (Brzéska i Moniuszko-Jakoniuk, 2001). U nasoj studiji

110



uoceno je znacajno sniZenje nivoa Zn u jetri pri intoksikaciji najvisom dozom
Cd, ali ovo sniZenje nije bilo praceno sniZzenjem aktivnosti CuZnSOD, pa se na
osnovu rezultata nase studije moZe pretpostaviti da drugi mehanizmi, poput
inaktivacije ovog enzima pod uticajem ROS (Kwon i sar, 2001) ili promene
konfiguracije ovog enzima usled interakcije Cd sa p53 tumor-supresor genom
(Méplan i sar, 1999) imaju znacajniju ulogu u smanjenju aktivnosti CuZnSOD
pod uticajem Cd. Jo$ jedan mehanizam delovanja Cd u jetri preko koga se
objasnjava nastanak oksidativnog stresa je produkcija ROS pod uticajem Fe
(Casalino i sar, 1997), a korelacija izmedu nivoa MDA izmerenih u jetri i
sadrzaja Fe u jetri potvrdena je i u studiji na migevima (Djuki¢-Cosi¢ i sar, 2008).
U ovom eksperimentu su doze 21,25 mg Cd/kg t.m/dan dovele do statisticki
znacajnog povecanja sadrzaja Fe u jetri. Kako Cd i Fe koriste iste transportere,
DMT1 i MTP1, tokom intestinalne apsorpcije (Ryu i sar, 2004), ocekivane su
nize vrednosti Fe u jetri. Ipak postoje studije koje ukazuju da parenteralna, kao i
produzena oralna izloZenost Cd mogu dovesti do izrazene akumulacije Fe u
jetri (Horiguchi i sar, 2011). Ova akumulacija Fe u jetri objasnjava se
fagocitozom Er, degradacijom Hb, stimulacijom sinteze feritina, indukcijom
sinteze IL-6 koji utice na homeostazu Fe regulisanu hepcidinom, kao i
istiskivanjem Fe iz razlicitih citoplazmatskih i membranskih proteina pod
uticajem Cd (Casalino i sar, 2002; Horiguchi i sar, 2011).

Nastanak oksidativnog stresa, odnosno mera ostecenja do koga dovode
ROS, ispitan je merenjem nivoa MDA i ukupnih -SH grupa u jetri. Kadmijum
nije pokazao znacajan uticaj na nivoe ukupnih -SH grupa, ali su sa druge strane
sve primenjene doze Cd dovele do porasta nivoa MDA u jetri, kao pokazatelja
ostecenja lipida pod uticajem nastalih ROS, pri ¢emu je taj porast bio izuzetno
visok (¢ak 14 puta u grupi tretiranoj najviSom dozom Cd). Utvrdena jaka
korelacija izmedu nivoa MDA i nivoa GSH u jetri govori o znacajnoj ulozi ove
komponente neenzimske antioksidativne =zaStite u razvoju lipidne
peroksidacije, dok srednja jac¢ina korelacije nivoa MDA sa nivoima Fe u jetri

govori i o izvesnom uces¢u ovog Fentonovog metala u nastanku oksidativnog
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stresa pod uticajem Cd. Sli¢ni efekti Cd na nivoe MDA, u smislu njihovog
povedanja uoceni su i u drugim studijama, kako onim u kojima je Cd
primenjivan jednokratno intraperitonealno ili oralno (Casalino i sar, 1997;
Matovic i sar, 2012), tako i u studiji u kojoj je Cd primenjivan tokom perioda od
4 nedelje oralno u dozi od 5 mg/kg t.m/dan (Renugadevi i Milton Prabu, 2010).

Dozna-zavisnost potvrdena je za oba parametra oksidativnog stresa na
koje je Cd ispoljio efekat. Medutim iako je izracunati nivo CEDLs bio najniZi za
MDA, izuzetno niska vrednost (0,003 mg/kg t.m/dan), kao i ¢injenica da je
MDA izuzetno osetljiv parametar te da njegov porast za 5% mozda i nema
patoloski znacaj, ukazuju da bi se kao kriti¢ni efekat Cd na jetru moZzda pre
mogao posmatrati hepati¢ni nivo GSH za koji je izra¢unata CEDLs vrednost
iznosila 0,025 mg/kg t.m/dan. Svakako se, na osnovu rezultata ove studije,
moze potvrditi znacajna uloga oksidativnog stresa u razvoju hepatotoksic¢nosti,
te da centralno mesto zauzima upravo efekat koji Cd ispoljava na nivoe GSH u
jetri.

Studije u kojima je ko-tretman eksperimentalnih Zivotinjama Cd i
antioksidansima poput narginina (Renugadevi i Milton Prabu, 2010) i
melatonina (El-Sokkary i sar, 2010) doveo do izostanka histopatoloskih i
morfoloskih promena jetre koje su bile uoc¢ene u grupama eksperimentalnih
zivotinja tretiranih samo Cd pod istim eksperimentalnim uslovima, svakako
predstavljaju jo$ jednu potvrdu uceSéa oksidativhog stresa u razvoju
hepatotoksi¢nosti.

Iako primarna povreda jetre potice direktno od efekta Cd, sekundarna
povreda jetre vise je indirektna i nastaje kao posledica inflamatornih procesa
koji nastaju usled aktivacije Kupferovih c¢elija (Rikans i Yamano, 2000).
Aktivirane Kupferove celije oslobadaju brojne inflamatorne medijatore poput
citokina, adhezivnih molekula, hemokina i citotoksi¢nih molekula koji podsti¢u
Celije jetre da ispolje hemokine koje privlace i aktiviraju neutrofile i monocite iz
cirkulacije. Tako inicijalna povreda inicira kaskadu dogadaja koji vode do

nastanka inflamacije i daljeg oStecenja jetre. Postoje eksperimentalni dokazi koji
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potvrduju inflamaciju kao jedan od mehanizama hepatotoksi¢nosti Cd (Yamano
i sar, 2000), a i nasa studija potvrdila je razvoj inflamacije pod uticajem Cd

buducdi da je primena Cd dovela do porasta broja Leu.

5.1.4. Efekti na bubrege

Bubreg je organ koji je izuzetno osetljiv na uticaje toksi¢nih supstanci, pre
svega zbog visokog stepena perfuzije i povecane koncentracije supstanci koje
treba ekskretovati, a koje se nalaze u renalnim tubularnim celijama.
Nefrotoksi¢nost Cd opisana je nakon profesionalne izloZenosti, kao i nakon
izloZenosti ljudi niZim dozama Cd prisutnog u zivotnoj sredini (Nordberg,
2009). Kadmijum indukovana bubreZzna o$tecenja karakteriSe disfunkcija
tubularne apsorpcije, pa se kao rani znaci tubularne toksi¢nosti Cd javljaju
povisena ekskrecija proteina male molekulske mase P2-mikroglobulin, al-
mikroglobulin, retinol vezujuceg proteina, kao i poviSena ekskrecija enzima
lizozoma N-acetil glukozamidaze. Tubularne povrede progrediraju potom u
generalizovaniju tubularnu disfunkciju koja dovodi do gubitka glukoze i
aminokiselina (koje fizioloski nisu prisutne u urinu), bikarbonata i fosfata sto je
sve karakteristicno za Fankoni sindrom. Eksperimentalne studije su potvrdile
razvoj sindroma sli¢nog Fankoni sindromu u pacova pri intoksikaciji razli¢itim
dozama Cd tokom nekoliko nedelja (Brzoska i sar, 2003). Dugotrajna izlozenost
Cd dovodi pak i do ostecenja glomerula koje vodi albuminuriji i progresivnom
padu stepena glomerularne filtracije $to u krajnoj instanci dovodi do prestanka
rada bubrega.

U ovoj studiji kao markeri bubreZzne funkcije praceni su relativnha masa
bubrega i serumski nivoi uree i kreatinina. Iako se moZze uociti izvesno
smanjenje relativne mase bubrega, nema statisticki znacajne promene relativne
mase bubrega pod uticajem Cd. Sa druge strane, Cd je doveo do znacajnih
promena u serumskim nivoima uree i kreatinina. Serumski nivoi uree i

kreatinina se upravo i koriste kao indikatori renalne funkcije, a poviSeni
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serumski nivoi kreatinina i uree reflektuju nastanak renalne disfunkcije. Uoceni
poviseni nivoi uree pri dozama od 5 i 10 mg/kg t.m/dan, kao i poviseni nivoi
kreatinina uoceni pri dozi od 10 mg/kg t.m/dan u ovoj studiji govore da su
vise doze Cd primenjene oralno tokom 4 nedelje dovele do nastanka renalne
disfunkcije. Ovi rezultati u skladu su i sa studijom koju su sproveli Renugadevi
i Prabu (2010), a u kojoj je primena CdCl> tokom 4 nedelje (5 mg/kg) dovela do
znacajnog porasta sadrzaja uree, mokracne kiseline i kreatinina u serumu
tretiranih pacova u odnosu na nivoe kontrolne grupe. Pregledom literature
uocava se da se LOAEL doze u studijama na Zivotinjama kre¢u od 3,6 mg/kg
tm/dan (120 dana) uz efekat tubularne nekroze, 8,58 mg/kg tm/dan (12
nedelja) kao doza koja je dovela do nastanka nekroze proksimalnih tubula i 15,2
mg/kg tm/dan (4-7 meseci) za nastanak albuminurije (ATSDR, 2012). Ove
doze slicne su dozama koje su u nasoj studiji dovele do znacajnih promena u
sadrZaju uree i kreatinina u serumu kao markera bubrezne funkcije, sa tom
razlikom 8to je u nasem sluc¢aju duzina izloZenosti bila kraca. Kada se uporedi
najniza litearaturna NOAEL vrednost 2,5 mg/kg t.m/dan dobijena u oralnoj
studiji na pacovima koja je trajala 4 nedelje (Groten i sar, 1990) uocava se da je
ona identicna sa NOAEL vrednosti za efekat na porast serumskih nivoa
kreatinina dobijenoj u nasSoj studiji, odnosno nesto niza od donjih granica
pouzdanosti izra¢unatih za 5% efekta na porast nivoa kreatinina (2,7 mg/kg
t.m/dan) i 5% efekta na porast nivoa uree (2,81 mg/kg t.m/dan).

U ovoj studiji nije ispitivan sadrzaj biomarkera efekta Cd u urinu, ali je
uocen smanjen sadrzaj albumina u serumu koji se moze, osim sa smanjenom
sintetskom sposobnoscéu jetre povezati i sa ranom albuminurijom koja se javlja
kao posledica tubularnog, pre nego glomerularnog porekla (Johri i sar, 2010), a
Sto je i u skladu sa uo¢enom renalnom disfunkcijom koja je pri ovim dozama i
trajanju studije najverovatnije bila tubularnog porekla. Znatno nize kriticne
doze koje su dovele do smanjenja nivoa albumina u odnosu na doze koje su

dovele do porasta nivoa uree i kreatinina u serumu mogu se objasniti
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istovremenim toksi¢nim efektima koje Cd ispoljava kako na jetru (organ u kome
se sintetiSe albumin), tako i na bubrege (organ njegove ekskrecije).

Takode, nije pracen ni nivo Cd u urinu, ve¢ je za uspostavljenje odnosa
eksterna-interna doza koris¢en nivo Cd u krvi odnosno u samim bubrezima.
Upotreba nivoa Cd u krvi i bubrezima zarad procene odnosa doza-tubularni
odgovor umesto upotrebe nivoa Cd wurinu  eliminiSe moguénost da
uspostavljena veza moze biti posledica paralelne ko-ekskrecije Cd i urinarnih
markera efekta (Akesson i sar, 2005). Uspostavljena jaka korelacija
upotrebljenih doza i izmerenih nivoa Cd kako u krvi, tako i u bubrezima u
nasoj studiji potvrduje da su svi uoceni efekti na renalnu funkciju pacova
posledica primenjenih doza Cd. Sli¢ne koncentracije Cd u jetri i bubrezima (isti
red veli¢ina za sve primenjene doze) govore o tome da akumuliranje Cd u
bubrezima tokom 4 nedelje trajanja eksperimenta jo$ nije pocelo, te da bi duza
izloZenost pri istim dozama verovatno rezultirala akumuliranjem Cd te samim
tim i izraZenijom nefrotoksi¢noscu.

Pokazani nefrotoksi¢ni efekti Cd tumace se sposobnoséu Cd da ispolji
siroki spektar efekata na celijskom nivou, uklju¢ujuéi indukciju oksidativnog
stresa, interferiranje sa normalnom fizioloskom funkcijom Ca?*, remecenje
transporta putem epitelnih celija i pokretanje apoptoze (Prozialeck i sar, 2003).
Pa ipak, smatra se da Cd-indukovane povrede bubrega nastaju pre svega kao
posledica nastanka oksidativnog stresa. Naime, citosolni Cd indirektno generise
ROS koje trose endogene antioksidanse i dovode do ostecenja bioloskih
membrana, kako lipidne komponente membrana, tako i transportnih proteina
uklju¢ujuéi i Na+/K+ ATPazu, enzim koji ima znacajnu ulogu u patogenezi
nefropatije izazvane Cd (Asagba i sar, 2004). Stoga je u ovom istrazivanju
najviSe prostora dato upravo istrazivanju sposobnosti Cd da izazove
oksidativni stres u bubregu pacova i daljem ispitivanju mehanizama indukcije
oksidativnog stresa od strane Cd koji su karakteristi¢ni za bubrege.

U ovoj studiji utvrdeno je smanjenje aktivnosti CuZnSOD za ¢ak 69% u

odnosu na kontrolnu vrednost, pri ¢emu je do redukovane aktivnosti doslo ve¢
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pri dozama od 0,6 mg/kg t.m/dan. Brojne druge studije takode su pokazale da
Cd izaziva smanjenje aktivnosti enzima antioksidativne zastite. Tako su
Casalino i sar. (2002) pokazali da oralna izloZenost Cd putem vode za pice (250
mg/L) tokom 10 i 30 dana izaziva znacajno sniZenje u ukupnoj bubreZnoj
aktivnosti SOD, kao i izoformama ovog enzima CuZn-SOD i Mn-SOD, i enzima
CAT. I drugi putevi izlozenosti Cd izazvali su sli¢ne efekte: i.p. injekcija CdClz
(6,5 mg/kg t.m) tokom 5 dana i subkutana injekcija Cd (1,2 mg Cd/kg t.m) 5
puta nedeljno tokom 9 nedelja dovela je do znacajnog smanjenja bubreZzne
aktivnosti SOD, CAT, GR i GPx (Morales i sar, 2006). Ovaj efekat Cd na enzime
antioksidativne zastite moZe se objasniti direktnim interakcijama izmedu Cd i
enzima i to usled vezivanja Cd za SH grupe, kao i usled zamene metala
kofaktora u aktivnim centrima enzima sa Cd (Renugadevi i Prabu, 2009). Tako
bi se i povecanje sadrzaja Cu u bubregu pacova uoceno u ovoj studiji moglo
tumaciti istiskivanjem ovog metala iz aktivhog centra enzima CuZnSOD od
strane Cd, pri ¢emu se potvrdom ove pretpostavke moze smatrati i
uspostavljena jaka negativna korelacija izmedu sadrzaja Cu i aktivnosti enzima
CuZnSOD u bubrezima. Kadmijum medutim, nije imao znacajan uticaj na
sadrzaj Zn u bubrezima u ovoj studiji, $to se moZe tumaciti odsustvom
kompeticije Cd i Zn na nivou bubrega. MozZda bi potvrda pretpostavke o
odsustvu kompeticije Zn i Cd na nivou bubrega mogli biti i rezultati dobijeni u
studiji u kojoj je ispitivan uticaj Cd na bubrege, kao i protektivni efekat Zn u
uslovima intoksikacije Cd (Jacquillet i sar, 2006). Naime, primena Zn u
uslovima trovanja Cd (ip 500 pg Cd/kg/dan tokom 5 dana uz period oporavka
od 15 dana) sprecila je razvoj nefrotoksi¢nosti koja je utvrdena histopatoloskom
analizom u grupi koja je primala samo Cd. Uoceni efekat Zn u pomenutoj
studiji tumacen je ulogom Zn u prevenciji nastanka apoptoze i nekroze, a ne
eventualnom kompeticijom Cd i Zn na nivou DMT1 transportera bududi da nije
uocena promena akumulacija Cd u bubrezima pod uticajem Zn. Moskovitz i
sar (2002) predlozili su da poviSenje nivoa proteinskih karbonila i smanjeni

nivoi ukupnih —SH grupa uoceni pri ekspoziciji Cd mogu objasniti oksidativnu
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modifikaciju i sledstveni gubitak aktivnosti brojnih enzima. U nasoj studiji
takode je uoceno smanjenje nivoa ukupnih —SH pri primeni dve najvise doze
Cd, sto svakako moZe biti jos jedan od mehanizama kojima je Cd doveo do
sniZenja aktivnosti enzima CuZnSOD.

