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EFEKTI ORALNOG UNOSA KADMIJUMA NA IMUNSKI SISTEM KOZE PACOVA

SAZETAK

Stetni uticaji sredinske izlozenosti kadmijumu (Cd), koji se odrazavaju na razligite organe,
sve se vise prepoznaju. lako je poznato da topikalna primena Cd moze uticati na vijabilnost ¢éelija
koze, gotovo da nema podataka o efektu Cd na homeostatske procese ovog tkiva, ukljucujuci efekte
na imunski sistem koze, naroCito nakon oralnog unosa. Efekti produzenog izlaganja (30 dana)
sredinski bitnim dozama Cd (5 i 50 ppm), ispitani su kod Dark Agouti (DA) i Albino Oxford (AO)
pacova, Koji se razlikuju u imunskom odgovoru na razliCite stimuluse. Pored efekta Cd na
oksidativnu i imunsku/inflamatornu aktivnost koze, ispitana je reaktivnost koze na dodatni stimulus,
dinitrohlorobenzen (DNCB) u reakciji kontaktne preosetljivosti. Uprkos sli¢cnom deponovanju Cd u
koZzi/¢elijama koze, kod DA soja ve¢ na 5ppm Cd zapazeno je oStecenje tkiva i veéi
intenzitet/razli¢it obrazac oksidativnog i imunskog odgovora, ukazujuéi na vecu osetljivost ovog
soja na dermatotoksi¢ne efekte Cd. Tako su EC oba soja razvile stres odgovor na prisustvo Cd,
intezivniji antioksidativni odgovor (poveéanje GSH, visa ekspresija gena za MT-1 i -2, proteina za
Nrf2, kao i ekspresije gena AHR puta) uz prisustvo apoptoze samo kod AO soja, ukazuje na bolju
sposobnost zastite ovog soja od Stetnog efekta Cd. Proinflamatorni odgovor zapazen je samo kod
EC DA soja (poveéanje IL-1p, TNF i IL-6), a poveéanje IL-10 kao potencijalnog mehanizma zastite
kod AO soja. Ipak, nakon topikalne primene DNCB razvija se inflamatorni odgovor kod oba soja,
sugeri$uc¢i da se kod AO pacova probijaju zastitni mehanizmi koji su se odrzavali nakon primene
samog Cd (makar na 50 ppm Cd). Ova studija moze biti korisna prilikom ispitivanja veze oralnog
unosa Cd i razli¢ite osetljivosti koze na razvoj zapaljenskih reakcija i patoloskih stanja.

Kljuéne reci: Oralni unos kadmijuma, DA i AO pacovi, imunski sistem koze, epidermne
¢elije, dermatotoksicnost, reakcija kontaktne preosetljivosti

Naucna oblast: Biologija
UZa naucna oblast: Imunobiologija

UDK broj: [612.3+546.48]:[611.778+612.112](043.3)



EFFECTS OF ORAL CADMIUM INTAKE IN SKIN REACTIVITY IN RATS

ABSTRACT

Harmful effects of environmental Cd exposure, which affect different organs, are being
increasingly recognized. Although it is known that topical Cd administration may affect skin cell
viability, there is a paucity of data concerning Cd effect on the homeostatic processes of this tissue,
including effects on the skin's immune system, especially after oral intake. The effects of prolonged
exposure (30 days) to the two environmentally relevant Cd doses (5 and 50 ppm) were examined in
Dark Agouti (DA) and Albino Oxford (AO) rats, which differ in the immune responses to different
stimuli. In addition to the Cd effects on the oxidative and immune/inflammatory skin activity, the
reactivity of skin after additional dinitrochlorobenzene (DNCB) stimulus during contact
hypersensitivity reaction (CHS), was examined. Despite similar Cd deposition in skin/skin cells,
tissue damage and a higher intensity/different pattern of oxidative and immune responses were
observed in DA strain already at 5 ppm Cd, indicating a higher sensitivity of this strain to the
dermatotoxic Cd effects. Although epidermal cells (ECs) of both strains developed stress response
to the Cd presence, a more intensive antioxidative response (an increase of GSH, a higher level of
gene expression for MT-1 and MT-2, proteins for Nrf2, as well as the genes of AHR pathway) with
the presence of apoptosis only in AO strain, indicates a better protection capability of this strain
from deleterious Cd effect. The proinflammatory response was observed only in the ECs of DA
strain (an increase in IL-1B, TNF and IL-6), as well as IL-10 increase in AO strain as a potential
protection mechanism. Nevertheless, after topical administration of DNCB, an inflammatory
response develops in both strains, indicating the breakthrough of protective mechanisms that
persisted in AO rats after oral Cd intake (at least at 50 ppm Cd). This study may be useful for
examining the relationship between oral Cd intake and different skin sensitivity to the development
of inflammatory responses and pathological conditions.

Key words: Oral cadmium intakem DA and AO rats, skin immune system, epidermal
cells, dermatotoxicity, contact hypersensitivity

Research area: Biology
Area of special interest: Immunobiology

UDC number: [612.3+546.48]:[611.778+612.112](043.3)
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1. UVOD



TeSki metali nose naziv u skladu sa svojom atomskom tezinom i gustinom (Fergusson, 1990).
Oni se prirodno nalaze u ekosistememima i mogu biti toksi¢ni ve¢ pri niskim koncentracijama.
usled sredinske kontaminacije (ATSDR, 2017). Otkriven je 1817. godine od strane nemackog hemicara
Friedrich Stromeyer-a, koji je na zahtev vlade testirao cink-karbonat, dugo prepisivani lek za lecenje
koznih oboljenja u apotekama Sirom Hildsheima-a (Nemacka). Stromeyer je iz cink-karbonata izolovao
nepoznati hemijski element koji je prvobitno opisao kao necisto¢u cinka (Zn), da bi kasnije predlozio
ime Cadmium po latinskoj re¢i ,,cadmia®, starom nazivu za rudu Zn (Stromeyer, 1819). Hemicar Karl
Hermann je 1818 godine nezavisno od Fredrich Stromeyer-a takode otkrio Cd (Mellor, 1923).