U ovom eksperimentu takode je utvrdeno i smanjenje sadrzaja GSH u
bubrezima pod uticajem Cd Sto je u skladu i sa rezultatima drugih
eksperimentalnih studija. Tako su Renugadevi i Prabu (2009) tretirali pacove sa
CdCl, tokom 4 nedelje (5 mg/kg) i uocili smanjenje nivoa GSH §to je tumaceno
troSenjem ovog peptida usled direktnog vezivanja Cd za njegove SH grupa, kao
i potvrdenim uticajem Cd na aktivnost renalnih enzima. Naime, pokazano je da
Cd deluje na enzim GR koji omogucava redukovanje GSSG u GSH i na G6PD,
enzim bogat SH grupama koji snabdeva celije sa NADPH inace kofaktorom
enzima GR.

Iako Cd nesumnjivo ispoljava efekat na oba ispitivana parametra
antioksidativne zastite, izuzetno niske vrednosti donjih granica pouzdanosti za
efekte 5 i 10% dobijene za parametar CuZnSOD u nasoj studiji ukazuju da je
efekat Cd na ispitivanoj komponenti enzimske zastite u bubregu izrazeniji, te
da se upravo ovaj efekat moZe smatrati kriticnim efektom na nivou bubrega.

Svakako da je najznacajnija posledica nastanka oksidativnog stresa
upravo peroksidacija lipidne komponente membrane celija koja je dokazana i u
ovoj studiji. Naime, sadrzaj MDA bio je znacajno povecan u odnosu na
kontrolnu grupu u svim grupama osim pri primeni najnize doze Cd. Druge
eksperimentalne studije takode su ukazale na povisene nivoe TBARS/MDA u
bubrezima pacova izlozenih Cd razli¢itim putevima i tokom razlicitih
vremenskih intervala (1-12 nedelja) (Matovic¢ i sar, 2013; Morales i sar, 2006;
Renugadevi i Prabu, 2009). Kako je efekat na nivoe Fe u bubrezima u ovoj
studiji izostao, na bazi rezultata nase studije moze se tvrditi da je upravo efekat
na komponente antioksidativne zastite, i to na CuZnSOD (uspostavljena najjaca
korelacija sa nivoima MDA) klju¢ni dogadaj u nastanku lipidne peroksidacije u

renalnim celijama.
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Znacaj uloge oksidativnog stresa u razvoju nefrotoksi¢nosti pod uticajem
Cd potvrden je i u brojnim studijama u kojima je primena razlicitih
antioksidanasa sprecila nastanak nefrotoksi¢nih efekata Cd. Tako je istovremeni
tretman kvercetinom spre¢io nastanak tubularne nekroze, tubularne
degeneracije i deskvamacije tubularne dilatacije uocene u grupi Zivotinja
tretiranim isklju¢ivo Cd (Renugadevi i Prabu, 2009). Novija istrazivanja
povezuju nastanak oksidativnog stresa sa drugim mehanizmima znacajnim za
razvoj nefrotoksi¢nosti Cd. Tako se sindrom sli¢an Fanconi-jevom sindromu koji
se javlja pri trovanju Cd direktno vezuje za inaktivaciju Na+/K+-ATP-azne
pumpe uzrokovane povecanom produkcijom ROS u proksimalnim tubularnim
Celijama (Nair i sar, 2013), dok drugi eksperimenti ukazuju i na ucesée apoptoze
i nekroze u nefrotoksi¢nosti Cd, pri ¢emu se pomenuti procesi dovode u vezu
sa nastalim ROS u bubrezima u uslovima trovanja Cd (Cuypers i sar, 2010).
Medutim, nefrotoksi¢nost Cd povezuje se i sa drugim mehanizmima koji nisu
direktna posledica nastanka oksidativhog stresa, poput na primer oStecenja
kaderin zavisnih meducelijskih veza u proksimalnim tubulama pod uticajem
Cd (Prozialeck i sar, 2003), promena u proteinima klaudinima koji ulaze u
sastav tesnih meducelijskih veza (Jacquillet i sar, 2006), te uticajem Cd na
mitohondprije (Gobe i Crane, 2010).

Moze se zakljuciti da Cd, kao dvovalentni katjon relativho malog
atomskog radijusa, moze intereagovati sa brojnim bioloskim molekulima i
dovesti do brojnih biohemijskih poremecaja. Upravo zbog nedostatka izrazite
hemijske specifi¢nosti, nefrotoksi¢ni efekti Cd mogu se tumaciti uticajem na
vise nivoa u proksimalnim tubulima, pri ¢emu je ova studija potvrdila da
centralno mesto u nefrotoksi¢nosti Cd zauzima pokretanje oksidativnog stresa,
a na bazi dobijenih rezultata moZe se govoriti o kriticnom efektu Cd na
enzimsku komponentu antioksidativne zastite, na aktivnost citosolnog enzima

CuZnSOD u bubrezima.
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5.1.5. Efekti na stitastu zlezdu

Rezultati ove studije pokazali su da Cd izaziva znacajno sniZenje nivoa
T3 u serumu pri svim primenjenim dozama, dok su doze 21, 25 mg/kg t.m/dan
dovele do snizenja serumskih nivoa T4. Drugi autori su takode ispitivali uticaj
Cd na serumske nivoe hormona stitaste zlezde. Snizeni nivoi T4 hormona uz
znacajno povisenu relativnu masu Stitaste zlezde izmereni su u serumu pacova
koji su tokom 35 dana kao vodu za pice koristili vodu koja je sadrzala 200 ppm
Cd (Hammouda i sar, 2008). U studiji sprovedenoj na pili¢ima, intramuskularno
davanje vodenog rastvora CdCLx u dozi 2,5 mg/kg t.m/dan, tokom 15 dana,
dovela je do pada nivoa T3 hormona, dok se nivoi T4 hormona nisu promenili u
odnosu na kontrolnu grupu (Gupta i Kar, 1999). Medutim, Cur¢i¢ i sar, (2012)
dokazali su smanjenje nivoa oba hormona u pacova oralno tretiranih Cd u dozi
od 15 mg/kg t.m/dan tokom 28 dana.

Smanjenje serumskih nivoa T4 hormona uoc¢eno u nasoj studiji moze se
objasniti inhibicijom sinteze i/ili oslobodanja ovog hormona, odnosno uticajem
Cd na funkciju same Stitaste Zlezde, s obzirom na ¢injenicu da se sve faze
sinteze ovog hormona deSavaju u zlezdi. U drugom eksperimentu
sprovedenom na pacovima uocen je pak, znacajan porast nivoa T4 hormona
kada su pacovi tretirani visokim dozama Cd u pija¢oj vodi (50 mg Cd/dm?)
tokom 24 nedelje (Pilat-Marcinkiewicz i sar, 2003). Uoceni porast objasnjen je
mogucéim ,curenjem” T4 hormona iz oStecenih tireocita, jer su u studiji
dokazane i histopatoloske promene Stitaste zlezde. MoZe se pretpostaviti da je
Cd pri ovim dozama izazvao “suptilnije” promene funkcije Stitaste zlezde
odnosno da nije doslo do ostecenja same zlezde. Ipak, doza od 1,25 mg/kg
t.m/dan, kao i viSe primenjene doze dovele su do izvesnih promena u funkciji
Stitaste Zzlezde koji se ogledao u snizenim nivoima T4 hormona u serumu.
Efekat Cd na stitastu zlezdu objasnjava se akumulacijom Cd u mitohondrijama
folikula epitelnih celija Stitaste Zlezde, remecenjem oksidativne fosforilacije i

snabdevanja mitohondrija energijom usled ¢ega dolazi i do inhibicije sinteze i
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oslobadanja hormona Stitaste Zlezde (Yoshizuka i sar., 1991, Pilat-
Marcinkiewicz i sar, 2003).

Za razliku od nivoa T4 hormona, serumski nivoi T3 hormona su u ovoj
studiji bili znac¢ajno sniZeni pod uticajem svih Sest primenjenih doza Cd sto
navodi na zakljucak da Cd interferira sa funkcijom $titaste Zlezde i na nivou
Cd od procesa koji se desavaju u samoj Zlezdi. Pad nivoa T3 hormona
uzrokovan svim primenjenim dozama Cd u ovoj studiji moZe se objasniti
smanjenom aktivnoséu enzima 5'D-I koji, izvan Stitaste Zlezde, vrsi konverziju
T4 hormona u aktivnu formu T3. Ovu pretpostavku potvrduju istrazivanja koja
su na pacovima i miSevima sproveli Chaurasia i sar (1996) odnosno Gupta i sar
(1997), a koja su potvrdila inhibiciju ovog enzima u uslovima intoksikacije Cd.
Jedan od predlozenih mehanizama inhibicije ovog enzima je lipidna
peroksidacija membrana ¢elija za koje se ovaj enzim mora vezati kako bi ispoljio
svoju aktivnost (Chaurasia i sar, 1996). Sposobnost Cd da izazove lipidnu
peroksidaciju u jetri (gde se u najve¢em stepenu i desava dejodinacija)
potvrdena je i u ovoj studiji, a o ulozi lipidne peroksidacije u smanjenju nivoa
hormona T3 govori i uspostavljena jaka negativna korelacija izmedu stepena
lipidne peroksidacije u jetri (nivoi MDA) i nivoa T3 hormona u serumu pacova.
Moze se zakljuciti da se dokazani efekat Cd kao ometaca funkcije Stitaste zlezde
delimi¢no moZe objasniti i njegovom ulogom u razvoju oksidativnog stresa. Sa
druge strane, kako enzim 5'D-I sadrzi u svom aktivnom centru Se (Kohrle, 2000)
dokazani anatagonizam izmedu Cd i Se (Al-Waeli et al., 2012) predlaze se kao
jo$ jedan moguéi mehanizam uklju¢en u inhibiciju aktivnosti ovog enzima.
Smanjeni nivoi Se u jetri uzrokovani primenom Cd uoceni u ovoj studiji, kao i
uspostavljena srednja jacina korelacije izmedu nivoa Se u jetri i nivoa T3 u
serumu svakako potvrduju i ulogu ovog mehanizma u smanjenju nivoa T3 pod
uticajem Cd.

Promene u nivoima FT4 i FI3 hormona wuocene pod ovim

eksperimentalnim uslovima odgovaraju promenama u nivoima vezanih formi
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ovih hormona te se takode mogu objasniti ve¢ predloZzenim mehanizmima
toksi¢nosti Cd.

Promene u homeostazi funkcije Stitaste Zlezde mogu imati brojne
negativne efekte, posebno ukoliko se ove promene jave tokom osetljivog
perioda razvoja jedinki. Ovi efekti uklju¢uju trajne negativne efekte na rast i
razvoj nervnog i reproduktivnog sistema (Boas i sar, 2012), sto je potvrdeno i u
nasoj studiji, s obzirom na to da je Cd ispoljio negativne efekte na prirast mase
pacova.

Dozna-zavisnost dokazana za posmatrane parametre funkcije Stitaste
zlezde, kao i niske kriticne doze dobijene za ove efekte Cd ukazuju na
mogucnost koris¢enja ovog efekta Cd kao polazne tacke u toksikoloskoj proceni
rizika. Naime, prema poslednjem ATSDR toksikoloskom profilu Cd (ATSDR,
ekspoziciji Cd je toksi¢ni efekat na rast kostiju. Minimalni nivo rizika izra¢unat
za Cd iznosi 0,5 pg/kg t.m/dan i dobijen je deljenjem BMDL 0,05 mg Cd/kg
t.m/dan (dobijene za uticaj Cd na rast lumbalne kosti) sa faktorom sigurnosti
100. Vrednosti CEDLs, odnosno BMDLs izra¢unate u ovoj studiji za efekat Cd
na hormone stitaste zlezde kretale su se od 0,059 do 0,365 mg Cd/kg t.m/dan i
to za mnogo kraci period ekspozicije (28 dana) na osnovu cega se mozZe
zakljuciti da se efekti Cd na ove parametre, a posebno na T3 serumske nivoe za
koji je izracunata najniza CEDLs vrednost u celoj studiji, mogu smatrati
kriti¢cnim efektima Cd. Takode, upravo bi zbog svoje posebne prirode i znacaja
efekat Cd na hormon T3 mogao biti koris¢eni kao baza za razvijanje dozvoljenih

grani¢nih vrednosti izloZzenosti opste populacije Cd.

5.2.  TOKSICNI EFEKTI POLIHLOROVANIH BIFENILA

5.2.1. Efekti na prirast telesne mase

Smanjenje prirasta t.m. smatra se ranim indikatorom opste toksi¢nosti

ispitivane hemikalije. Rezultati ove studije ukazali su da su PCB doveli do
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statisti¢ki znac¢ajnog smanjenja prirasta t.m. u svim tretiranim grupama pacova
u odnosu na kontrolnu grupu. Smatra se da je efekat PCB na gubitak t.m,
odnosno na smanjenje prirasta t.m. posledica pre svega mehanizama koji
uklju¢uju aktivaciju Ah receptora (Hori i sar, 1997).

Sli¢éni rezultati dobijeni su i u drugim studijama u kojima je ispitivana
toksi¢nost kako komercijalnih smesa PCB, tako i pojedina¢nih kongenera.
Pacovi koji su tretirani Aroclor 1254 u dozi od 2 mg/kg t.m/dan i.p. tokom 30
dana imali su znac¢ajno niZe t.m. u odnosu na pacove iz kontrolne grupe koji su
i.p. tretirani kukuruznim uljem tokom 30 dana (Banudevi i sar, 2006). Primena
kongenera PCB 126 u dozi od 5 pmol/kg takode je dovela do smanjenja rasta
pacova u odnosu na kontrolnu grupu tretiranu samo kukuruznim uljem (Lai i
sar, 2013).

Pregledom literature (ATSDR, 2000) uocava se da se procenjene NOAEL
vrednosti za ovaj efekat u studijama na pacovima krecu izmedu 1 i 12,5 mg
PCB/kg tm/dan u zavisnosti od duZzine trajanja studije i koris¢enog soja
pacova. Na osnovu nase studije NOAEL vrednost je procenjena na <0,5 mg/kg
t.m/dan, a smanjenje prirasta t.m. kretalo se od 39,61% do 53,77% u odnosu na
kontrolnu grupu. Ipak, treba naglasiti da nije uspostavljena dozna zavisnost
ovog parametra, te se stoga dobijeni rezultati moraju posmatrati sa izvesnom

rezervom.

5.2.2. Efekti na hematoloske parametre

U ovoj studiji primena komercijalne smese PCB nije ispoljila znacajne
efekte na broj Er, kao ni na nivoe Hb u krvi, dok je pri najvisoj dozi doslo do
statisti¢ki znacajnog smanjenja broja Tr u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati
drugih eksperimentalnih studija u kojima je ispitivan uticaj PCB na izvesne
hematoloske parametre daju kontradiktorne podatke. Tako je dokazana
sposobnost kongenera PCB 126 da dovede do smanjenja sadrzaja Hb,

hematokrita, te volumena i broja Tr nakon ekspozicije pacova dozi od 7,4
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mg/kg tm/dan (Chu i sar, 1994). Takode, primecéen je i znacajan pad u
sadrzaju Hb i smanjenje hematokrita u pacova tretiranih sa 4 mg/kg/dan PCB
105 tokom 13 nedelja (Chu i sar, 1998). Sa druge strane, nisu uoceni hematoloski
efekti u pacova izloZzenih dozama 0,77 mg/kg/dan PCB 77, 0,17 mg/kg/dan
PCB 118, 3,7 mg/kg/dan PCB 28 ili 4,2 mg/kg/dan PCB 128 tokom nekoliko
nedelja (ATSDR, 2000).

Rezultati uticaja PCB na hematoloske parametre dobijeni u nasoj studiji
mogu se tumaciti izvesnim promenama uocenim u drugim ispitivanim
organima. Naime, u jetri pacova trovanih PCB je uo¢eno smanjenje sadrzaja Fe,
ali tek pri najvisoj primenjoj dozi, a upravo se efektom PCB na homeostazu Fe
donekle i objasnjava uticaj koji PCB ispoljavaju na Er i Hb (Wang i sar, 2013).
Moze se pretpostaviti da bi vise doze PCB ili duZzi vremenski period izloZenosti
dozama koris¢enim u nasoj studiji doveli do promena u posmatranim
parametrima. Ipak, treba naglasiti da u nasoj studiji nije utvrden ni statisticki
znacajan trend promene broja Er i sadrZaja Hb u odnosu na primenjene doze
PCB. Sa druge strane, dozna zavisnost utvrdena je za nivoe Tr i pokazano je
statisti¢cki znacajno smanjenje njihovih nivoa pri primeni najvise doze PCB.
MoZe se pretpostaviti da PCB ispoljavaju svoj uticaj na broj Tr remeteci funkciju
kostane srzi, ispoljavajuci svoje toksi¢ne efekte na jetru, delujuci na slezinu ili
ispoljavajuci toksi¢ne efekte direktno na Tr u krvi. Splenomegalija pod uticajem
PCB potvrdena je u ovoj studiji te se moZze pretpostaviti da Tr prelaze iz krvi u
uvecanu slezinu. Takode, nastanak hepatomegalije pod uticajem PCB koji je
dokazan u ovoj studiji moZe se eventualno objasniti povisenom razgradnjom Tr
u jetri, iako se direktan efekat PCB prisutnih u krvi na nivo Tr moZe samo
pretpostaviti imajudi u vidu da u ovoj studiji nisu izmereni nivoi PCB u krvi te
se ne moze tvrditi da postoji korelacija izmedu nivoa PCB u krvi i primenjenih
doza PCB.

U nasoj studiji uocen je razlic¢it efekat na broj Leu pri primeni razli¢itih
doza PCB. Naime, pri nizim dozama PCB (0,5-2 mg/kg t.m/dan) doslo je do

statisticki znacajnog porasta broja Leu u krvi pacova, doze od 4 i 8 mg/kg
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t.m/dan nisu imale statisti¢ki znacajan efekat na broj Leu, dok je najvisa doza
PCB (16 mg/kg t.m/dan) dovela do statisticki znacajnog smanjenja broja Leu u
odnosu na kontrolnu grupu. MoZe se pretpostaviti da su nize doze PCB
primenjene u ovoj studiji dovele do pokretanja imunoloskog odgovora. Tako je
u studiji koju su na pacovima sproveli Smialowicz i sar (1989) pokazana
povisena proliferacija limfocita, ali pod uticajem visokih doza Aroclor 1254 (25
mg/kg t.m/dan) i to posle 5-15 nedelja. Najvisa doza PCB primenjena u ovoj
studiji pak, ispoljila je imunotoksi¢ne efekte uzrokujuci pad broja Leu. Studije
sprovedene na zivotinjama ukazale su na ozbiljne efekte PCB na imunoloski
sistem, ukljuc¢ujuéi znacajno smanjenje veli¢ine timusa, smanjenje imunoloskog
odgovora na ov¢ije Er i smanjenu otpornost na infekcije (ATSDR, 2000). Tako su
miSevi izloZzeni PCB konzumiranjem kontaminiranih namirnica ispoljili znake
imunosupresije-smanjenu fagocitozu i smanjen broj CD8+ celija (Fournier i sar,
2000). Imunotoksi¢ni efekat PCB objasnjava se sposobnos¢u PCB da izazovu
apoptozu monocita i timocita koja je dokazana u in vitro studijama (Shin i sar,
2000; Tan i sar, 2003). Drugi predloZeni mehanizam kojim PCB izazivaju
smanjenje Celijskog imuniteta je indukcija oksidativnog stresa, pre svega preko
smanjenja aktivnosti SOD (Narayanan i sar, 1998). Smanjenje aktivnosti ovog
enzima antioksidativne zastite pod uticajem PCB, dokazana je i u nasoj studiji u
homogenatima jetre i bubrega. Brojne studije u kojima su koris¢eni pojedina¢ni
kongeneri PCB ukazale su da u imunotoksi¢nosti PCB znacajnu ulogu imaju
kako AhR zavisni, tako i AhR nezavisni mehanizmi toksi¢nosti (ATSDR, 2000).
Modelovanje odnosa doza-odgovor podataka dobijenih za broj Leu u
nasoj studiji dokazao je doznu zavisnost ovog parametra, pri cemu je
procenjeno da je dominantan efekat PCB na broj Leu, efekat na smanjenje
njihovog broja. Niska vrednost donje granice pouzdanosti izra¢unate za efekat
smanjenja broja Leu za 5% (1,09 mg/kg t.m/dan) ukazuje da se na bazi ove
studije moze zakljuciti da je efekat na smanjenje broja Leu kriti¢ni efekat ovih

hemikalija na hematoloske parametre. Imunotoksi¢ni efekti PCB se i smatraju
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koja je koris¢ena u proceni TDI upravo vrednost dobijena za efekat na

smanjenje imunoloskog odgovora na ov¢ije Er (Tryphonas i sar, 1991).

5.2.3. Efektina jetru

Hepatotoksi¢nost PCB je, kao Sto je ve¢ bilo reci, obimno
dokumentovana u studijama na eksperimentalnim zivotinjama, pri ¢emu su kao
pokazatelji oStecenja jetre uoceni indukcija mikrozomalnih enzima jetre,
povecani nivoi enzima jetrene funkcije i lipida, uvecdanje jetre, promene u
nivoima porfirina i metabolizmu vitamina A, kao i razli¢ite histopatoloske
promene (Esteban i sar, 2014; Kutlu i sar, 2007; Roos i sar, 2011. Upravo se
a smatra se da u razvoju hepatotoksi¢nih efekata PCB znacajnu ulogu imaju i
AhR zavisni i AhR nezavisni mehanizmi toksi¢nosti (ATSDR, 2000). U ovoj
studiji su od pokazatelja oStecenja jetre ispitivani relativna masa jetre, sadrzaj
albumina, te aktivnosti enzima funkcije jetre AST, ALT i ALP.

Relativna masa jetre bila je statisti¢cki znacajno visa u grupama koje su
tretirane smeSsom PCB kongenera u odnosu na relativne mase jetre pacova iz
kontrolne grupe. Literaturni podaci (ATSDR, 2000) potvrduju povecanje
apsolutne i relativne mase jetre u pacova tretiranih ili sa smeSama ili sa
pojedina¢nim kongenerima PCB u razli¢itim dozama. Tako je intoksikacija
Aroclor 1254 u dozi 1 mg/kg tm/dan tokom 4 dana dovela do povecanja
relativne mase jetre, dok primena duplo nizih doza nije dovela do promena
ovog parametra. Do povecanja relativne mase jetre doslo je i pri intragastricnoj
primeni 10 odnosno 25 mg PCB/kg t.m/dan tokom 10 nedelja. Rezultati nase
studije ukazuju da i primena niskih doza (0,5 mg/kg t.m/dan) tokom duZzeg
perioda izloZenosti (4 nedelje) dovodi do porasta relativhe mase jetre.
Procenjena NOAEL vrednost u ovoj studiji je <0,5 mg/kg t.m/dan $to je u
skladu sa najnizom procenjenom literaturno NOAEL vredno$¢u (odredenoj u

studiji na pacovima tretiranih 35 dana) koja iznosi 0,25 mg PCB/kg t.m/dan
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(ATDSR, 2000). U nasoj studiji su izra¢unate donje granice pouzdanosti za 10%
efekta na relativhu masu jetre (0,113 mg/kg t.m/dan) i za 5% efekta (0,05
mg/kg t.m/dan) bile ¢ak niZze od ove procenjene NOAEL vrednosti. Nije bilo
uocenih promena u relativnoj masi jetre pri oralnoj primeni niske doze-0,033
mg/kg t.m/dan Aroclor 1242 u studiji na pacovima sprovedenoj tokom 30 dana
(Casey i sar, 1999) sto potvrduje rezultate nase studije, jer je primenjena doza
niza od izrac¢unatih donjih granica pouzdanosti CED vrednosti, pa se ne bi ni
ocekivalo da izazove znacajne promene u relativnoj masi jetre.

Istrazivanje klinickih parametara funkcije jetre sprovedeno u ovoj studiji
pokazalo je da izloZenost Aroclor 1254 tokom 28 dana dovodi do promene
nivoa AST u serumu pacova tretiranih najvisom dozom ove komercijalne smese
PCB (16 mgPCB/kg t.m/dan), dok sa druge strane nije bilo statisti¢ki znacajnih
promena u serumskim nivoima ALT i ALP. Uoceno je dozno-zavisno snizZenje
nivoa albumina u serumu, medutim ovo sniZenje nije bilo statisticki znacajno.
Nalazi ove studije delimi¢no su saglasni sa rezultatima drugih studija koje su
ispitivale efekte PCB na ove klinicke parametre funkcije jetre. Tako je u studiji
koju su sproveli Kutlu i sar. (2007) primeéeno povisenje nivoa AST i ALT bez
promena u nivoima ALP nakon subakutanog tretmana pacova sa 10 mg/kg t.m
Aroclor 1254, svaki drugi dan tokom 6 nedelja. U studiji u kojoj je procenjivana
hepatotoksi¢nost komercijalnih smesa PCB (Aroclor 1016, 1242, 2354 i 1260)
muzjacima i Zenkama pacova Sprague-Dawly soja putem hrane davane su
razli¢ite koncentracije PCB (od 25 do 200 ppm) tokom 24 meseca i uoceno je
povecanje AST i ALT serumske aktivnosti Sto je objasnjeno oStecenjem
membrane hepatocita do koje su doveli primenjeni PCB. Takode, izlozenost
putem hrane kongeneru PCB 126 za koji je utvrdeno da najvise doprinosi
toksi¢nosti Aroclor 1254 (Elabbas i sar, 2011) tokom 13 nedelja dovela je do
povecanih serumskih nivoa AST i ALP u tretiranih pacova (Chu i sar, 1994).
Promene u nivoima proucavanih parametara funkcije jetre koji su uoceni u
nasoj studiji potvrdile su pretpostavku da produZena izlozenost PCB izaziva

poremecaje u funkciji jetre.
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Iako vise puta uocen i dokazan, ta¢ni mehanizmi odgovorni za razvoj
hepatotoksicnog efekta PCB nisu u potpunosti poznati. Smatra se da je ucesce
oksidativnog stresa u razvoju ovog efekta od velikog znacaja. Neki od
predloZzenih mehanizama indukcije oksidativhog stresa od strane PCB su
prekomerna ekspresija CYP1A enzima koja vodi hiperprodukciji ROS
(Schlezinger i sar, 2006), redukcija nivoa GSH u jetri (Lai i sar, 2010), smanjenje
aktivnosti antioksidativnih enzima (Twaroski i sar, 2001) i indirektno putem
gubitka Se i Zn i poviSenja nivoa prooksidansa Cu (Lai i sar, 2010). Prevencija
hepatotoksi¢nih efekata PCB (poremeceni biohemijski parametri, kao i
hepatocelularna morfologija) upotrebom antioksidansa kvercetina u studiji
sprovedenoj na pacovima (Sekaran i sar, 2012) jo$ jedan su dokaz nesumnjivog
ucesca oksidativnog stresa u razvoju ovog toksi¢nog efekta PCB. Bez obzira na
postojanje brojnih dokaza da upravo oksidativni stres zauzima klju¢no mesto u
razvoju hepatotoksi¢nosti PCB, ta¢ni mehanizmi indukcije oksidativnog stresa
u jetri nisu utvrdeni, a nije ni uspostavljen precizan odnos izmedu nivoa
izloZenosti PCB i prooksidativnog efekta PCB.

Iako je u razvoj hepatotoksi¢nosti PCB svakako ukljucen i direktni uticaj
PCB (produkcija ROS) i indirektni uticaj PCB (preko uticaja na komponente
antioksidativne zastite) na razvoj oksidativnog stresa, u ovoj studiji ispitan je
samo efekat PCB na komponentu neenzimske antioksidativne zastite-GSH,
enzim antioksidativne zastite-CuZnSOD, kao i efekat na nivoe bioelemenata
Zn, Se i Fe koji bi takode mogli imati izvesnu ulogu u nastanku oksidativnog
stresa.

Uoceni pad aktivnosti CuZnSOD pod uticajem PCB doza 22 mg/kg
t.m/dan u ovom eksperimentu je u saglasnosti sa rezultatima koji su dobijeni u
studiji u kojoj su pacovi i.p. tretirani sa 2 mg Aroclor 1254/kg t.m/dan tokom
30 dana (Banudevi i sar, 2006). Ove promene u CuZnSOD aktivnosti mogu se
objasniti inaktivacijom ovog enzima od strane HxO: ¢ije se koli¢ine povecavaju
usled smanjene aktivnosti enzima CAT kao posledice smanjenih kolic¢ina

kofaktora NADPH u uslovima trovanja PCB (Twaroski i sar, 2001) ili usled
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povecane aktivnosti enzima CYP 450 (Schlezinger i sar, 2006). U nasoj studiji
uoceno je smanjenje sadrzaja Zn pri dozama 8 i 16 mg PCB/kg t.m/dan $to bi
takode moglo doprineti uo¢enom smanjenju aktivnosti ovog enzima. Naime,
kako ulazi u sastav aktivnog centra ovog enzima, koli¢ina ovog jona u jetri
mogla bi biti limitirajuci faktor njegove sinteze i aktivnosti. Pad nivoa Zn u jetri
zivotinja tretiranih PCB uocen je i u studiji u kojoj su pacovi tretirani i.p. PCB
126 u kukuruznom ulju u dozi 5 pmol/kg (Lai i sar, 2013). S obzirom na to da je
u nasoj studiji uoceno povisenje nivoa Zn u bubrezima pacova tretiranih PCB,
moze se pretpostaviti da PCB izazivaju povecanu ekskreciju Zn iz jetre u krv i
potom ulazak Zn u bubrege, iako ta¢an mehanizam ove preraspodele Zn u
organizmu pod uticajem PCB nije jo§ uvek utvrden. Efekat PCB na ekspresiju
relevatnih gena je takode predlozen kao jedan od moguéih mehanizama uticaja
PCB na aktivnost enzima CuZnSOD i to u studiji sprovedenoj na zebricama u
kojoj je takode uoceno znacajno sniZenje aktivnosti ovog enzima pod uticajem
PCB (Liu i sar, 2014).

Studije su ukazale da PCB deluju i na neenzimsku komponentu
antioksidativne zastite-GSH. Tako je tretman sa 2 mg Aroclor 1254/kg t.m/dan
istim putem unosa tokom 30 dana (Sekaran i sar, 2012) doveo do znacajnog
smanjenja GSH sadrzaja u jetri. Pad sadrzaja GSH u jetri uocen je i u nasoj
studiji, ali taj pad nije bio statisticki zna¢ajan u odnosu na kontrolne vrednosti.
Sa druge strane, nastanku oksidativnog stresa u jetri mogao bi doprineti i
uoceni pad sadrzaja Se u jetri (pri najvisoj primenjenoj dozi PCB), jer je Se
inkroporiran u brojne enzime antioksidativne zastite poput Gpx i tioredoksin
reduktaze (Lai i sar, 2011), pa bi nedostatak Se mogao dovesti do povecane
osetljivosti na nastanak oksidativnog stresa (Steinbrenner i Sies, 2009), narocito
u uslovima povecéane produkcije ROS koja je karakteristi¢cna za intoksikaciju
PCB. Na osnovu rezultata nase studije moze se zakljuciti da je uticaj PCB na
enzimsku komponentu antioksidativne zastite izraZeniji nego uticaj na

neenzimsku komponentu.
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Kako bi se potvrdio poremecaj oksidativne neravnoteze kao posledice
nastanka oksidativnog stresa pod uticajem PCB, u nasoj studiji izmereni su i
nivoi MDA i ukupnog sadrzaja SH grupa. Lipidna peroksidacija je uocena u
jetri pacova tretiranih PCB u svim dozama osim u najnizoj primenjenoj dozi,
dok je smanjeni sadrzaj ukupnih SH grupa ukazao na oksidativhu degradaciju
u jetri pacova tretiranih dozama PCB >4 mg/kg t.m/dan. Ovi rezultati potvrdili
su razvoj oksidativhog stresa u jetri pacova prema ve¢ predlozenom
mehanizmu i u skladu su sa rezultatima koje su dobili Sekaran i sar. (2012) te
rezultatima dobijenim za druge organe (prostatu, testise i hipokampus)
zivotinja izlozenih PCB (Murugesan i sar, 2005; Selvakumar i sar, 2012).