1.1. Hemijska i fizicka svojstva kadmijuma

Cd je svrstan u IIb grupu prelaznih metala, zajedno sa Zn, zivom (Hg) i ununbijumom (Uub) 1
okarakterisan je kao tezak metal sa atomskim brojem 48, relativnom atomskom masom 112.414,
tatkom topljenja na 321.069 °C, tackom klju¢anja na 767 °C i gustinom od 8.69 g cm™ (Haynes,
2014). Najvise ga ima u Zemljinoj kori gde se nalazi u rudama Zn, bakra (Cu) i olova (Pb) (ATSDR,
2012), dok se moze pronac¢i i u formi ciste rude Cd, po imenu grenokit. Prema svojim fizickim
svojstvima, Cd spada u mekane metale, srebrno-bele boje. Rastvorljivost ovog teSkog metala u vodi u
velikoj meri zavisi od stepena njene kiselosti, pa se tako Cd vezan za sedimentne stene moZze rastvoriti
ukoliko dode do smanjenja pH vode (Ros i Slooff, 1987). S obzirom da Cd spada u relativno nestabilna
jedinjenja, u prirodi najces¢e gradi komplekse sa sulfatima (kadmijum-sulfat, CdSO4) i hloridima
(CdCl) (IARC, 1993), u kojima se nalazi u obliku dvovalentnih jona (Cd?*) (Shi i drugi, 2008), lako
rastvorljivih u vodi (ATSDR, 2012).

1.2. Izvori kadmijuma u Zivotnoj sredini i putevi izlaganja ljudi

Vulkanske erupcije, Sumski pozari, praSina noSena vetrom iz zagadenih podrucja 1 aerosolne
Cestice okeana, jesu glavni prirodni izvori Cd u atmosferi. Ispiranje mati¢nih stena doprinosi
oslobadanju ovog metala u zemljiste (Khan 1 drugi, 2010; Liu i drugi, 2013), narocito stena vulkanskog
porekla, za koje je pokazano da sadrze jako visoku koncentraciju Cd (Shah i drugi, 2010). Ipak, preko
90 % (38 x 10° kg godisnje ) Cd se oslobada u prirodnu sredinu delovanjem Goveka. Zahvaljujuéi
visokoj otpornosti na koroziju, niskoj tacki topljenja, visokoj sposobnosti plasti¢ne deformacije pre
pucanja (duktilnosti), termic¢koj i elektri¢noj provodljivosti, Cd je pogodan za Siroku industrijsku
upotrebu (USGS, 2007). Globalno se nalazi kao sastavni deo nikl-kadmijumskih baterija (83%),
pigmenata (8%), premaza i presvlaka (7%), stabilizatora za plastiku (1.2%) i drugo (0.8%), gde
doprinosi poboljsanju njihovih performansi (Tolcin, 2008) (Slika 1).
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Slika 1. Putevi dospevanja kadmijuma u Zivotnu sredinu

Primarna upotreba Cd u industriji je u pravljenju elektroda nikl-kadmijumskih baterija za
zeleznicke pruge i avio industriju, ali 1 za potroSacke proizvode (beZi¢ni elektri¢ni aparati, mobilni
telefoni, kamere, prenosivi racunari, prenosivi ku¢ni aparati i decje igracke) (ATSDR, 2008; USGS,
2008). Sulfidna jedinjenja Cd se koriste za pravljenje pigmenata, zbog visoke mo¢i pokrivanja ovog
metala i velike otpornosti na atmosfeske i sredinske uticaje, koji se primenjuju u proizvodnji
inzenjerske plastike, glazura, stakla, keramike, gume, emajla, boja za slikanje i pravljenje vatrometa
(Herron, 2000). Prema podacima iz 2016. godine, ukupno oslobadanje Cd usled industrijalizacije,
iznosilo je 23.000 tona u ¢itavom svetu, ne ukljucujuci Sjedinjene Americke Drzave (USGS, 2017).
Sagorevanjem fosilnih goriva, oslobadanjem komunalnog otpada i otpada iz cementnih industrija 1
topionica metala (Nriagu i Pacyna, 1988; Bi i drugi, 2006; Cloquet i drugi, 2006), Cd dospeva u
zemljiSte, dok najCesc¢e koriS¢enjem fosfatnih dubriva dospeva u poljoprivredna, obradiva zemljista
(Alloway, 2013). U Francuskoj je izmerena najveca koncentracija Cd u zemljistu (7.61 mg kg—1), dok
su odmah za njom Belgija i Kina (7.43 mg kg !).

UnosSenje vode i hrane, kontaminiranih ovim teSkim metalom, predstavlja najznacajniji put
izlozenosti ljudi Cd (ECHA, 2013; ATSDR, 2008). Naime, iz zagadenih podru¢ja biljke lako usvajaju
Cd putem korenovog sistema, transportuju ga u nadzemne delove gde dolazi do akumulacije ovog
metala i tako doprinose njegovom ulasku u lanac ishrane (Di Toppi i Gabbrielli, 1999). Takode,
kretanjem podzemnih voda, Cd dospeva do vode za pic¢e (EPA, 2017). Njegova grani¢na dozvoljena
vrednost iznosi 0.003 mg/L, prema preporuci EU (Directive 98/83/EC), a po Pravilniku Republike
Srbije o higijenskoj ispravnosti vode za pice (Sl. list SRJ, 42/98 i 44/99). Izmereni nivoi Cd u
poljoprivrednim proizvodima dosta variraju 1 zavise od sorte biljaka, tipa zemljiSta, uslova uzgajanja i
poljoprivrednih metoda koje se koriste (Callan i drugi, 2014). Namirnice koje se ¢esto koriste u ishrani
ljudi, poput krompira, pirinca (0.59 mg Cd/kg) (Zhang i drugi, 2014), soje i pcenice (0, 2 mg/kg),
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kikirikija, zelenog lisnatog povréa (0.05 mg/kg), zitarica i Cokolade (0.8 mg/kg) (Satarug i drugi, 2000),
kao 1 organizmi koji imaju filtracioni nacin ishrane (ostrige i druge Skoljke), imaju sposobnost da
bioakumuliraju velike koli¢ine Cd bez vidljivih znakova toksi¢nosti i nazivaju se hiperakumulatorima
Cd (Zyadah i Abdel-Baky, 2000). Iznutrice, pre svega jetra (0.5 mg/kg) i bubreg (1.0 mg/kg), sadrze
relativno vec¢u kolic¢inu Cd u poredenju sa miSi¢ima, dok riba (0.1 mg/kg), narocCito losos, sadrzi manje
koli¢ine ovog metala (Birgisdottir i drugi, 2013; Guan i drugi, 2015). Posebna zabrinutost postoji za
unos Cd kod vegetarijanaca i onih ljudi koji zive podru¢jima gde je zastupljena ishrana bogata
morskom hranom i Skoljakama (200-1000 pg/kg) (Galal-Gorchev, 1991). Znacdajne koli¢ine Cd (do
1.46 pg na 15 mg Zn, preporucenog dnevnog unosa) su pronadene i U suplementima Zn (Krone i drugi,
2001).

Pored opste populacije ljudi, koja Cd najceS¢e unosi pomocu kontaminirane hrane ili vode,
postoje i grupe ljudi koje su Stetnim efektima ovog metala izlozene putem disanja. S ozbirom na to da
lis¢e duvana prirodno akumulira velike koli¢ine Cd, osobe koje su pusaci unose Cd u organizam
udisanjem duvanskog dima (ili rede oralnim putem, zvakanjem duvana) (Pappas 1 drugi, 2008, 2014).
Procenjeno je da jedna cigareta sadrzi 1.7 ng Cd od ¢ega se oko 10 % apsorbuje prilikom puSenja
(Elinder i drugi, 1983), pa tako koli¢ina apsorbovanog Cd kod osobe koja pusi jednu kutiju
cigareta/danu iznosi 1-3 pg (po danu) (Lewis i drugi, 1972). Kako pluéni epitel nema efikasnu barijeru
za mnoge toksi¢ne supstance (Adams, 1975; Squier i drugi, 1991; Mauro i drugi, 2015) poput Cd, on se
lako apsorbuje kroz epitel i intersticijelna tkiva, dospeva do cirkulacije i transportuje do organa (Ferin i
drugi, 1992; Oberdorster i drugi, 2002) gde moze da izazove niz toksikoloskih i patoloskih promena.
Prema studiji Medunarodne agencije za istrazivanje raka (engl. International Agency for Research on
Cancer, TARC), osobe koje su profesionalno izlozene ovom metalu, takode ga najcesce unose
udisanjem kontaminiranog vazduha. Tako, osobe koje rade u industrijama za proizvodnju baterija,
pigmenata ili galvanizaciju metala, naj¢eS¢e su izloZzene oksidima kadmijum-hidroksida (Friberg i
drugi, 1985; Ernst i Thériault, 1984; 1ARC, 2012), dok su osobe koje se profesionalno bave
zavarivanjem, sa elektrodama koje sadrze 25% Cd, izlozene visokim koncentracijama ¢istog Cd. Nivo
Cd na pojedinim radnim mestima dostiZe i preko 52 ug/m?3 vazduha, $to je pet puta vece od graniéne
dozvoljene vrednosti (Nogué i drugi, 2004). Dozvoljeni nedeljni unos Cd po osobi iznosi 0.49 mg/kg
(WHO, 2011) 1 ukoliko se prede ovaj prag, usled njegove akumulacije tokom Zivota, moze do¢i do
razvoja razli¢itih oboljenja gde se kao finalna posledica hroni¢ne inflamacije moze javiti karcinogeneza
(Bernard, 2008; Pappas, 2011). Unos Cd kod ljudi, u manjoj meri, odigrava se i putem dermalnog
kontakta sa prasinom ili te¢nostima koje su kontaminirane ovim metalom (ECHA, 2013), ali je ovaj put
izlaganja zanemarljiv u odnosu na oralni i inhalacioni put.