Nakon sto je utvrden nastanak oksidativhog stresa u jetri pacova
izlozenih PCB, bilo je vazno utvrditi da li je nastali efekat dozno-zavisan.
Naime, postoje brojne studije koje su ispitivale nastanak oksidativnog stresa u
jetri trovanih pacova, ali je u ovim studijama uglavnom koris¢ena jedna doza
PCB. U na3oj studiji je pak, koris¢eno Sest razlicitih doza PCB od neadekvatnog
izbora doze, sa aspekta stvarne izloZenosti ovim hemikalijama, i istovremeno
omogucava ispitivanje postojanja veze doza-odgovor za izabrane parametre.
Razlike u odnosu izmedu upotrebljenih doza (0,5:1:1:2:4:8:16) i izmerenih
koncentracija PCB u jetri (0,5:2,3:3,1:7,5:11,1:39) ukazuju na bioakumulaciju
PCB u jetri tokom 28 dana dugog tretmana, pri ¢emu je stepen akumulacije
rastao sa porastom primenjenih doza. Takode, od izuzetnog znacaja je i
postojanje jake veze izmedu primenjenih doza i izmerenih koncentracija PCB u
odgovaraju¢em organu kako bi se moglo govoriti o doznoj zavisnosti
ispitivanih parametara. Stoga je jaka pozitivna korelacija, utvrdena izmedu
eksternih i internih doza u jetri, omogucila dalja ispitivanja dozne zavisnosti.
Doza-odgovor modelovanje prikupljenih podataka ukazalo je na doznu
zavisnost svih ispitivanih parametara oksidativnhog stresa. Najniza CEDLs
izratunata za efekte na oksidativni status u jetri je doza izracunata za MDA

(0,07 mg/kg t.m). Ipak, kako je hepati¢ni nivo MDA veoma osetljiv parametar
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oksidativne povrede, postavlja se pitanje da li njegovo povecanje za 5% od
znacaja za razvoj funkcionalnih promena u jetri.

Podaci prikupljeni u nasoj studiji potvrdili su toksi¢ne efekte PCB
primenjenih tokom 28 dana na jetru pacova, a takode je dokazano i prisustvo
oksidativnog stresa u jetri izloZenih pacova. Uoceni su izraZeniji toksi¢ni efekti
na aktivnost enzimske komponente antioksidativne zastite-CuZnSOD nego na
GSH kao neenzimsku komponentu zastite. Remecenje homestaze bioelemenata,
Zn i Se, svakako da ima izvesnu ulogu u uocenom razvoju oksidativnih
poremecaja u jetri. NajniZza izra¢unata vrednost za CEDLs u nasoj studiji za
efekte na jetru iznosila je 0,05 mg/kg t.m/dan i to za efekat porasta relativne
mase jetre. Ova vrednost ipak je visa od najnize procenjene vrednosti NOAEL
(0,033 mg/kg tm/dan tokom 4 nedelje) za efekat PCB na indukciju
mikrozomalnih enzima u jetri (Litterst i sar, 1972), kao i LOAEL vrednosti
(0,005 mg/kg t.m/dan) procenjene u studiji na majmunima koji su bili izloZeni
razli¢itim dozama Aroclor 1254 tokom 23 i 55 meseca za efekat na porast

relativne mase jetre i imunoloski odgovor na ov¢ije Er (Tryphonas i sar, 1991).

5.2.4. Efekti na bubrege

Kao parametri funkcije bubrega pod uticajem Sest razli¢itih doza PCB
ispitivani su relativna masa bubrega, te serumski nivoi kreatinina i uree. Nije
uocen statisticki znacajan efekat PCB na relativnhu masu bubrega, a nije
utvrdena ni dozna zavisnost ovog parametra. Primena Sest razlic¢itih doza PCB
nije dovela ni do statisticki znacajnog efekta na serumske sadrZaje kreatinina, a
nije utvrdena dozna zavisnost ni za ovaj parametar. Serumski nivoi uree takode
nisu bili zna¢ajno promenjeni pod uticajem PCB, ali je u slucaju ovog parametra
utvrdena dozna zavisnost i efekat poviSenja ovog parametra za 5% pri dozi od
12,5 mg PCB/kg t.m/dan uz donju granicu pouzdanosti od 8,28 mg PCB/kg
t.m/dan. Sinteza i ekskrecija uree, pa tako i njena serumska koncentracija,

zavise od brojnih faktora poput funkcije jetre, unosa proteina i stepena
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katabolizma proteina, kao i unosa vode i stepena glomerularne filtracije, dok
serumski nivoi kreatinina odslikavaju gotovo isklju¢ivo funkciju bubrega
odnosno stepen glomerularne filtracije. Stoga su serumski nivoi kreatinina bolji
pokazatelji promena na bubrezima nego nivoi uree u serumu koji mogu bolje
ukazati na efekte PCB u jetri. Ipak, uspostavljena jaka pozitivna korelacija
izmedu eksternih i internih doza (izmerenih koncentracija) u bubrezima, kao i
uspostavljena dozna zavisnost uree govore u prilog ¢injenice da uticaj PCB na
ureu donekle odslikava i uticaj ovih hemikalija na bubrege.

Ne postoji dovoljno literaturnih podataka vezanih za efekte PCB na
histopatologiju i biohemijske parametre renalne funkcije, narocito ako se broj
ovih studija uporedi sa brojem studija u kojima su ispitani hepatotoksicni efekti
PCB. Ipak, postoji izvestan broj studija u kojima je vrSeno ispitivanje
nefrotoksi¢nosti PCB. Andrews (1989) je zaklju¢ke o nefrotoksi¢nosti Aroclor
1254 smeSe doneo samo na bazi uocenog porasta mase bubrega, dok nije uocen
statisticki znacajan efekat na sadrZaj proteina u urinu, kao ni na ekskreciju
fosfora i kalcijuma. U studiji na pacovima primena Aroclor 1254 u dozi od 25
mg/kg t.m/dan i.p. tokom 10 i 15 nedelja izazvala je histopatoloske promene u
bubrezima (Gray Jr. i sar, 1993). U studiji u kojoj su pacovi tretirani sa Aroclor
1254 u dozi od 10 mg/kg t.m/dan subakutano svakog drugog dana tokom 6
nedelja, kao i sa Aroclor 1221, uz isti eksperimentalni protokol, utvrdeno je
znacajno povecanje serumskih nivoa uree, kreatinina, kao i prisustvo
histopatoloskih ~ promena bubrega (renalna korpuskularna atrofija,
peritubularna vaskularna kongestija i dilatacija kortikalnih tubula) koje su bile
izrazenije u grupama tretiranih Aroclor 1254 smeSom (Kutlu i sar, 2007). Moze
se pretpostaviti da bi se toksi¢ni efekti na bubrege odnosno znacajne promene
njihove relativne mase, kao i nivoa uree i kreatinina javili i pri dozama
koriSéenim u nasoj studiji nakon nesto duzeg perioda ekspozicije koji bi doveo i
do visih koncentracija PCB u bubrezima, dok uoceni dozno zavisni porast

serumskih nivoa uree u nasoj studiji ukazuju na moguce suptilne nefrotoksicne
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efekte PCB koji su poceli da se razvijaju nakon 4 nedelje izloZenosti ovim
dozama hemikalija.

Jedan od mogucih mehanizama kojima PCB ispoljavaju svoje toksi¢ne
efekte svakako bi moglo biti remecenje oksidativnhog statusa koje se u
bubrezima javlja u uslovima trovanja PCB $to je pokazano i u nasoj studiji.
Naime, uoceno je statisticki znac¢ajno smanjenje nivoa ukupnih SH grupa od ¢ak
42% u odnosu na kontrolnu grupu pri najvisoj dozi PCB, koje jasno ukazuje na
oksidativna ostecenja u bubrezima pacova trovanih PCB. Do znacajnog porasta
nivoa MDA u bubrezima doslo je pri dozama vis§im od 1 mg PCB/ kg t.m/dan.
Za oba ispitivana parametra oksidativnog statusa dokazana je dozna zavisnost
pri ¢emu su najnize vrednosti CED za 5% i 10% efekta dobijene za MDA, pa se
moze smatrati da do lipidne peroksidacije u bubrezima pacova dolazi ve¢ pri
niskim dozama PCB. Indukcija oksidativnog stresa od strane PCB objasnjava se
razli¢itim mehanizmima. Pokazano je da PCB dovode do aktivacije
mikrozomalne monooksigenaze koja je ukljuc¢ena u konverziju PCB u reaktivne
metabolite kao $to su hidroksilovani PCB; takode PCB, posebno oni visoko
hlorovani, mogu selektivno indukovati citohrom P450 koji dovode do
hiperprodukcije ROS (Schelinger i sar, 2006). Takode PCB mogu da uti¢u i na
enzimske i neenzimske komponenata antioksidativne zastite u bubrezima, tako
je u nasoj studiji utvrden statisti¢ki znacajan pad aktivnosti CuZnSOD enzima
pri najvisoj upotrebljenoj dozi PCB i uoceni pad bio je dozno zavisan. Kako je
pri upotrebi PCB uocen i statisticki znacajan porast Zn (doze =2 mg/kg
t.m/dan) i utvrden srednji stepen korelacije izmedu ova dva parametra moZe se
zaklju¢iti da uticaj PCB na homeostazu Zn ima izvesnog uticaja na aktivnost
ovog enzima. Svakako da do smanjenja aktivnosti ovog enzima pod uticajem
PCB dolazi i preko drugih mehanizama. Katalaza je enzim koji svojom
aktivnoscéu stiti SOD od dejstva H2O», a ¢ije smanjenje je takode pokazano u
uslovima trovanja PCB i objasnjeno smanjenim sadrzajem NADPH do koga
dolazi tokom izloZenosti PCB, a koji je neophodan kao kofaktor ovog enzima

(Twaroski i sar, 2001). U studiji u kojoj je Aroclor 1254 primenjivan u dozi od 2
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mg/kg t.m/dan i.p. tokom 30 dana uoceno je smanjenje aktivnosti CAT, kao i
aktivnosti enzima SOD (Banudevi i sar, 2006). Sa druge strane smanjenje
aktivnosti SOD dovodi do akumulacije superoksidnog anjona koji potom
dovodi do smanjenja aktivnosti CAT Sto sve doprinosi remecéenju oksidativnog
statusa u uslovima trovanja PCB.

Uticaj PCB uocen je, u nasoj studiji, i na nivoe GSH, pri ¢emu su doze od
0,5 do 8 mg PCB/kg t.m/dan dovele do poveéanja sadrzaja ovog antioksidansa
u bubrezima, verovatno kao posledica povisenih nivoa ROS i odbrane
organizma, dok je najvisa doza pak, dovela do smanjenja GSH. Dokazana
dozna zavisnost ovog parametra ukazala je na njegovo smanjenje kao
dominatni efekat PCB. U ve¢ pomenutoj studiji Banudevi i sar. (2006) takode je
dokazano smanjenje nivoa GSH u bubrezima pacova, kao i smanjenje aktivnosti
enzima Gpx, GR i poviSen sadrzaj H2O2. Enzim GR je enzim koji odrzava
intracelularne koncentracije redukovanog GSH te sniZena aktivnost ovog
enzima zajedno sa povedanom potrosnjom GSH moZe biti razlog smanjenja
sadrzaja GSH u uslovima trovanja PCB. Smanjeni nivoi GSH dovode do
smanjenja aktivnosti enzima Gpx koji uz pomo¢ elektron donora GSH uklanja
H202 iz organizma.

Moze se zakljuciti da su efekti koje PCB izaziva na komponente
antioksidativne zastite u organizmu medusobno zavisni i isprepletani. Ipak, na
osnovu rezultata nase i drugih pomenutih studija uoc¢ava se da je i u bubrezima,
kao i u jetri, efekat PCB viSe izraZzen na aktivnost enzimske komponente zastite.
Ovo potvrduju i niske CED vrednosti izra¢unate za efekte na CuZnSOD, kao i
jaka negativna korelacija utvrdena izmedu aktivnosti CuZnSOD i nivoa MDA u
bubrezima.

Nastanak ROS tokom izloZenosti PCB objasnjava se i uticajem koji PCB
ispoljavaju na Ccelijsku signalizaciju. Naime, lipofilne supstance mogu se
akumulirati u lipidnom dvosloju ¢elijskih membrana i dovesti do remecenja
njihove fluidnosti, ali i uticati na prisutne bioaktivne lipide (Lépez-Aparicio i

sar, 1997). U in vitro studiji ispitivana je sposobnost Aroclor 1248 i dva dista
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kongenera PCB 77 i PCB 153 da izazovu promene u aktivnosti fosfolipaze D,
enzima koji iz fosfatidilholina oslobada slobodne masne kiseline (Fernandez
Santiago i sar, 2007). Studija je pokazala da Aroclor 1248 izaziva znacajno
dozno-zavisno poviSenje aktivnosti ovog enzima u intaktnim ¢elijama renalnih
tubula, pri ¢emu je pokazano da su za ovaj efekat uglavnom odgovorni PCB
kongeneri koji nisu sli¢ni dioksinima. Prethodne studije pokazale su da
fosfolipaza D moze biti uklju¢ena u intracelijsku signalnu transdukciju ¢iji
poremecaj dovodi do nastanka ROS (Voie i sar, 2000), pa ovo moZe biti jos jedan
od objasnjena nefrotoksi¢nosti PCB, odnosno njihove sposobnosti da remete
oksidativni status u bubrezima.