1.3. Apsorpcija, distribucija i ekskrecija kadmijuma

Put dospevanja Cd u organizam u velikoj meri uti¢e na njegovu apsorpciju (Zalups i1 Ahmad,
2003). U oralnom putu intoksikacije ljudi Cd, kao glavhom putu izlaganja, primarni ciljni organ je
gastrointestinalni trakt (GIT) (Andersen i drugi, 1988), gde se u proseku apsorbuje 3-8 % unetog Cd,
dok je animalnim modelima pokazano da se apsorbuje oko 1-2 % ovog metala (Zalups i Ahmad, 2003).
Mehanizam unoSenja Cd u same ¢elije intestinuma, enterocite, ukljuuje njegovo nespecificno
vezivanje za anjonska mesta na membrani i prolazak kroz membranu, koji zavisi od njene fluidnosti
(Foulkes i drugi, 1981; Foulkes, 1989). Transport Cd u enterocite olakSan je transporterima
dvovalentnih jona (engl. Divalent Metal Transporter 1, DMT1), ¢ija je osnovna uloga transport jona
gvozda (Fe?"), kao i jonskim kanalima kalcijuma (engl. Calcium Binding Protein, CaBP) (Reeves i
drugi, 2005; Kuppler i drugi, 2009) sa kojima Cd deli sli¢nu veli¢inu, pa stoga ima i slican afinitet
vezivanja za ove transportere (Brzoska i Moniuszko-Jakoniuk, 1998) i u kompeticiji je sa njima
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(Perfus-Barbeoch i drugi, 2002). Nakon apsorpcije, jedan deo Cd se u citoplazmi vezuje za proteinske
frakcije malih i velikih relativnih molekulskih masa, poput metalotioneina (MT) sa kojima formira
komplekse (Cd-MT), ¢ime se sprecava hjegov transport u sistemsku cirkulaciju (Nordberg, 1972). Ipak,
veci deo Cd, aktivno$cu transportera za izbacivanje gvozda (engl. Metal Transporter protein 1, MTP1),
izlazi iz enterocita GIT-a i dospeva do sistemske cirkulacije i drugih organa (Ryu i drugi, 2004). Osim
toga, kao posledica toksi¢nosti Cd dolazi do nekroze i apoptoze enterocita i oslobadanja kompleksa Cd-
MT u krv, povecavajuéi tako dodatno njegovu koncentraciju u cirkulaciji (Zalups i Ahmad, 2003).
Oslobodeni Cd odlazi pre svega do bubrega (Orlowski i Piotrowski, 2003), gde se kao indikator za
skorije izlaganje ovom metalu koristi urin (Jin i drugi, 2002), a zatim i do jetre (Webb, 1972; Skipper i
drugi, 2016). Pored bubrega i jetre, koji se smatraju primarnim ciljnim organima toksi¢nosti izazvane
Cd (Martin 1 drugi, 2006), pokazano je da se ovaj metal deponuje u testisima, srcu, kostima, ofima 1
mozgu (WHO 1992; Asagba i drugi, 2002; Eriyamremu i drugi, 2005; Asagba i Eriyamremu, 2007).
Efikasnost apsorpcije nakon unoSenja Cd putem inhalacije iznosi 25-50 %, Sto iako je dosta vece u
poredenju sa apsorpcijom nakon ingestije (WHO, 1992), kao Sto je receno, pogada samo odredene
grupe ljudi (pusaci, ljudi koji Zive blizu topionica metala i profesionalno izloZeni ljudi). Apsorpcija Cd
putem koze nije velika (0.2-0.8%), (Nordberg i drugi, 2007), ali je pokazano da je znatno olakSana
vezivanjem slobodnih jona Cd za sulfhidrilne radikale cisteina epidermnih keratinocita i formiranjem
kompleksa sa metalotioneinima (Fasanya-Odewumi i drugi, 1998). Apsorpcija Cd, pored puta
izloZenosti zavisi od doze 1 duZine izlozenosti Cd, izloZenosti drugim metalima, starosti, pola, ishrane,
porodi¢ne anamneze, nacina zivota i zdravstvenog stanja osobe. Prema duzini trajanja, izloZenost
kadmijumu moze biti akutna (oko 14 dana), subhroni¢na (do godinu dana) i hroni¢na, kada traje godinu
dana ili duze (ATSDR, 2012). U zavisnosti od duzine trajanja izlozenosti Cd, neki organi su podlozniji
njegovom deponovanju, pa je tako jetra primarni ciljni organ nakon akutnog, a bubrezi i skelet nakon
hroni¢nog izlaganja (Schnel i drugi, 1978). Epidemioloske studije na Zenama (Olsson i drugi, 2002),
pokazale su da osobe koje poseduju nizak nivo gvozda u veéoj meri apsorbuju Cd, nakon njegovog
oralnog unosa, ukazujuéi tako na ulogu pola i interakcije Cd sa drugim metalima u njegovoj apsorpciji.
Ovakvi rezultati potvrdeni su i studijama na miSevima (Hamilton i Valberg, 1974). Da na apsorpciju
Cd utiCe starost jedinke, pokazala su istrazivanja Akesson 1 drugi (2002), gde su juvenilne jedinke
apsorbovale vece koli¢ine ovog metala (10 %) u poredenju sa adultima (1 %) (Matsusaka 1 drugi,
1972).

Mala koli¢ina Cd se elimini$e iz organizma nakon deponovanja u tkivima i organima, usled
nedostatka aktivnih ekskretornih mehanizama. Deo Cd se izbacuje putem urina (Nordberg i Nordberg,
1972), dok se ostatak uglavnom eliminiSe preko fecesa, iako je u pitanju neapsorbovani materijal.
Manje znacajni putevi izlucivanja uklju¢uju njegovo deponovanje u dlaci i kosi, ekskreciju putem
maj¢inog mleka i pankreasa, ali zajedno ovi putevi daju mali doprinos ukupnom izbacivanju Cd,
naroCito ako se uzme u obzir bioloski poluzivot ovog metala. Spora ekskrecija Cd dovodi do njegovog
dugackog poluzivota, varirajuéi od 200 dana do 22 godine, prevazilaze¢i tako Zivotni vek nekih
zivotinja 1 za 20 % (Friberg 1 drugi, 1985). Prosecan poluzivot Cd u bubrezima je 14 godina, u rasponu
od 9 do 28 godina, kako je pokazano u japanskim studijama (Suwazono i drugi, 2009), dok je studija iz
Svedske pokazala da moZe dostiéi poluZivot ¢ak od 45 godina (Fransson i drugi, 2014).