Nefrotoksi¢nost PCB moZe se dovesti u vezu sa toksi¢nim efektima PCB
na Stitastu zlezdu koji su pokazani u brojnim eksperimentalnim studijama, kao i
u nasoj studiji. Status funkcije Stitaste zlezde umnogome utice na funkciju
bubrega i to kako direktno uti¢u¢i na glomerularnu funkciju, tubularnu
sekreciju i sposobnost reapsorpcije, rad pumpi i strukturu bubrega, tako i
indirektno uti¢uci na kariovaskularni sistem odnosno protok krvi kroz bubrege
koji se u uslovima hipotireoidizma smanjuje (Den Hollander i sar, 2005). Nivoi
kreatinina i uree takode se nalaze pod uticajem tiroidnih hormona, jer ovi
hormoni imaju uticaj na misice, bubrege, jetru i periferni metabolizam proteina.
Takode je pokazano da u uslovima hipotireoidizma dolazi do poremecaja
oksidativnog statusa u pravcu nastanka oksidativnog stresa (Yilmaz i sar, 2003).
Salama i sar. (2012) uocili su znacajno uvedane nivoe uree i kreatinina, te
patoloske promene u glomerulima i delovima tubula, kao i uveéane nivoe MDA
u bubrezima pacova kojima je eksperimentalno bio izazvan hipotireodizam.
Stoga bi nastanak hipotireoidizma u uslovima trovanja PCB mogao biti jos

jedan od moguc¢ih mehanizama njihove nefrotoksi¢nosti.
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5.2.5. Efekti na stitastu zlezdu

Kao sto je ve¢ pomenuto PCB se smatraju endokrinim ometac¢ima i njihov
efekat na stitastu Zlezdu ve¢ je pokazan u brojnim studijama. U nasoj studiji
ispitan je efekat PCB na posmatrane parametre funkcije stitaste Zlezde, kao i na
relativnhu masu ovog organa. Utvrdeno je dozno-zavisno smanjenje relativne
mase Stitaste zlezde koje bi moglo ukazivati na hipotrofiju u uslovima trovanja
ovom hemikalijom. Takode, uoceno je smanjenje sadrzaja hormona Stitaste
zlezde, kako vezanih tako i slobodnih oblika T3 i T4 uz utvrdenu jaku korelaciju
izmedu slobodnih i vezanih formi. Interesantno je da su nivoi hormona T4 bili
sniZzeni u svim grupama tretiranih pacova (najvisa doza dovela je do drasti¢nog
sniZzenja aktivnosti ovog hormona na svega 20% aktivnosti u kontrolnoj grupi),
dok su nivoi hormona T3 takode bili dozno zavisno smanjeni pod uticajem
PCB, ali je to smanjenje bilo statisticki znacajno tek pri dozama =2 mg PCB/kg
tm/dan. U brojnim studijama na Zivotinjama pokazano je da PCB smanjuju
nivoe T4 hormona. U studiji koja je ispitivala efekat razlic¢itih doza Aroclor 1254
(4, 8, 16, 32 mg/kg/dan) primenjenih oralnom gavazom tokom 7 dana na
tiroidne hormone uocen je drastican pad serumskih nivoa T4 i FT4 (Martin i
Klaassen, 2010). Rezultati ove studije u skladu su sa rezultatima nase studije, pri
¢emu je deo primenjenih doza u nasoj studiji bio nizi, ali je period izloZenosti
bio duZzi (28 dana naspram 7 dana). Hemikalije, poput PCB, koje indukuju
hepati¢ni mikrozomalni enzim UDP-glukuroniltransferazu su od posebnog
znacaja jer mnoge dovode do remecenja homeostaze T4 hormona. Smatra se da
ove hemikalije dovode do poremecaja u ravnotezi T4 povecavajuci
glukuronidaciju T4 hormona S$to predstavlja znacajan metabolicki put
razgradnje T4 u pacova (Liu i sar, 1995). Medutim, u studiji koju su sproveli
Kato i sar (2004) pacovima Wistar i i Gunn soja (mutiranog soja Wistar pacova
koji ima deficijenciju enzima UDP-glukuroniltransferaze) davano je 100 mg/kg
t.m/dan komercijalne mesavine PCB Kanechlor-500, tokom 4 dana kako bi se

ispitala veza izmedu smanjenja serumskog nivoa T4 hormona i porasta
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aktivnosti UDP-glukuroniltransferaza u jetri. Utvrden je drasti¢an pad ukupnog
i slobodnog T4 hormona u serumu u oba soja pacova, iako je povisena aktivnost
enzima UDP-glukuroniltransferaze utvrdena samo u pacova Wistar soja.
Zakljuceno je da ovaj mehanizam delom ucestvuje u smanjenju nivoa T4
hormona pod uticajem PCB, ali da svakako nije jedini. Neki od mehanizama
koji takode mogu doprineti smanjenju sadrzaja T4 hormona su uticaj PCB na
hipotalamusno-hipofizno-tiroidnu osovinu (Khan i Hansen, 2003), te uticaj na
povecanje aktivnosti estrogen sulfotransferaze koja efikasno katalizuje
sulfataciju ovog hormona (Kester i sar, 1999). Jo$ jedan od potencijalnih
mehanizama redukcije totalnih serumskih nivoa T4 od strane PCB i uopste
mehanizma njihovog ometanja funkcije Stitaste Zlezde mogao bi se desSavati
preko njihovih metabolita. Naime, PCB se metabolisu do hidroksilovanih PCB u
jetri, a ovi metaboliti mogu interferirati sa transportom tireoidnih hormona i
inhibirati njihovu sulfataciju (Wang i James, 2006). Pokazano je da
hidroksilovani PCB mogu da se veZu za transtiretin koji je ciljno mesto
vezivanja T4 sto je dokazano na pacovima, polarnim medvedima i ljudima
(Gutleb i sar, 2010).

Dok su nivoi hormona T4 bili sniZeni pri svim primenjenim dozama,
nivoi hormona T3 bili su sniZeni samo u grupama koje su tretirane dozama 2, 4,
8 i 16 mg/kg t.m/dan, pri ¢emu je nivo hormona T3 u grupi koja je primala
najvisu dozu PCB i dalje predstavljao 80% kontrolnih nivoa, pa se moZe reci da
je uticaj PCB na hormon T3 bio manje izraZzen nego na hormon T4. Dramati¢an
pad nivoa T4 i umereni efekat na nivoe T3 po primeni Aroclor 1254 su u skladu
sa rezultatima drugih studija (Hood i sar, 1999; Martin i Klaassen, 2010; Vansell
i Klaassen, 2002). Varijabilno smanjenje nivoa T3 moZe se objasniti ¢injenicom
da Aroclor 1254 na razli¢it nacin indukuje aktivnost UDP-glukuroniltransferaze
u mikrozomima jetre, kada je u pitanju aktivnost ovog enzima prema T4 i T3
hormonu (Hood i Klaassen, 2002). Naime, utvrdeno je da Aroclor 1254
povecava aktivnost ovog enzima kada je supstrat T4 za ¢ak 430%, dok je uticaj

Aroclor 1254 na aktivnost ovog enzima kada je supstrat bio T3 izostao.
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Nemogucénost Aroclor 1254 da indukuje aktivnost ovog enzima prema T3
dokazana je i u in vivo studiji u kojoj je uoceno odsustvo povecane bilijarne
ekskrecije T3-glukuronida pod uticajem PCB (Vansell i Klaassen, 2002). Ove
razlike mogu se objasniti postojanjem razli¢itih izoformi UGT enzima.
PredloZen je jo$ jedan mehanizam, odnosno enzim ¢ija bi aktivnost mogla biti
razlog razlika u uticaju PCB na T4 i T3 hormone. Enzimi 5'-dejodinaze
odgovorni su za konverziju T4 hormona u T3 hormon u razli¢itim tkivima.
Tako, 5'-dejodinaza I se primarno nalazi u jetri, bubrezima i stitastoj zlezdi, dok
5'-dejodinaza II je dominantna u smedem adipoznom tkivu, mozgu i hipofizi.
Hood i Klaassen (2000) smatrali su da upravo konverzija T4 u T3, katalizovana
enzimima tipa I i/ili II dejodinaza spoljasnjeg prstena moZze objasniti dobijene
razlike u efektima PCB. Medutim, u studiji u kojoj su primenjivane razlicite
doze PCB (25, 50, 100, 200 ppm PCB) tokom 7 dana utvrdeno je da je ukupna
aktivnost ovih enzima u brojnim tkivima pod uticajem PCB bila ¢ak snizena, a
ne povisena kao Sto je oc¢ekivano. Stoga su autori predlozli drugi mehanizam
prema kome relativno stabilne nivoe T3 odrzava de novo sinteza ovog hormona
u samoj zlezdi. Zaista je i utvrdeno da je preuzimanje joda u Stitastu Zlezdu,
prvi korak u de novo sintezi tireodnih hormona, poviSeno u pacova koji su
tretirani PCB (Liu i sar, 1995). Smanjena aktivnost enzima 5'-dejodinaze je, u
studiji u kojoj je ispitivana sposobnost razli¢itih doza TCDD da izazovu
promene u statusu hormona Stitaste Zzlezde, objasnjena kompenzatornim
odgovorom organizma na smanjenje nivoa T4 s obzirom na to da je smanjenje
aktivnosti enzima uoceno nekoliko dana nakon $to je ve¢ doslo do smanjenja
nivoa T4 hormona (Viluksela i sar, 2004).

U pogledu efekata PCB na TSH, rezultati eksperimentalnih studija
uglavnom su kontradiktorni. Neke studije pokazale su povecanje nivoa TSH
kao odgovor na smanjeni sadrzaj T4 (Fisher i sar, 2006), dok su drugi autori
ukazali da PCB ne ispoljavaju efekat na ovaj hormon hipofize (Kato i sar, 2004;
Martin i Klaassen, 2010). Pojedine studije su ¢ak ukazale da efekti koje PCB

izazivaju kod Zivotinja u razvoju ne odgovaraju u potpunosti efektima koji bi se
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razvili u uslovima deficijencije tireoidnih hormona. Tako je studija koju su
sproveli Zoeller i sar (2000) pokazala je da iako su PCB doveli do smanjenja
nivoa tireoidnih hormona ispod granice detekcije, t.m. tretiranih pacova nisu
bile smanjenje, za razliku od studija gde su kao endokrini ometaci koris¢ene
druge hemikalije. Stoga je pretpostavljeno da se neki pojedina¢ni kongeneri
PCB mogu vezivati za receptore tireodnih hormona (TR) i delovati kao TR
agonisti. U studiji koja je sprovedena na pacovima i koja je ukljucivala nekoliko
razlic¢itih kongenera PCB predlozen je dvostepeni proces prema kome AhR
ligandi odnosno dioksinima sli¢ni PCB indukuju CYP1A1l enzim koji potom
deluje na PCB koji nemaju sli¢nosti sa dioksinima stvarajuc¢i metabolite koji
aktiviraju TR (Gauger i sar, 2007). Ovim efektima PCB moze se objasniti
izostanak efekta na TSH. U nasoj studiji nije ispitivan nivo hormona TSH, ali se
izostanak efekta PCB na nivoe ovog hipofiznog hormona moZze pretpostaviti s
obzirom da nije dobijeno povecanje relativne mase Stitaste Zlezde do kojeg bi
svakako doslo u uslovima povecanog sadrzaja TSH. Naprotiv, uoceno je
smanjenje relativhe mase Stitaste zlezde, koje bi se moglo objasniti direktnim
efektima PCB na stitastu Zlezdu (ATSDR, 2000).

Vrlo niske CED vrednosti izrac¢unate za nivoe T4 hormona (CEDs=0,542
mg/kg t.m/dan uz donju granicu pouzdanosti 0,504 mg/kg t.m/dan) kao i
niska procenjena NOAEL vrednost za ovaj efekat (<0,5 mg/kg t.m/dan) u
skladu su sa literaturnim podacima (ATSDR, 2000; Chen i sar, 2015) i ukazuju
da PCB remete homeostazu funkcije Stitaste zlezde pri vrlo niskim dozama, sto
imajuci u vidu znacaj hormona Stitaste Zlezde za pravilno funkcionisanje celog
organizma potvrduje izuzetan toksikoloski znacaj ovih hemikalija. Upravo se
brojni toksi¢ni efekti PCB uoceni u ovoj i drugim studijama, poput efekata na
rast i razvoj, neurotoksi¢nih efekata, efekata na bubrege i drugi mogu tumaciti
upravo njihovim uticajem na ravnotezu tireoidnih hormona koji se javlja, kako

je pokazano u nasoj studiji, ve¢ pri niskim dozama ovih hemikalija.
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53. TOKSICNI EFEKTI SMESE KADMIJUMA 1 POLIHLOROVANIH
BIFENILA

Toksi¢ni metali i perzistentne organske supstance su od velikog
toksikoloskog i ekotoksikoloskog znacaja, a efekte ovih supstanci kada se u
organizam unesu istovremeno, $to je i realan scenario izloZenosti u Zivotnoj
sredini, teSko je predvideti na osnovu podataka o toksi¢nosti pojedinac¢nih
supstanci. Postoji konsenzus u oblasti toksikologije smesa da primena koncepta
u kome se rizik od hemikalija procenjuje za svaku hemikaliju pojedina¢no nosi
sa sobom opasnost od potcenjivanja rizika koje hemikalije predstavljaju po
zdravlje ljudi i Zivotnu sredinu (EC, 2009).

Pored profesionalne izloZenosti Cd i PCB i opsta populacija je izloZena
povecanom unosu ovih toksi¢nih agenasa posebno putem hrane. Iako se po
svojim fizi¢ko-hemijskim osobinama Cd i PCB veoma razlikuju, ove hemikalije
ispoljavaju donekle slicne efekte na jetru, bubrege, Stitastu Zzlezdu,
hematopoetski i imunoloski sistem, koji se delimi¢no mogu objasniti nastankom
oksidativnog stresa i interakcijama sa bioelementima, kao $to je i potvrdeno u
nasoj studiji. Medutim, toksi¢ni efekti i mehanizmi toksi¢nosti smesa Cd i PCB
su nedovoljno istrazeni, te je ova studija imala za cilj da utvrdi karakter i
intenzitet ispitivanih efekata smeSe u odnosu na toksi¢ne efekte pojedina¢no
primenjenih toksi¢nih agenasa na ispitivanim organima i sistemima organa
pacova. U cilju boljeg sagledavanja efekata zajednic¢ke ekspozicije Cd i PCB, u
eksperimentu je koris¢eno ukupno 9 razlic¢itih doznih kombinacija koje su
ukljuc¢ile i kombinacije relativno niskih doza ovih toksi¢nih agenasa, jer u
proceni rizika pri izloZenosti smeSama, klju¢ni problem predstavlja ¢injenica da
se efekti smeSe mogu javiti i pri izloZenosti niskim dozama komponenata

smese, ¢ak nizim od NOAEL/BMD (Kortenkamp i sar, 2007).
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5.3.1. Efekti na prirast telesne mase

Gotovo sve primenjene smese su dovele do statisticki znac¢ajno manjeg
prirasta t.m. pacova u odnosu na grupe koje su primale samo jednu supstancu.
U studiji koja je sprovedena na zamorcima primena doza od 10 mg Cd/kg t.m.
i 10 ili 50 mg PCB/kg t.m. tokom 12 nedelja i u dva razlic¢ita svetlosna rezima
(16h svetlo/8 h mrak i 8h svetlo/16 h mrak) nije dovela do promena t.m, koja
nije uocena ni pri primeni pojedina¢nih supstanci (Wlostowski i sar, 2008). Za
razliku od navedenih ispitivanja, u nasoj studiji dokazano je znac¢ajno smanjenje
prirasta t.m. primenom svih pojedinac¢nih doza Cd (koris¢enih u okviru doznog
reZzima smesa) u odnosu na kontrolnu grupu, kao i znac¢ajno smanjenje prirasta
t.m. pri davanju svih pojedina¢nih doza PCB u odnosu na kontrolne vrednosti.
Efekat smeSe na prirast tm. bio je intenzivniji od efekta koji su ispoljile
pojedinacne supstance, iako nije moguce dati odgovor da li ove supstance
doprinose nastanku smanjenja prirasta t.m. potpuno odvojenim mehanizmima,
odnosno delujudi aditivno, ili stupaju u interakcije na razli¢itim nivoima,
odnosno deluju sinergisticki. Naime, kako nije utvrdena dozna zavisnost ovog
parametra za obe hemikalije, ne moZe se utvrditi da li ove supstance stupaju u

interakciju kada je u pitanju njihov direktan efekat na prirast t.m.

5.3.2. Efekti na hematoloske parametre

Primenjenje smese Cd i PCB su ispoljile statisti¢cki znacajne promene
sadrzaja svih ispitivanih hematoloskih parametara, ali ne u svim doznim
rezimima. Primena smeSa najvise doze Cd i svih doza PCB dovela je do
statisticki znacajnog smanjenja broja Er dok je isti efekat na sadrzaj Hb
konstatovan pri primeni najvise doze Cd i najvise doze PCB. Ovi uoceni efekti
smesa Cd i PCB od posebnog su znacaja ako se u obzir uzme c¢injenica da
pojedinac¢na primena Cd ili PCB nije ispoljila efekat na broj Er, kao ni na sadrzaj
Hb u krvi tretiranih pacova. Ve¢ je navedeno da Cd moze doprineti smanjenju

broja Er i sadrzaja Hb u krvi razli¢itim mehanizmima poput razvoja
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oksidativnog stresa u krvi, smanjenja koncentracije Fe u krvi, te smanjene
produkcije eritropoetina u bubrezima (Horiguchi i sar, 2011). Pomenuti
mehanizmi mogli bi se pretpostaviti i za PCB s obzirom na to da je u ovoj studiji
dokazan uticaj PCB na sadrzaj Fe i biomarkere funkcije bubrega. Istovremena
primena ovih hemikalija dovela je i do statisticki znacajnog pada nivoa Fe u
krvi u odnosu na nivoe u krvi pacova tretiranih pojedina¢nim supstancama,
¢ime se moZe objasniti smanjenje broja Er i sadrzaja Hb u krvi. Interakcije na
nivou ADME procesa, koje su u novijoj literaturi oznacene kao toksikokineticke
interakcije, nisu dokazane, s obzirom na to da nivoi Cd u krvi grupa koje su
istovremeno primale obe hemikalije nisu promenjeni u odnosu na nivoe u
grupama koje su primale samo Cd. Nazalost, ne moZze se govoriti o uticaju
istovremene primene Cd i PCB na nivoe PCB u krvi buduéi da u nasoj studiji
nije ispitivan nivo PCB u krvi. Za efekte pojedina¢nog davanja Cd ili PCB na Er
i Hb nije utvrdena dozna zavisnost, te se ni ne moZe primeniti koncept
ispitivanja razlike u nagibima kriva doza-odgovor u cilju utvrdivanja prisustva
interakcija. Ovi rezultati su u skladu sa empirijskim dokazima dobijenim u
studijama ispitivanja efekta smesa hemikalija slicnog mehanizma toksi¢nosti, a
koje upucuju na moguénost javljanja toksi¢nih efekata smese i pri primeni doza
koje se pojedina¢no smatraju ,sigurnim” (EFSA, 2008; Kortenkamp i sar, 2007).

Primena smeSe Cd i PCB je kao i pojedinacno davanje ovih toksi¢nih
agenasa, dovela do smanjenja broja Tr, pri ¢emu je to smanjenje bilo izrazenije.
Kako je pri pojedina¢nim tretmanima dokazana dozna zavisnost smanjenja
broja Tr bilo je moguce ispitati prisustvo interakcija hemikalija, ali je utvrden
aditivan efekat na nivou ovog parametra.

Daljom analizom hematoloskih parametara utvrdeno je da smese Cd i
PCB dovode do statisticki znacajnog smanjenja broja Leu u odnosu na
smanjenje broja ovih krvnih elemenata pri pojedinac¢noj primeni PCB. Dobijeni
nalazi ukazuju na aditivni efekat Cd i PCB na Leu. Suprotno PCB, pojedina¢no
davanje Cd izazvalo je dozno zavisni imunomodulatorni efekat u pravcu

porasta broja Leu te se u ovom slucaju ne moze govoriti o njihovom aditivhom
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efektu. Moze se zakljuciti da je pri istovremenoj primeni ovih hemikalija, efekat
PCB preovladao efekat Cd na nivou Leu. Treba ista¢i da je ovo jedini slucaj
kada smo dobili dva razlic¢ita efekta ispitivanih agenasa Cd i PCB u zavisnosti
od toga da li je efekat smeSe posmatran u odnosu na Cd ili u odnosu na PCB.
Literaturni podaci ukazuju da PCB izazivaju smanjenje broja Leu indukcijom
oksidativnog stresa u krvi, te apoptozom monocita i timocita (Narayanan i sar,
1998; Shin i sar, 2000; Tan i sar, 2003), dok izlozenost Cd rezultira porastom
broja Leu usled razvoja inflamacije (Yamano i sar, 2000). Medutim, poznato je
da Cd izaziva i nastanak oksidativnog stresa u krvi, kao i apoptozu (Buha i sar,
2012; Mladenovic i sar, 2014, Thevenod i Lee, 2013) te se moze pretpostaviti da
je i ovaj mehanizam dejstva Cd od znacaja za tumacenje efekta smese na Leu.
Studija u kojoj je koris¢ena smesa PCB, PCDD i PCDF, kao i smesa
MeHg, PCB, PCDD i PCDF nije dovela do efekata na izolovanim Leu pacova
(Omara i sar, 1997). Sa druge strane, u studiji na pacovima izloZenih
kompleksnoj smesi od 18 razlicitih perzistentnih organskih zagadivaca i metala
(izmedu ostalih i PCB i Cd) tokom 70 dana, najvise doze su izazvale efekat na
imunoloski sistem, odnosno smanjenu proliferaciju T limfocita u slezini (Wade i
sar, 2002a). Uticaj na NK celije bio je dvofazan, inicijalni porast konstatovan je
pri nizim dozama smese, dok su najvise doze koje su sadrzale 1 mg PCB/kg
tm/dani0,7 mg CdCly/kg t.m/dan, dovele do smanjenja broja NK ¢elija ispod
kontrolnih vrednosti $to je u skladu sa rezulatima nase studije. Medutim,
imunotoksi¢ni efekat uoc¢en u nasoj studiji ne mora biti siguran uzroc¢nik

povecane osetljivosti na infekcije.
5.3.3. Efektina jetru

Utvrdeno je da istovremena primena PCB i Cd izaziva toksi¢ne efekte na
jetru pacova. Naime, primena smeSe u svim doznim opsezima dovela je do

statisticki znacajnog povecanja relativne mase jetre, u odnosu na mase jetre

pacova tretiranih samo jednom hemikalijom. Smese Cd i PCB su izazvale
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smanjenje sadrzaja albumina u serumu eksperimentalnih Zivotinja $to je uo¢eno
i pri primeni pojedina¢nih hemikalija, i za taj efekat je dokazana aditivnost.
Dobijeni rezultati ukazuju da oba ispitivana agensa davana pojedinacno ili u
smesi negativno uti¢u na sintetsku funkciju jetre.

Interesantni su podaci dobijeni za efekat smesa Cd i PCB na enzime AST,
ALT i ALP u serumu, kao biomarkere funkcije jetre, s obzirom na to da je
uoceno povecanje aktivnosti AST (aditivan efekat Cd i PCB), izostanak efekta
na aktivnost ALT i ¢ak smanjenje aktivnosti ALP pod datim eksperimentalnim
uslovima. Uoceni efekti se bitno razlikuju i od efekata samog Cd koji nije
izazvao promene aktivnosti ovih enzima i od PCB koji su samo pri najvisoj dozi
doveli do porasta aktivnosti AST. SmeSa je prema tome ispoljila uticaj na
aktivnost ovih enzima i u dozama koje su se pojedinacno mogle smatrati
bezbednim, $to je u skladu sa zabrinuto$cu koji je izrazila Evropska komisija u
svojoj strategiji o tome da c¢ak i izloZenost niskim dozama kompleksnih , koktela
zagadivaca” prisutnih u vazduhu, vodi, hrani i razli¢itim proizvodima tokom
duzeg perioda moZze imati znacajan uticaj na zdravlje (CEC, 2003). Ipak,
postavlja se pitanje koliko se uoc¢eni porast aktivnosti AST zaista moZe smatrati
bioloski znacajnim pokazateljem ostecenja jetre. Naime, smatra se da tek porast
AST vrednosti za 10X u odnosu na kontrolne praé¢en porastom aktivnosti ALT i
uz poremecen odnos ALT/AST koji postaje >1 ukazuje na ostec¢enja hepatocita
(Ceriotti i sar, 2010). U nasoj studiji porast AST pri primeni smese nije bio veci
od 2X, nije bio pracen porastom aktivnosti ALT a odnos ALT/AST ostao je
manji od 1 u svim tretiranim grupama. S obzirom na ¢injenicu da je ALP Zn
zavisni enzim, uoc¢eno smanjenje aktivnosti ALP u serumu moZe se objasniti
smanjenim nivoima Zn dokazanim u jetri pacova.

Medutim, imajuéi u vidu da su smese ispoljile efekat na relativnu masu
jetre kao i na nivoe albumina u serumu, ali i donekle i na nivoe enzima jetre,
moze se zakljuciti da smesa Cd i PCB ispoljava hepatotoksi¢ne efekte pri ¢emu
su ti efekti izraZeniji nego pri primeni pojedina¢nih hemikalija. Rezultati nase

studije u skladu su sa rezultatima studije u kojoj je ispitivan uticaj subhronic¢ne

143



primene smese organohlornih hemikalija i metala na funkciju jetre (Wade i sar,
2002a). Primena ove kompleksne smese takode je dovela do hepatotoksi¢nih
efekata i to u najvisim dozama (1000 vece od procenjenih MRL odnosno
NOAEL doza pojedina¢nih komponenata) Sto je procenjeno na osnovu
povecanja relativne mase i aktivnosti mikrozomalnih enzima jetre, kao i
uocenih histopatoloskih promena. Nasi rezultati pak nisu u saglasnosti sa
ispitivanjima Wlostowskog i sar (2008) koji su utvrdili da pri istovremenoj
izloZzenosti PCB ne povecava toksi¢nost Cd u jetri, a da Cd, ¢ak smanjuje PCB-
indukovanu hepatotoksi¢nost. Smanjenje hepatoksi¢nosti PCB u prisustvu Cd
objasnjeno je sposobnoséu Cd da stimuliSe sintezu MT koji su znacajna
komponenta antioksidativnog sistema zastite, kao i dokazanom inhibicijom
aktivnosti CYP P450 enzima, odgovornog za metabolizam PCB i produkciju
ROS, pod uticajem Cd (Elbekai i El-Kadi, 2004). Tri puta vise doze PCB (50
mg/kg t.m/dan naspram 16 mg/kg t.m/dan kao najvise doze koris¢ene u nasoj
studiji), duZi period izloZenosti smesi (12 nedelja naspram 4 nedelje izlozenosti
u nasoj studiji), upotreba razli¢itih eksperimentalnih Zivotinja (zamorci
naspram pacova), razli¢iti fotoperiodi (16 h svetlost/8 h tama naspram 12 h
svetlost/12 h tama u nasoj studiji) mogli bi biti razlog razlicitih efekata smese
PCB i Cd na jetru pokazanih u ovim dvema studijama. U navedenoj studiji je
dokazano i da PCB dovode do smanjenje akumulacije Cd za razliku od
rezultata nase studije u kojoj su primenjene smese Cd i PCB dovele do
povecdanja koncentracija oba toksi¢na agensa u jetri u odnosu na koncentracije
odredene pri primeni pojedina¢nih supstanci.

Jace izrazen toksi¢ni efekat na jetru pri primeni smeSa uocen u nasoj
studiji bi se upravo mogao i tumaciti povecanim sadrzajem Cd i PCB
dokazanim u jetri pacova tretiranih smeSama. Povecani sadrzaj ispitivanih
hemikalija u jetri nakon njihove istovremene primene je teSko objasniti bududi
da se ove supstance ne apsorbuju, niti distribuiraju istim mehanizmima.
Medutim, ove ¢injenice ne isklju¢uju moguénost specifi¢nih toksikokineti¢kih

interakcija Cd i PCB i njihov medusobni uticaj na obim i brzinu apsorpcije u
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digestivhom traktu i/ili distribuciju u jetru, na sta ukazuju i istrazivanja u
kojima je pokazano da fenantren povedava preuzimanje Cd u amfipodama
(Gust i Fleeger, 2005).

Smatra se da je oksidativni stres jedan od znacajnih mehanizama
hepatotoksi¢nosti obe ispitivane hemikalije $to je pokazano i u nasoj studiji, pa
je stoga ispitano kako smese deluju na oksidativni status u jetri odnosno da li
ove supstance stupaju u interakcije kada su u pitanju parametri oksidativnog
stresa i antioksidativne zastite. Ispitivanje oksidativnog statusa u jetri ukazalo je
da istovremena primena ovih hemikalija ispoljava aditivni efekat na nivoe
MDA u jetri dovodeci do znacajno visih izmerenih vrednosti MDA u pacova
tretiranih smeSama nego pojedina¢nim hemikalijama. Sa druge strane, nivoi
ukupnih -SH grupa u jetri bili su statisticki znacajno nizi u odnosu na nivoe
ukupnih -SH grupa izmerenih pri pojedinac¢noj primeni PCB, Sto se mozZe
objasniti potentnijim efektom koji Cd ispoljava na nivoe —-SH grupa, jer se moze
i direktno vezivati za ove grupe. Ipak, kako u na3oj studiji nije dokazana
zavisnost nivoa ukupnih —-SH grupa od doza Cd, ni efekat koji je pokazan u
smeSama ne moze se sa sigurnoscu pripisati Cd. Uoceno povecanje nivoa MDA
i smanjenje nivoa ukupnih -SH pri primeni sme$a moglo bi se bar delom,
pripisati statisticki zna¢ajno povecanom nivoa Fe u jetri uo¢enom pri primeni
smeSa u gotovo svim doznim opsezima. Ispitivanjem parametara
antioksidativne zastite, dobijene su znacajno nize aktivnosti CuZnSOD kod
zivotinja trovanih smeSom Cd i PCB, u odnosu na one koje su primale iste
dozne nivoe pojedinac¢nih supstanci, to bi se moglo dovesti u vezu sa uocenim
smanjenjem koncentracije Zn u jetri pacova tretiranih smeSama koje nije bilo
uoceno pri pojedinaénom tretmanu ovim hemikalijama. Ipak, o ta¢nim
mehanizmima koji dovode do povecanja ovog efekta, kao i eventulanim
interakcijama izmedu ove dve supstance ne moZe se za sada govoriti, posebno
imajuci u vidu da nije dokazana zavisnost doze Cd i ovog parametra. Treba
ista¢i da je uticaj smeSa na GSH bio intenzivniji nego uticaj pojedinac¢nih

supstanci, a analizom nagiba krivih doza smese-odgovor dokazan je aditivan
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efekat Cd i PCB na GSH. Svakako da se preko aditivnog efekta koji je pokazan
za ove supstance na sadrzaj GSH, moZe delom objasniti i aditivni efekat Cd i
PCB dokazan na nivou lipidne peroksidacije u jetri, a samim tim i njihov
aditivan efekat na sadrZaj albumina kao parametra funkcije jetre.

Moze se zakljuciti da je primena smesa Cd i PCB izazvala izraZenije
hepatotoksicne efekte u odnosu na pojedina¢nu primenu Cd ili PCB, pri ¢emu
nisu uocene toksikodinamicke interakcije ovih supstanci na ispitivanim
parametrima funkcije jetre, kao ni na ispitivanim parametrima oksidativnog
statusa jetre, Sto ipak ne isklju¢uje mogucnost interakcija ovih supstanci na

toksikokinetickom nivou.

5.3.4. Efekti na bubrege

Za razliku od jetre, nakon primene smeSe nije doslo do promene
koncentracija Cd, niti PCB u bubregu u odnosu na koncentracije izmerene
nakon primene pojedina¢nih supstanci, te se sve eventualne interakcije ovih
supstanci na nivou bubrega mogu tumaciti toksikodinamskim interakcijama.

Nesumnjivo je da je bubreg ciljni organ dejstva Cd, posebno pri
produzenoj izlozenosti, a oSteenja bubrega se karakterisu promenama na
nivou glomeluralne filtracije i poremecenom funkcijom tubularne reapsorpcije,
prventstveno u proksimalnom delu tubula (Nordberg, 2009). Sa druge strane,
nefrotoksi¢nost PCB nije dovoljno ispitana. U naSoj studiji pokazana je
nefrotoksi¢nost obe supstance, pa je ocekivan razvoj nefrotoksi¢nosti i pri
njihovoj istovremenoj primeni. Zaista, istovremena primena svih ispitivanih
doza Cd i PCB izazvala je statisti¢ki znacajan porast sadrzaja uree u serumu u
odnosu na grupe zivotinja koje su pojedinacno tretirane Cd ili PCB, dok je do
znacajnog porasta nivoa kreatinina i relativne mase bubrega doslo primenom
smese najvise doze Cd (5 kg/kg t.m/dan) i svih ispitivanih doza PCB u odnosu
na grupe tretirane samo jednom supstancom. Treba istaci da je primena smesa

Cd i PCB dovela do pojave novih efekata na funkciju bubrega i to na relativhu
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masu bubrega i kreatinin, parametre koji nisu bili promenjeni pri pojedina¢nhom
tretmanu ispitivanim toksi¢nim agensima. Kao veoma znacajan efekat
navodimo i efekat koji su ispoljile smeSe na sadrzaj uree, s obzirom na to da je
tokom pojedinac¢ne aplikacije do povecéanja sadrzaja uree u serumu doslo samo
primenom doze Cd od 5 mg/kg t.m/dan. MoZe se zakljuciti da su pod datim
eksperimentalnim uslovima uoceni efekti koji ukazuju na znatno izrazeniji
efekat smeSa na bubrege u odnosu na efekte pojedina¢nih supstanci.
Ispitivanjem interakcija dokazan je sinergisticki efekat na ureu, dok se za druga
dva parametra ne moZe govoriti o karakteru interakcija jer nije dokazana
zavisnost doza Cd/PCB-efekat.