1.4. Efekti kadmijuma na zdravlje ljudi

Prve eksperimentalne toksikoloske studije za Cd sprovedene su jo$ 1919. godine, dok su njegovi
hroni¢ni efekti na zdravlje ljudi prepoznati dosta kasnije, objavljivanjem prvih podataka o lezijama
pluca, bubrega i kostiju kod industrijskih radnika u periodu izmedu 1930-1940 (Bulmer i drugi, 1938;
Nicaud, 1942; Friberg, 1950). Cd je 1960ih godina dospeo u centar toksikoloskih istrazivanja nakon §to
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je identifikovan kao glavni etioloski faktor ,.itai-itai* bolesti, stanja koje pogada Zene u Japanu koje su
izlozene ovom metalu putem ishrane bogate pirin¢em i1 kontaminirane vode (Nordberg, 2009). Pacijenti
oboleli od ,,“itai-itai* bolesti imaju ozbiljnu osteomalaciju pracenu viSestrukim prelomima kostiju i
renalnom disfunkcijom (Jarup i drugi, 1998), bolove u ledima i ekstremitetima i teSkoc¢e pri hodanju,
kao i osecaj bola pri pritisku kostiju (Nordberg i drugi, 2002). Nakon ovih podataka o ozbiljnim
intoksikacijama, broj epidemioloskih i eksperimentalnih studija porastao je Sirom sveta kako bi se
okarakterisala toksicnost Cd i kako bi se odredili grani¢ni nivoi izlozenosti ovom metalu koji
predstavlja pretnju po ljudsko zdravlje. Ispitivanjem efekta Cd na hematoloske parametre, pokazano je
da hronic¢no izlaganje ovom metalu dovodi do anemije (Albahary, 1972) i eozinofilije (Valko i drugi,
2005). Etioloske studije pokazale su da Cd ucestvuje u razvoju karcinoma, pa je stoga klasifikovan u
prvu grupu karcinogena od strane Medunarodne agencije za istrazivanje raka (engl. International
Agency for Research on Cancer, IARC) (IARC 1993; Arroyo i drugi, 2012). Tako, kod industrijskih
radnika koji su izlozeni Cd putem inhalacije, postoji povecan rizik za razvoj karcinoma pluca
(Waalkes, 2003), a povezuje se i sa rakom prostate i jetre (Zeng i drugi, 2004). U bubrezima Cd svoje
toksi¢ne efekte ispoljava na dozno-zavistan nacin, nakon dostizanja kriti¢nih vrednosti od 150-200 ppm
ukupnog Cd (Sethi i Khandelwal, 2006; Bernard i Lauwerys, 1986; Bernard, 2004) tj 2 ppm slobodnog
Cd. Rana faza oSteenja bubrega odlikuje se povecanom ekskrecijom B2-mikroglobulina putem urina
(Bernard, 2004), koji je prihvacen kao rani bioloski marker nefrotoksi¢nosti kadmijuma (Prozialeck I
drugi, 2007), dok kasnije moze do¢i do letalnog ishoda usled otkazivanja srca, mozdanog udara,
nefritisa i nefroze (Nishijo i drugi, 2004). Nakon akutnog oralnog unosa, ovaj metal ispoljava svoje
toksiCne efekte na gastrointestinalni trakt, gde izaziva greve u stomaku, povracanje i1 dijareju
(ATSDR, 2012).

Sve vise je podataka o Stetnim efektima Cd na nervni sistem, kao etioloskom faktoru
neuredegenerativnih bolesti poput Alchajmerove i Parkinsonove bolesti (Okuda i drugi, 1997; Jiang i
drugi, 2007). Meta delovanja Cd u CNS-u jesu cerebralni kortikalni neuroni, gde dovodi do njihove
apoptoze (Xu i drugi, 2011; Yuan i drugi, 2013). lako efekat Cd na imunski sistem ljudi nije toliko
ispitivan postoje podaci o njegovom imunostimulatornom efektu na limfocite i imunosupresivnom
efektu na neutrofile ljudi u perifernoj krvi (Ciarrocca 1 drugi, 2015). Dodatno, etioloske studije na
preko 17.000 pacijenata (u periodu 1999-2012) ukazale su da Cd u krvi moze da poveéa podloznost
pojavi hroni¢nih infekcija ljudi virusom hepatitisa B ili bakterijama Helicobacter pylori i Toxoplasma
gondii (Krueger i Wade, 2016), i pokazale povecanje koncentracije interleukina (IL) -1 i interferona
(IFN) -y u serumu ljudi (Yucesoy i drugi, 1997). Nedavna studija pokazala je vezu izmedu nivoa Cd u
krvi 1 psorijjaze (Liaw 1 drugi, 2017), medutim nisu poznati drugi literaturni podaci o
dermatotoksi¢nosti ovog metala.

1.5. Mehanizmi toksi¢nosti kadmijuma

Povezanost izlozenosti Cd sa brojnim zdravstvenim rizicima kod ljudi nametnuli su potrebu za
ispitivanjem mehanizama toksi¢nosti ovog metala. Pokazano je da Cd svoju toksi¢nost moze da ispolji
direktno ili indirektno (Rani i drugi, 2014) i da moze da aktivira kako oste¢ujuce tako i reparacione
procese, ali da je glavni mehanizam njegovog delovanja izazivanje oksidativnog stresa (Ercal i drugi,
2001; Shaikh i drugi, 1999; Cuypers i drugi, 2010). Drugi mehanizmi toksi¢nosti Cd ukljucuju
modulaciju éelijske proliferacije, inhibiciju apoptotskih mehanizama, blokiranje reparacije molekula
DNK (dezoksiribonukleinska kiselina) (Zarros i drugi, 2008) i inflamaciju (Theocharis i drugi, 1991;
Horiguchi i drugi, 2000).

Oksidativni stres predstavlja fenomen izazvan poremecajem balansa izmedu produkcije 1
akumulacije reaktivnih oblika kiseonika (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) unutar ¢elija i tkiva, i
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sposobnosti antioksidativnog sistema da ukloni ovakve reaktivne produkte (Pizzino i drugi, 2017).
Pokazano je da Cd sprecava oksidativnu fosforilaciju i poveéava propustljivost membrane, remeti
homeostazu kalcijuma, natrijuma i kalijuma 1 vodi ka oslobadanju jona gvozda, dovodeci tako
indirektno do povecanja nivoa ROS (Belyaeva i drugi, 2008; Pathak i Khandelwal, 2006; Dorta i drugi,
2003; Yeh i drugi, 2009). Takode, postoji veliki broj molekula antioksidativne zastite unutar celije za
koje moze da se veze ovaj dvovalentni katjon, odnosno za njihove funkcionalne grupe koje sadrze
sumpor, azot ili kiseonik (Klaassen i drugi, 1999), dovodeci tako do povecanja nivoa ROS (Lopez i
drugi, 2006). Prve efekte unutar ¢elije Cd ostvaruje na redukovani glutation (GSH), koji se smatra
glavnim unutarcéelijskim ne-enzimskim molekulom antioksidativne zastite Kkoji ima sposobnost
vezivanja i uklanjanja ROS, reaktivnih oblika azota i drugih reaktivnih vrsta tokom inflamatornih
procesa i metabolizma ksenobiotika (Rahman i drugi, 2005; Haddad i Harb, 2005). Naime, Cd se
vezuje za tiolne grupe GSH molekula (Singhal i drugi, 1987) troseci tako njegove unutarcelijske depoe
Cime stvara oksidativno okruZenje unutar ¢elije. Pored GSH, Cd inhibira aktivnost antioksidativnih
enzima superoksid dismutaze (SOD) i katalaze (CAT) (Rani i drugi, 2014). Krajnji efekat toksi¢nog
delovanja Cd na ¢elije putem oksidativnog stresa, jeste njihova celijska smrt (Kukongviriyapan i drugi,
2016).

Jo§ jedan od nacina indirektnog delovanja Cd jeste indukovanje apoptoze modulacijom aktivnosti
brojnih transkripcionih faktora (TF) osetljivih na oksidativni stres, a koji uc¢estvuju u regulaciji gena
uklju€enih u apoptozu (Watkin i drugi, 2003). Jedan od tih faktora jeste NF-«xB, koji je bitan za balans
izmedu prezivljavanja i smrti éelije, a za koji se in vitro sa visokim afinitetom mogu vezati dvovalentni
katjoni, poput Cd, i inhibirati njegovo vezivanje za DNK (Shumilla i drugi, 1998).

1.6. Efekat kadmijuma na imunski sistem

Kadmijum deluje na razli¢ite komponente imunskog sistema i1 procese u kojima one ucestvuju, pa
je stoga u ovom delu dat kratak pregled principa funkcionisanja imunskog sistema.

1.6.1. Komponente i funkcije imunskog sistema

Imunski sistem €ini skup ¢elija, tkiva i molekula (Abbas i1 drugi, 2014a) ¢ija je osnovna funkcija
zastita tkiva koja su u neposrednom kontaktu sa spoljaSnjom sredinom (koze, respiratornih puteva,
intestinalnog trakta i drugih graniénih tkiva) koja su stoga izlozena stranim antigenima,
mikroorganizmima i njihovim toksinima. Celije imunskog sistema zajedno sa drugim potpornim
(neimunskim) ¢elijama grade limfna tkiva koja se mogu podeliti na primarna (kostna srZ i timus), u
kojima dolazi do nastanka 1 funkcionalnog sazrevanja limfocita, 1 sekundarna (slezina, limfni ¢vorovi 1
limfno tkivo vezano za mukozu), u kojima dolazi do interakcije limfocita sa drugim
imunskim/nelimfoidnim ¢elijama i razvoja adekvatnog imunskog odgovora na razliite antigene
(Abbas i drugi, 2014b). Ovaj sistem ima dve linije odbrane, urodenu (prirodnu, nativnu) i adaptivnu
(steCenu) imunost. Urodena imunost predstavlja prvu liniju odbrane od patogena i toksina, ili prilikom
tkivnog oStecenja, nezavisna je od antigena (ne-specifi¢na) i uspostavlja se u roku od nekoliko sati
nakon susreta sa antigenom. Brojne celije su uklju¢ene u ovaj tip imunskog odgovora, ukljucujuci
¢elije mononuklearnog fagocitnog sistema, mast celije, neutrofilne, bazofilne i eozinofilne leukocite i
limfoidne celije urodene imunosti (ILC), kao S§to su c¢elije prirodne ubice (engl. Natural killer, NK)
(Abbas i drugi, 2014c). Kako ¢elije urodenog sistema nemaju svojstvo memorije, urodena imunost na
svaki ponovni susret sa antigenom odgovara na isti nacin. Sa druge strane, adaptivni imunski odgovor
Je antigen-specifican i njegovi mehanizmi se uspostavljaju i prilagodavaju (adaptiraju) antigenu ¢ime se
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postize/sti¢e specifinost za antigen, pa je neophodan odredeni vremenski period od susreta sa
antigenom do postizanja adekvatnog i maksimalnog imunskog odgovora. Postoje dva tipa adaptivnog
imunskog odgovora koji su posredovani T (celularna imunost) i B limfocitima (humoralna imunost)
(Abbas i drugi, 2014b), ¢elijama koje poseduju jedinstvenu sposobnost memorije. Naime, nakon
uklanjanja infekcije vec¢ina efektorskih ¢elija (T 1 B limfocita) umire i uklanja se procesom fagocitoze,
dok se mali broj ovih ¢elija zadrzava u vidu memorijskih ¢elija od kojih jedna kategorija (efektorske
memorijske c¢elije) obezbeduje znatno brzi i jaci odgovor prilikom ponovnog susreta sa istim
antigenom (Bonilla i Oettgen, 2010; Janeway i drugi, 2001a). Urodena i adaptivna imunost medusobno
se ne iskljuCuju, ve¢ ostvaruju saradnju prilikom odbrane domacina, tako $to urodena daje ,,instrukcije*
adaptivnom, koji kao efektorske koristi komponente i mehanizme urodene imunosti (Turvey i Broide,
2010; Bonilla i Oettgen, 2010; Janeway i drugi, 2001a).

1.6.1.1. Urodena imunost

Prva linija odbrane urodene imunosti posredovana je anatomskim (epitelne ¢elije koze i mukoze)
1 fizioloSkim (temperatura, niska pH i hemijski medijatori) barijerama, prirodnim antibioticima i
imunskim c¢elijama epitela (Abbas i drugi, 2014b; Warrington i drugi, 2011). Ukoliko patogen uspe da
prodre kroz prvu liniju odbrane, bi¢e prepoznat od strane ¢elija urodenog imuniteta preko receptora za
prepoznavanje obrazaca (engl. Pattern Recognition Receptors, PRRs), koji imaju sposobnost da vezu
evolutivno konzervirane komponente mikroorganizama nazvane molekulski obrasci asocirani sa
patogenima (engl. Pathogen Aassociated Molecular Patterns, PAMPs) (Janeway i drugi, 2001b).
Najzastupljeniji 1 najbolje prouceni PRR jesu receptori sli¢ni Toll proteinu (engl. Toll like receptors,
TLRs), koji mogu biti povrsinski (TLR 1, 2, 4, 5, 6) i sluze za prepoznavanje celijskih komponenti
bakterija i nekih vrusa, gljiva i parazita, ili unutarcelijski (TLR 3, 7, 8, 9) koji prepoznaju nukleinske
kiseline virusa 1 fagocitovanih bakterija. Unutar Celije se, pored TLR receptora, nalaze CARD (engl.
Caspase Activation and Recruitment Domain) receptori za prepoznavanje RNK virusa, i NLR (engl.
NOD /Nucleotide Oligomerization Domain-containing protein/-like receptors) receptori koji
prepoznaju bakterijske peptidoglikane (Kataranovski i drugi, 2012). Celije urodenog imuniteta
prepoznaju i molekulske obrasce oStecenja domacina (engl. Danger Associated Molecular Patterns,
DAMPs) poput molekula DNK, RNK, HMGB1 (engl. High-Mobility Group Box 1) proteina, kalcijum-
vezuju¢ih S100 proteina, proteina toplotnog Soka (eng. Heat shock proteins, HSPs), 1 drugih molekula
koji se oslobadaju iz o$te¢enih ili umirucih Celija i pokrecu proces ,,sterilne (neinfektivne) inflamacije
(Janeway i drugi, 2001b; Kataranovski i drugi, 2012; Roh i Sohn, 2018).