Dobijeni efekti smesa na bubrege su u skladu sa rezultatima dobijenim u
drugim studijama u kojima je ispitivan efekat smesa organohlornih jedinjenja i
metala. Tako je primena najviS§ih doza kompleksne smeSe u ve¢ navedenoj
studiji sprovedenoj na pacovima dovela do povecanja relativne mase bubrega
pacova, kao i do promena u izvesnim parametrima u serumu (nivo mokracéne
kiseline i azota u vidu uree u serumu) koji mogu ukazivati na poremecaje
bubreZzne funkcije (Wade i sar, 2002a). U nedavnoj studiji u kojoj je ispitivana
toksicnost smeSe BDE209 i Cd na pacovima utvrdeno je povecanje stepena
ostecenja bubrega pri koekspoziciji Cd i BDE209 u odnosu na promene nastale
nakon izlaganja pojedina¢nim komponentama (Cur¢ié, 2015).

Posmatrajuci efekat smese Cd i PCB na parametre oksidativnog stresa u
bubregu, kao mehanizma toksi¢nosti koji ucestvuje u nefrotoksi¢nosti obe
ispitivane supstance, zapaZa se da smesa ima sinergisticki uticaj na nivoe MDA
u bubrezima. Primena smeSa dovela je do statisticki znacajnog smanjenja
ukupnih -SH grupa u odnosu na nivoe izmerene pri primeni pojedinac¢nih
supstanci, iako ne u svim doznim rezimima. Analizom nagiba krivih dokazan je
sinergizam ukoliko se poredenje vrsi sa efektom pojedinacno datog PCB, dok je
aditivnost dokazana pri poredenju sa efektima pojedinacno primenjenih doza

Cd. Ovaj nalaz upucuje na zakljucak da je za iskazani efekat smeSe na sadrzaj
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ukupnih -SH grupa najve¢im delom odgovoran Cd za koji se i zna da u
organizmu reaguje sa -SH grupama razli¢itih endogenih supstanci.

Sinergisticki efekat smeSe dokazan je na aktivnost enzima CuZnSOD u
svim doznim opsezima smese. Uoceno statisticki znacajno smanjenje aktivnosti
ovog enzima pri svim doznim reZimima smeSe moZe se delom objasniti
dejstvom smesa na homeostazu Cu u bubrezima, s obzirom na to da je uoceno
povecanje nivoa Cu u bubrezima pacova koji su u kombinacijama primali
najvise doze PCB uz Cd u odnosu na pacove koji su primali samo Cd. Povec¢an
sadrzaj Cu se moZe objasniti njegovom interakcijom sa Cd (Moulis, 2010) koji
moze da ga istisne iz aktivnog centra enzima CuZnSOD, a literaturni podaci
ukazuju i na uticaj PCB na homeostazu ovog bioelementa (Lai i sar, 2013). Ipak,
ovaj efekat ne moze biti odgovoran za sinergizam uocen za aktivnost CuZnSOD
pri svim doznim nivoima ispitivane smeSe, pa se mogu pretpostaviti i drugi
mehanizmi regulisanja aktivnosti ovog enzima pri istovremenoj izlozenosti
ovim agensima. MoZe se pretpostaviti da Cd i PCB mogu da uti¢u na aktivnost
CuZnSOD i indirektno uticajem na enzim CAT, koja stiti SOD od dejstva H2O»
(Banudevi i sar, 2006 ; Renugadevi i Prabu, 2010).

U pogledu sadrzaja GSH u bubrezima pacova tretiranih smeSama,
statisticki znac¢ajno smanjenje dokazano je u odnosu na sve primenjene doze
PCB, kao i u odnosu na najvisu dozu Cd. Sinergizam izmedu Cd i PCB na nivou
GSH u bubregu potvrden je pri poredenju nagiba kriva doza smese-GSH
odgovor sa nagibom krive Cd doza-GSH odgovor, ali samo pri primeni najvise
doze PCB u smeSama, dok je pri ostalim dozama uocen aditivan efekat.
Medutim, ukoliko uporedimo krive doza smeSe-GSH odgovor sa krivom doza
PCB-GSH odgovor uocava se sinergizam u svim doznim opsezima smese. Moze
se zakljuciti da je Cd potentniji kada je u pitanju efekat smanjenja GSH u
bubrezima odnosno da se i pri dejstvu smesa rezerve ovog peptida prvenstveno
trose direktnim dejstvom Cd na GSH odnosno njegovim vezivanjem za -SH
grupu GSH, ali i indirektno preko uticaja na aktivnost enzima GR i G6PD

(Renugadevi i Prabu, 2010). Literaturni podaci potvrduju Stetni efekat ovih
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PCB na GSH (Banudevi i sar, 2006), a u nasoj studiji pokazano je da se PCB
uklju¢uju u slozene mehanizme odrzavanja nivoa GSH u bubrezima samo pri

visokim dozama.

5.3.5. Efekti na stitastu zlezdu

Rezultati dela studije koja se odnosila na efekat smese Cd i PCB na nivoe
hormona T3 i T4 u serumu su ukazali da smeSe ovih supstanci ispoljavaju
izraZenije efekte na nivoe hormona Stitaste zlezde nego Sto ¢ine pojedinacne
supstance. Efekti razli¢itih doznih kombinacija Cd i PCB na ispitivane hormone
Stitaste Zlezde uporedeni su sa efektima samog Cd i utvrden je sinergizam u
svim doznim rezimima smese, pri ¢emu su interakcije bile najizrazenije kada je
primenjena najvisa doza PCB. Ova zapazanja podrZana su i rezultatima
dobijenim za prirast t.m. koji predstavlja jedan od pokazatelja funkcije Stitaste
Zlezde, jer je do najizrazitijeg pada prirast t.m. doslo upravo pri upotrebi najvise
doze PCB u smeSama. Efekti istovremene izloZzenosti Cd i PCB uporedeni su i
sa efektima izloZenosti samo PCB. Za hormon T3 je takode utvrden sinergisticki
efekat pri istovremenoj primeni svih doznih reZzima smese, dok je za hormon T4
sinergizam utvrden samo pri ko-tretmanu sa najviSom dozom Cd. Ovaj
fenomen se moZe objasniti izraZenijim efektom PCB na hormon T4 o ¢emu je
bilo re¢i u poglavlju 5.2.5. Sinergisticko delovanje metala i perzistentnog
organskog zagadivaca na nivo tireoidnih hormona uoceno je i pri primeni
smeSe Pb i BDE-209 u zebricama (Zhu i sar, 2014). Rezultati studije koja je
ispitivala efekte smese Cd i BDE-209 na tireoidnu funkciju u pacova takode je
ukazala na izraZenije toksi¢ne efekte smese na nivoe T3 i T4 hormona u serumu
u odnosu na efekte pojedinacno primenjenih supstanci (Curcic i sar, 2012).
Smesa 16 organohlornih jedinjenja, Pb i Cd nakon 70 dana oralne primene
takode je dovela je do promena u funkcionisanju hipotalamusno-hipofizno-
tiroidne osovine na $ta su ukazali poremecaji u nivoima T3, T4 i TSH hormona

u serumu, histomorfologiji Stitaste Zlezde i u metabolizmu hormona Stitaste

149



zlezde u jetri (Wade i sar, 2002b). Crofton i sar. (2005) ispitivali su efekte smese
18 polihalogenovanih ugljovodonika u studiji na pacovima i dokazali
sinergisticke efekte na nivoe T4 hormona.

Funkcija Stitaste Zlezde regulisana je osetljivim mehanizmima u samoj
Stitastoj Zlezdi, ali i mehanizmima povratne sprege regulisanim na nivou
hipotalamusno-hipofizne osovine, te ekstratireoidnim mehanizmima koji
uklju¢uju vezivanje za transportne proteine u serumu, periferni metabolizam
hormona i njihovu razgradnju (Boas i sar, 2012). Stoga su mehanizmi koji mogu
biti ukljueni u ometanje funkcije Stitaste Zlezde do kog dovode ove dve
hemikalije brojni i kompleksni, bas kao i potencijalna mesta njihovih interakcija.
Literaturni podaci ukazuju na jetru kao organ u kojem se deSavaju razliciti
procesi koji kontrolisu funkciju Stitaste zlezde. Tako je pokazano da Cd utice na
5'D-1, enzim u jetri koji vrsi konverziju T4 u T3 (Gupta i Kar, 1999), a rezultati
dobijeni u delu nase studije u kojem su ispitivani efekti Cd na nivoe T3 i T4
hormona takode su potvrdili ove navode. Stoga bi se jetra, a pre svega lipidna
peroksidacija celijskih membrana za koje se ovaj enzim mora vezati da bi
ispoljio svoju funkciju (Chaurasia i sar, 1996) mogla pretpostaviti kao mesto
mogucih sinergistickih interakcija ove dve hemikalije, tim pre Sto je pokazano
da obe supstance izazivaju porast MDA u jetri. Ipak, u nasoj studiji utvrdeno je
odsustvo interakcija ove dve supstance na nivou MDA nivoa u jetri, kao i
odsustvo sinergizma u delovanju Cd i PCB na sve ispitivane parametre funkcije
jetre, te se jetra moze iskljuciti kao relevatno mesto interakcija ove dve
hemikalije kada je u pitanju funkcija Stitaste zlezde. Oslanjaju¢i se na ovo
zapaZzanje, moze se pretpostaviti da se sinergisticke interakcije ove dve
supstance deSavaju upravo na nivou same Stitaste zZlezde sto donekle potvrduju
i rezultati dobijeni za relativne mase Stitaste zlezde u nasoj studiji, bududi da je
u grupama pacova tretiranih smeSama uoceno smanjenje relativne mase Stitaste
zlezde koje ukazuje na razvoj hipotrofije zlezde.

Sagledavajuci izuzetan znacaj homeostaze funkcije Stitaste Zlezde za

pravilan rast i razvoj organizma sa jedne strane i dobijene rezultate koji ukazuju
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na sinergisticki toksi¢ni efekat ispitivanih hemikalija na funkciju ove Zlezde,
moze se redi da ova studija ukazuje na vaznost problema istovremene
izloZenosti supstancama koje su dokazani endokrini ometaci, s obzirom na to
da se efekti njihove istovremene primene ne mogu u potpunosti proceniti na
osnovu rezultata dobijenih u studijama u kojima su ispitivane pojedinac¢ne

supstance.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata ispitivanja pojedina¢ne primene Cd ili PCB, kao i

njihove smese doneti su sledeci zakljucci.

Zakljucci koji se odnose na ispitivanje toksi¢nosti Sest razlic¢itih doza Cd
su sledeci:

. IzloZenost pacova opsegu doza Cd od 0,3 do 10 mg/kg t.m/dan,
koje odgovaraju opsegu doza od izloZenosti opste populacije pa do visoke
profesionalne izloZenosti, dovela je do toksi¢nih efekata na rast pacova,
hematoloske parametre, funkciju jetre, bubrega i stitaste zlezde pacova. Prirast
tm. pacova bio je snizen pod uticajem doza Cd 21,25 mg/kg t.m/dan.
Intoksikacija Cd dovela je do toksi¢nih efekata na krv tako sto je izazvala porast
broja Leu u svim primenjenim dozama i smanjenje nivoa Tr do koga je doslo
samo pri primeni najvise doze. Efekat Cd na broj Er i sadrzaj Hb je izostao.
Rezultati koji se odnose na ispitivanje uticaja Cd na jetru, pokazali su povecanje
relativne mase jetre c¢ak i pri najnizim primenjenim dozama Cd $to moze
ukazati na nastanak hepatomegalije, dok se smanjenje nivoa albumina u
serumu uoceno pri primeni svih doza Cd moZe tumaciti smanjenom sintetskom
funkcijom jetre. Nefrotoksi¢nost Cd manifestovala se poveéanim nivoima uree i
kreatinina u serumu pri primeni najvisih doza. Takode, dokazana je sposobnost
Cd da remeti funkciju Stitaste zlezde dovodec¢i do smanjenja nivoa T3 i T4
hormona u serumu. Bududi da je do sniZenja nivoa hormona T3 doslo i pri
primeni najnizih doza Cd dok su sniZene nivoe hormona T4 izazvale doze 21,25
mg Cd/kg tm/dan, moze se zakljuciti da su procesi regulacije nivoa ovih
procesa koji se odigravaju u samoj Zlezdi.

. Ispitivanje mehanizama toksi¢nosti Cd ukazalo je na znacajnu
ulogu oksidativnog stresa u dokazanim toksi¢nim efektima Cd na funkciju jetre,

bubrege, ali i na funkciju Stitaste zlezde. Kadmijum je u jetri izazvao smanjenje
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nivoa GSH, kao i akumulaciju Fentonovog metala Fe ¢ime se moze objasniti i
uoceni porast lipidne peroksidacije u ovom organu. Osim oksidativnog stresa i
interakcije Cd sa bioelementima, porast broja Leu ukazuje na inflamaciju kao jo$
jedan mehanizam hepatotoksi¢nosti ovog metala. Sposobnost Cd da dovodi do
poremecaja funkcije Stitaste Zzlezde moZe se takode, bar delom, objasniti
dokazanim nastankom oksidativnog stresa u jetri, kao i smanjenim sadrzajem
Se u jetri koji je kofaktor enzima koji vrsi konverziju hormona T4 u T3 u jetri.
Rezultati ove teze ukazuju i na znacajno mesto oksidativnog stresa u
nefrotoksi¢nosti Cd i to uticajem Cd na enzimsku komponentu antioksidativne
zastite citosolni enzim CuZnSOD.

. Utvrdena je jaka korelacija izmedu eksternih doza Cd i internih
doza Cd u krvi, jetri i bubrezima pacova. Za brojne parametre ispitivane u ovoj
studiji dokazana je zavisnost od doze Cd: prirast t.m, broj Leu i Tr, sadrzaj Hb,
nivo albumina i aktivnost enzima AST u serumu, nivoi MDA i GSH u jetri,
nivoi uree i kreatinina u serumu, svi ispitivani parametri oksidativnog stresa u
bubrezima, nivoi hormona S$titaste Zlezde u serumu. Veoma niske BMDL5
vrednosti dobijene pri primeni Cd za efekat povecanja broja Leu u krvi,
smanjenja sadrZzaja GSH u jetri, smanjenja aktivnosti enzima CuZnSOD u
bubrezima i smanjenja nivoa T3 hormona u serumu upucuju da bi se ovi efekti
Cd mogli smatrati kritiénim. Izra¢unate BMDL5 vrednosti u najve¢em broju
slucajeva bile su nize od NOAEL vrednosti procenjenih u ovoj studiji, kao i
NOAEL vrednosti dobijenih u drugim studijama, ¢ime ova studija otvara
mogucnost izracunavanja nizih referentnih doza pri predvidanju zdravstvenih
rizika od izloZenosti Cd. Narocito treba ista¢i niske BMDLS5 vrednosti dobijene
za efekat Cd na nivoe T3, s obzirom na to da su efekti na Stitastu zlezdu i
generalno hormonalni status od izuzetnog znacaja za pravilan rast, razvoj i

funkcionisanje organizma.
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Bazirano na rezultatima ispitivanja toksi¢nosti Sest ispitivanih
doza PCB mogu se izvesti sledeci zakljucci:

. IzloZenost pacova opsegu doza od 0,5 do 16 mg PCB/kg t.m/dan,
koje odgovaraju opsegu doza od izloZenosti opste populacije pa do visoke
profesionalne izlozenosti, dovela je do toksi¢nih efekata na prirast t.m,
hematoloske parametre, funkciju jetre, bubrega i Stitaste Zlezde pacova.
Primena svih doza PCB dovela je do smanjenja prirasta t.m. pacova. Primena
PCB dovela je do toksi¢nih efekata na krv, sto je pokazano smanjenim brojem
Leu i Tr pri primeni najvise doze PCB, dok je efekat na broj Er i Hb, kao i pri
primeni Cd, izostao. Hepatotoksi¢nost PCB dokazana je povecanjem relativne
mase jetre i pri najnizim dozama PCB, kao i povecanjem nivoa AST u serumu
pod uticajem najvise doze. Nefrotoksi¢nost PCB je ispoljena dozno zavisnim
porastom nivoa uree u serumu. Efekat PCB kao ometaca funkcije Stitaste Zlezde
i to u smislu hipotireoidizma, dokazan je izrazenim padom nivoa T4 posebno
pri visokim dozama, te umerenim smanjenjem nivoa T3, kao i hipotrofijom
Stitaste zlezde.