Primarna funkcija sistema urodenog imuniteta jeste privlacenje imunskih ¢elija na mesto
infekcije ili inflamacije, produkcijom medijatora zapaljenja citokina i molekula sa hemotatktickim
svojstvima. Oni omogucavaju aktivaciju sistema komplementa, biohemijsku kaskadu koja ima zadatak
u prepoznavanju i1 osponizaciji (oblaganju) stranih antigena, nakon ¢ega ovi antigeni podlezu procesu
fagocitoze (Turvey i Broide, 2010; Bonilla i Oettgen, 2010; Janeway i drugi, 2001b). Prve imunske
¢elije koje ostvaruju fizicki kontakt sa patogenom jesu makrofagi (MF) i neutrofilni leukociti, fagocitne
¢elije koji vrSe fagocitozu mikroorganizama. Naime, patogen se okruzuje membranom fagocita,
formira se fagozom koji se spaja sa lizozomalnim granulama neutrofila i MF i nastaje fagolizozom. U
fagolizozomu, oslobadanjem lizozomalnih proteina poput mijeloperoksidaze (MPO) neutrofila
(Klebanoff, 2005), dolazi do unistavanja patogena (Janeway i drugi, 2001c). Pored uloge u fagocitozi,
MF mogu da deluju kao antigen-prezentujuce ¢elije (APC) i da prezentuju antigene T éelijama (Turvey
i Broide, 2010). Kao i prethodna dva tipa éelija, dendriti¢ne ¢elije (DC) imaju sposobnost fagocitoze
mikroorganizama, ¢ije delove, nakon obrade prezentuju T celijama. Zahvaljujuci svojoj aktivnosti
antigen-prezentujuéih éelija (APC) deluju kao posrednici izmedu urodene i adaptivne imunosti. Mast

8



¢elije, bazofili i eozinofili imaju ulogu u akutnim inflamatornim procesima poput onih u astmi i
alergiji. Naime, mast Celije i bazofili eksprimiraju visokoafinitetne receptore (FceRI) za konstanti
region (Fc) imunoglobulina E (IgE) ¢ijom aktivacijom se pokreé¢e degranulacija i oslobadanje Sirokog
spektra citokina i biohemijskih medijatora i razvija se inflamacija, u kojoj kao centralne efektorske
¢elije deluju sva tri tipa ¢elija (Janeway i drugi, 2001c). Pored toga, mast Celije, bazofili i eozinofili
zahvaljujuéi produkciji molekula sa sposobnos$cu razaranja tegumenta, obezbeduju i zastitu od parazita
(helminata) koji su previse veliki da bi bili fagocitovani (Stone i drugi, 2010). Ulogu u odbacivanju
tumora i uniStavanju Celija koje su inficirane virusima imaju NK C¢elije, koje dovode do apoptoze
inficiranih ¢elija oslobadanjem perforina i granzima iz svojih granula (Brandstadter i Yang, 2011).

U odgovoru na tkivnu povredu, izazvanu infekcijom (prodorom mikroorganizama), fizickim
stimulusom, hemijskim agensom itd., ¢elijske i solubilne komponente urodene imunosti uspostavljaju
zapaljenjski odgovor, zastitni odgovor organizma na povredu sa ciljem eliminacije agenasa koji su
doveli do povrede, spreCavanja oSteCenja tkiva i/ili zapoinjanja procesa reparacije i obnavljanja
fizioloskih funkcija tkiva ili organa pogodenih inflamatornim procesom (Das, 2011).