. Ispitivanja mehanizama toksi¢nosti PCB wukazuju na ulogu
oksidativnog stresa u hepatotoksi¢nosti PCB, pri ¢emu su, nasuprot Cd, PCB
ispoljili izrazen uticaj na enzimsku komponentu sistema antioksidativne zastite
CuZnSOD koji se bar delom moze objasniti smanjenjim sadrzajem Zn u jetri.
Dobijeni rezultati ukazuju da se i nefrotoksi¢nost PCB moZe delom objasniti
oksidativnim ostecenjima lipida i proteina u bubrezima kao rezultat smanjene
aktivnosti CuZnSOD. Sposobnost PCB da izazovu poremecaj funkcije Stitaste
zlezde, odnosno hipotireoidizam, se pre svega objasnjava njihovim direktnim
uticajem na Stitastu Zlezdu, a ovom efektu moZe doprineti i nastanak
oksidativnog stresa u jetri.

. Utvrdena je jaka korelacija izmedu eksternih doza PCB i internih
doza u jetri i bubrezima pacova. Za brojne parametre ispitivane u ovoj studiji
dokazana je zavisnost od doze PCB: broj Leu i Tr, relativna masa jetre, nivo

albumina i aktivhost enzima AST u serumu, svi ispitivani parametri
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oksidativnog stresa u jetri, nivo uree u serumu, svi ispitivani parametri
oksidativnog stresa u bubrezima, relativna masa stitaste zlezde, nivoi hormona
Stitaste Zlezde u serumu. Predlozeni kriticni efekti intoksikacije PCB su
smanjenje broja Leu u krvi, smanjenje aktivnosti enzima CuZnSOD u jetri i
bubrezima, kao i smanjenje nivoa T4 hormona u serumu. Uoceni efekti pri
niskim dozama PCB potvrdeni su NOAEL vrednostima procenjenim na osnovu
dobijenih rezultata kao i izra¢unatim BMDL5 dozama koje su nize od nekih do
sada prihvacenih NOAEL vrednosti sto ukazuje da je dosadasnji rizik od ovih

hemikalija mozda potcenjen.

Na osnovu rezultata ispitivanja devet razli¢itih doznih opsega
smese Cd i PCB mogu se doneti slede¢i zakljucci:
. Ispitivanje toksi¢nih efekata devet razli¢itih doznih kombinacija
Cd i PCB pokazalo je da sme$a ima izraZeniji uticaj na prirast t.m. u odnosu na
pojedinacno primenjene supstance. Uocena je i veca hematotoksi¢nost smesa u
odnosu na pojedinac¢ne supstance sto potvrduje intenzivnije smanjenje nivoa
Leu i Tr u poredenju sa efektom pojedinacnih supstanci, dok je smesa Cd i PCB
dovela i do statisticki znacajnog smanjenja broja Er i sadrzaja Hb, efekata koji
nisu ni uoceni pri davanju pojedinac¢nih supstanci. IzraZenija hepatotoksi¢nost
smeSe u odnosu na pojedinacne supstance potvrdena je vedim povecanjem
relativne mase jetre, kao i izraZenijim efektom smese na koncentraciju albumina
i aktivnost AST enzima u serumu. Rezultati dobijeni za relativhu masu
bubrega, kao i za parametre funkcije bubrega u serumu svedoce o vecoj
toksi¢nosti smesSe na bubrege. Dokazan je i veéi potencijal smese Cd i PCB da
ometa funkciju Stitaste Zlezde o ¢emu svedoc¢i manja relativna mase Stitaste
zlezde, kao i nizi nivoi T3 i T4 hormona u serumu.
. Uloga oksidativnog stresa u hepatotoksi¢nosti i nefrotoksi¢nosti
dokazana je i za smeSu Cd i PCB koja je dovela do izrazenijeg efekta na
oksidativni status i u jetri i u bubrezima u odnosu na efekat pojedina¢nih

supstanci. Zajednicko davanje Cd i PCB se ispoljilo i izraZenijim efektom na
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sadrzaj Fe u jetri i Cu u burezima i to u smislu povecanja, dok je u jetri
zabeleZeno vece smanjenje nivoa Zn. Izrazeniji oksidativni stres uocen u jetri i
bubrezima uocen nakon primene smese moze biti objasnjenje povecanog efekta
smeSe na funkciju Stitaste Zzlezde, s obzirom na to da je jetra mesto
ekstratireoidnih mehanizama regulacije nivoa hormona S$titaste Zlezde u
serumu.

. Rezultati ispitivanja interakcija komponenata smese pri delovanju
na definisane parametre ukazuju da Cd i PCB stupaju u interakcije na nivou
bubrega i stitaste Zlezde. Dokazani sinergizam na nivou funkcije bubrega moze,
bar delom, biti objasnjen sinergizmom Cd i PCB na nivou parametara
oksidativnog statusa u tom organu. Sinergizam je bio najizrazeniji pri primeni
najvisih doza komponenata smese, Sto ukazuje i na doznu zavisnost ovih
interakcija. Sinergizam uocen pri delovanju smese na funkciju Stitaste zlezde
moZe se objasniti interakcijama komponenata na nivou same Zlezde, buduci da

na nivou parametara oksidativnog stresa u jetri nisu dokazane interakcija.

*h%

Sprovedena studija doprinosi boljem sagledavanju toksi¢nih efekata pri
subakutnoj ekspoziciji razli¢itim dozama Cd ili PCB i ukazuje da i veoma niske
doze Cd odnosno PCB mogu izazvati izvesne toksi¢ne efekte na ispitivane
organe koji se bar delom mogu objasniti nastankom oksidativnog stresa i
remecenjem homeostaze bioelemata uocenim u jetri i bubrezima. Na bazi
procene odnosa doza-odgovor i izracunatih BMDL5 vrednosti utvrdeni su
kriti¢ni toksi¢ni efekti ovih supstanci, a kako su izra¢unate BMDL5 vrednosti u
izvesnom broju slucajeva nize od prihvacdenih NOAEL vrednosti, ova studija
skrece paznju na mogucnost potcenjivanja zdravstvenih rizika ovih hemikalija.

Ova doktorska disertacija je dala poseban doprinos ispitivanju
toksikologije smeSa, problematici koja je do sada nedovoljno ispitivana, a

poslednjih godina dobija sve viSe na aktuelnosti, budué¢i da je i covek
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svakodnevno izlozen ,koktelu” hemikalija. Narocito treba ista¢i da je ovo
studija u kojoj su, prema nasim saznanjima, po prvi put uporedno analizirani
efekti pojedina¢no primenjenih Cd ili PCB sa efektima njihove smeSe u
razli¢itim doznim opsezima. Dokazano je da smesa Cd i PCB ispoljava vecu
toksi¢nost na brojne ispitivane parametre, a na nivou bubrega i Stitaste zlezde
dokazan je sinergisticki efekat ovih agenasa. Smesa je cak ispoljila toksi¢ne
efekte na broj Er i sadrzaj Hb, odnosno efekte koji se nisu ni javili pri tretiranju
pacova pojedinacnim dozama Cd ili PCB. Rezultati ove doktorske disertacije
stoga dokazuju da primena koncepta u kome se rizik od hemikalija procenjuje
za svaku hemikaliju pojedina¢no nosi sa sobom opasnost od potcenjivanja
rizika koje smese hemikalija predstavljaju po zdravlje ljudi i Zivotnu sredinu $to

otvara ogromno polje daljih istrazivanja.
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1ZJAVE

ITpwor 1.
VsjaBa 0 ayTOpCTBY

ITormmmcana Astexcarmapa byxa
6poj nunexca 15/09

UsjaBbyjem
71a je TOKTOPCKa JiyicepTaliyja 11071 HacJIOBOM

TOKCMYHNM E®PEKTHM TIPOJAYKEHE W3JIOKEHOCTM KAIMUIYMY
W/ VI TTIOJTTMXJTIOPOBAHVIM BUUIGEHWMIIVMIMA V TTALIOBA

¢ Ppe3yJITaT COIICTBEHOI MICTPpaXMBA4YKOI' palla,

* a IpemIoXeHa OyucepTauyja y LeJIMHM HU Y JejIoBMMa Huje Owla
HnpejiokeHa 3a JoOujarbe OWJIO KOje AMIUIOMe IIpeMa CTYOMjCKUM
IIporpaMmmMa JpYyTvX BUCOKOIIKOJICKMX YCTaHOBa,

¢ [Ha Cy pe3yJjITaT KOPeKTHO HaBeleH 1

* Jla HMcCaM KpIIMO/Jjila ayTopcKa IIpaBa M KOPWUCTMO WHTeJIeKTyasIHy
CBOjVIHY APYTVIX JIAIIA.

IloTnuc moKkTOpaHaa

Y beorpany, 12.11.2015.

P!-'EG.CL-BCLLL&-;RC‘L ‘ t_i*e.uti_c'\
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ITpwnor 2.

VISi&B& 0 MCTOBETHOCTM IIITaMIIaHE M €JIEKTPOHCKE Bepsuje OOKTOPCKOT paaa

Vme 1 nipesume ayTopa AstekcaHgpa byxa

bpoj mapexca 15/09

Crynujckn nporpaMm  Tokcumkosioruja

Haciiop  pama TOKCWMYHINM E®EKTW TTPOAYKEHE W3JIOKEHOCTI
KAIMUIYMY  W/VUIW _ TIOJIMXJIOPOBAHVIM _ BUGEHWIVIMA VY

ITATTOBA

MenTtop mpod. ap Becna MaTtosuh

TTorrimcara Anexkcanmpa byxa

MsjapbyjeM pga je ImITamilaHa Bep3uja MOI JOKTOPCKOI paja MCTOBeTHa
eJIEKTPOHCKOj Bep3ujil KOjy caMm IIpeao/ja 3a objaBbiBarbe Ha IIOPTaLy
dururanaor penosuropujyma Yausepsurera 'y beorpany.

[Ho3BosbaBaM [1a ce objaBe MOjVI JIMUHM IOAALIM Be3aH 3a Jo0Mjarbe aKageMCKOr
3Barba JOKTOpa HaykKa, Kao IITO Cy VMMe U IIpe3uMe, TOAMHA VI MecTo pobera u
JaTyM ofOpaHe paja.

OByt JjIyHM MofAIM MOTY ce 00jaBUTV Ha MpeXHMM CTpaHWUIlaMa JUIVTajiHe
OubimoTeKe, y eJIeKTPOHCKOM KaTaJIoTy M y IyOsMKalljamMa YHUBep3uTeTa y
beorpamy.

ITornivic JokTOpaHIa

Y beorpany, 12.11.2015.

o 0 r/j, 'J..
A'ﬂe. leaauiedefey o :—?.n_,t;-.‘c_’\{
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ITpwor 3.
MsjaBa o kopunrthemwy

Osnamthyjem YHusepsurercky O6mbimoreky ,Cseto3ap Mapkosuh” ma y
Hurvtanam pennosutopujyM YHuBepsuTeTa y beorpanmy yHece MOjy IOKTOPCKY
AVicepTalyjy IOof, HaCJIOBOM:

TOKCMYHINM EDEKTY TIPOAYXKEHE VI3JIOXEHOCTM KAIMUIYMY
1/ VI TTOITMXTIOPOBAHVIM BUOEHWIIVIMA V TTALIOBA

KOja je MOje ayTOpPCKO /1eJ10.

Huicepranyjy ca cBUM IpWIo3MMa Ipefao/jia caM y eJIeKTPOHCKOM dopMary
IIOTOJHOM 3a TPajHO apXWUBUpParbe.

Mojy HOKTOpcKy nucepramyjy IIoXparbeHy y urnraaHu pernosuropujym
Ynusepsurera y beorpagy mory ma Kopucre cBM KOjM IIOLITYjy ofpesde
cagpXaHe y opabpanom Ttumy smreHile Kpeatusne sajequmile (Creative
Commons) 3a Kojy caM ce ofjIyuno/ ja.

1. AyropcTBO

2. AyTOopcTBO - HEeKOMePLIWjaJIHO

3. AyTopcTBO — HeKOMepIlMjaJIHO — 6e3 Ipepajie

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIVjaJIHO — JIeJIUTV IO, ICTVIM yCJIOBMIMA

5. AytopcTso - Oe3 mipepanie

6. AyTOPCTBO — ATV MO, VICTVM yCJIOB/MA

(MomMo 1a 3a0Kpy>XuTe caMoO jeflHy of IIecT IOHyDeHMX JIMIleHIM, KpaTak
onwc JINIeHIIN 1aT je Ha rnojiebunm jmmcTa).

IToriic moKTOpaHaa

Y beorpany, 12.11.2015.

f 2
Plelirsawdge - f_i*e.uti.c'\
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1. AyrtopctBo - [lo3BoibaBaTe yMHOXaBare, OUCTPUOyLMjy W jaBHO
caoIlllITaBambe Jiejia, U IIpepajie, ako ce HaBeJle VMe ayTopa Ha HauMH ojipebeH
OJI CTpaHe ayTopa WIN JaBaolia JIMIIeHIle, YaK 1 y KoMepuujaiHe cepxe. OBo je
HajcJI000IHMja Of1 CBYIX JIUIIEHII.

2. AyTopcTBO - HeKOMeplMjaIHO. [l03BosbaBaTe YMHOXaBambe, AVUCTPUOYIINjy U
jaBHO caoIlIlITaBambe Jlejla, W IIpepajle, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauduH
onpebeH or1 cTpaHe ayTopa win 1aBaolia jimiieHIle. OBa JInIleHIIa He J03B0JbaBa
KOMepLMjaIHy yHoTpeOy maera.

3. AyTopcTBO - HeKoMepLMjaJIHO - Oe3 mpepaze. [lo3BoibaBaTe yMHOXKaBarbe,
AUCTpUOYIIMjy M jaBHO caoMIlTaBame Jiejia, 0e3 mpoMeHa, IpeobsMKoBama Wi
yroTpeOe /iejia y CBOM JieJly, aKoO ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ojpebeH of1
CTpaHe ayTopa W gaBaoula yunenne. Oba JmIeHIa He [103BOJ/baBa
KoMepLMjajiHy yHoTpeOy mHerna. Y OOHOCY Ha CBe OCTajle JIMIIEHIle, OBOM
JINIIEHIIOM ce orpaHnJaBa Hajsehn o6vM mpasa kopuirhera fena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepIIMjaIHO — IeJINTHU IO UCTUM ycioBuMa. Jlo3BosbaBaTte
yMHOXaBame, JUCTpUOYyLIMjy 1 jaBHO CaollliTaBaibe [ella, M IIpepajie, ako ce
HaBeJle VMe ayTopa Ha HaumH ojpebeH oj cTpaHe ayTopa WIM [laBaolia
JIMIIeHIle U aKo ce IIpepajia AUCTpuOympa Mof, MCTOM MJIV CJIMYHOM JIUIIEHIIOM.
Oga yimileHIIa He J03BOJbaBa KOMepIMjaJIHy yHoTpeOy Jeila v Ipepaja.

5. AytopctBo - Oe3 mpepame. [lo3sBosbaBaTe yMHOXaBarbe, AUCTPUOYIINY U
jaBHO caoIlllITaBambe [eila, 6e3 mpoMeHa, IpeodsIMKOBarba M yrioTpebe era y
CBOM JieJly, akO Ce HaBeJle Me ayTopa Ha HaumH onpebeH op crpane ayTopa
Wi fasaolia smileHIle. OBa JIMIleHIIa JA03BO/baBa KOMepLMjaJIHy YIOTpeOy
merna.

6. AYTOpCTBO - gejmTm 1104, VICTUMM  yCJIOBUVIMA. HOSBOJ’baBaTe YMHO>XaBarmb€,
AUCTpUOYLIMjy M jaBHO caoIlllITaBambe Jiejla, U Ipepajle, ako ce Hapezle MMe ayTopa Ha
Ha4yH o;:[pebeH O CTpaHe ayTOopa WIM [OaBaoOlla JIMIIEHIIe ¥ aKoO ce IIpepalla
aucTpubympa IO WCTOM WM CIWMYHOM JmieHnioM. OBa JIMIleHIIa J03BOJbaBa
KOMepHMjaﬂHy yHOTpeGy Agejla un Irpepapa. Crinuaa je CO(pTBepCKVIM JIMIeHITaMa,
OTHOCHO JINTI€HIIaMa OTBOPEHOI' KO/1a.
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