1.6.1.2. Adaptivna imunost

Ukoliko odgovor posredovan urodenom imuno$¢u nije dovoljan za eliminaciju infektivnih
agenasa, aktivira se adaptivna imunost, ¢ije su osnovne funkcije razlikovanje “stranih” od “sopstvenih”
antigena, nastanak imunoloskih efektorskih puteva specifi¢nih za patogene i eliminacija specifi¢nih
patogena ili ¢elija inficiranih patogenima i nastanak memorije (Bonilla i Oettgen, 2010). U kostnoj srzi,
od hematopoetskih mati¢nih ¢elija, nastaju T celije koje nakon migracije u timus potpuno sazrevaju.
Ove ¢elije iskazuju na svojoj membrani T-éelijski receptor (TCR) i za svoju aktivaciju zahtevaju
pomoé DC-a, ali ponekad i MF-a, B limfocita, fibroblasta i epitelnih ¢elija kao neprofesionalnih APC-
a. Na svojoj povrsini APC eksprimiraju povrsinske proteine, MHC molekule, koji su klasifikovani u
dve klase kao MHC molekuli prve klase (MHC 1) koji se eksprimiraju na svim ¢éelijama sa jedrom, i
MHC molekuli druge klase (MHC II) eksprimirani samo na odredenim tipovima ¢elija, poput DC, MF i
B limfocita. Nakon obrade proteinskih antigena od strane APC-a dolazi do prikazivanja antigenskih
peptida na svojoj povrsini, u sklopu MHC molekula I klase kada je re¢ o endogenim (unutarcelijskim)
peptidima ili MHC molekula II klase u slucaju egzogenih (vancelijskih) peptida (Bonilla i Oettgen,
2010). Uz angazovanje kostimulatornih i adhezivnih molekula u okviru imunoloske sinapse u zoni
kontakta APC i T limfocita, dolazi do aktivacije odredenih subpopulacija T éelija, u zavisnosti od klase
MHC molekula. Citotoksi¢ne T ¢elije (Tc, prevashodno CD8") aktiviraju se interakcijom sa MHC |
molekulima na ciljnim ¢elijama (koje su inficirane stranim agensima ili maligno i hemijskim putem
transformisane) i uklju¢ene su u njihovo unistavanje. Nakon aktivacije CD8" T ¢elija, dolazi do njihove
klonske ekspanzije, oslobadanja perforina i granzima, i posledi¢nog liziranja ciljnih ¢elija. Pomo¢nicke
T ¢elije (Tw, CD4") imaju ulogu u uspostavljanju i pove¢anju obima imunskog odgovora i odredivanju
adekvatnog odgovora, tako $to usmeravaju druge celije ka njihovim specificnim funkcijama. T ¢elije
su pod restrikcijom MHC molekula druge klase, nakon ¢ega oslobadaju citokine koji uticu na mnoge
tipove Celija, ukljuéujuéi i APC koje ih aktiviraju po ¢emu su i funkcionalno podeljene u nekoliko
podklasa. Thl pomocéni¢ke T celije karakteriSsu se produkcijom IFN-y, koji aktivira baktericidne
aktivnosti MF i obezbeduje odbranu od unutarcelijskih patogena. Produkcijom IL-4, IL-5 i IL-13
karakteriSe se TH2 odgovor, ukljuéen u aktivaciju i/ili regrutovanje B limfocita, koji produkuju IgE
antitela, mast celija 1 eozinofila, u€estvuju¢i tako u inflamatornim procesima astme i alergijskim
reakcijama. Pored ove dve klase T ¢elija, postoje i TH17 T ¢elije koje produkuju citokine poput IL-17 i
IL-22, i imaju ulogu u inflamaciji tkiva i aktivaciji neutrofila u odogovoru na vancelijske patogene
(Abbas i drugi, 2014d). Iako veéina efektorskih CD4" i CD8" T ¢elija umire apoptozom nakon
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uklanjanja infektivnog agensa, jedan mali deo ovih Celija prezivljava i naseljava periferna tkiva kao
memorijske T ¢éelije. U odgovoru na antigene, memorijske T ¢elije mogu mnogo brze da proliferisu u
poredenju sa naivnim (prvi put se surecu sa odredenim antigenom) T cCelijama 1 da dovedu do
produkcije citokina i nastanka efektorskih celija (Gebhardt i drugi, 2011; Pepper i Jenkins, 2011;
Marshall i drugi, 2011; Hale i drugi, 2013; Pepper i drugi, 2011). Jo§ jedna subpopulacija CD4" T
¢elija jesu regulatorne T (Treg) ¢elije zaduzene za odrzavanje tolerance na sopstvene antigene,
zavrSetak (kontrakciju) imunskog odgovora i ograni¢avanje Stetnih imunskih odgovora na sopstvene i
strane antigene (Sakaguchi i drugi, 2008). Naime, Treg ¢elije mogu da suprimiraju proliferaciju naivnih
T ¢elija 1 njihovu diferencijaciju u efektorske ¢elije, kao i da suprimiraju efektorske aktivnosti T celija,
NKT ¢elija, B limfocita, MF-a i DC-a (von Boehmer, 2005; Shevach, 2006; Miyara and Sakaguchi,
2007; Tang i Bluestone, 2008) oslobadanjem imunosupresivnih citokina (IL-10, IL-35 i TGF-p)
(Lafaille, 1998), direktnim celijskim kontaktom sa ciljnim c¢elijama 1 funkcionalnim
modifikacijama/ubijanjem ¢elija (Read i drugi, 2000; Pandiyan i drugi, 2007; Tang i Bluestone, 2008).

Adaptivna imunost pored T ¢elija posredovana je i B ¢elijama, jedinim ¢elijama koje poseduju
sposobnost produkcije antitela. Ove Celije nastaju i funkcionalno sazrevaju u kostnoj srzi, dok su kao
zrele celije uglavnom lokalizovane u limfnim folikulima sekundarnih limfnih organa. Nakon aktivacije
antigenom (proteinskim ili neproteinskim) dolazi do njihove proliferacije i diferencijacije u efektorske
(plazma) c¢elije koje luCe antitela sa razlicitim efektorskim funkcijama poput IgM (aktivacija
komplementa), IgG (aktivacija fagocita, komplementa i neonatalne imunosti), IgE (odbrana od
helminata) i IgA (mukozna imunost) (Abbas, 2014e).

1.6.2. Imunotoksi¢nost kadmijuma

Toksicni efekti Cd na imunski sistem prepoznati su krajem 20. veka, nakon etioloskih studija
(Descotes, 1992; Stelzer i Pazdernik, 1983; Bernier i drugi, 1995). U zavisnosti od kori§¢enog
eksperimentalnog sistema (in vivo ili in vitro), puta njegove primene, kori§¢ene vrste (Covek ili
eksperimentalne zivotinje) i perioda izlaganja (akutno, subhroni¢no, hroni¢no), kao i vrste ispitivanog
tkiva ili ¢elije, ovaj metal moze da dovede do razli¢itih efekata na imunski sistem (Olszowski i drugi,
2012). Kako je produkcija citokina i hemokina regulisana je od strane NF-xB i AP-1 (Daffada i drugi,
1994), transkripcionih faktora koji su redoks-senzitivni, sugerise se da Cd promenom c¢elijskog redoks
statusa moze indirektno da indukuje ekspresiju proinflamatornih citokina i hemokina (Dong i drugi,
1998). Medutim, pored imunostimulatornih, pokazano je da Cd moze da ispolji i imunosupresivne
efekte.

Diferencijalni efekat Cd pokazan je kod ljudi koji su profesionalno izlozeni ovom metalu, usled
povecanja broja limfocita, a smanjenja broja neutrofila u perifernoj krvi (Ciarrocca i drugi, 2015). Da
efekat Cd =zavisi od ispitivane Ccelijske funkcije, pokazano je u in vitro studijama na
polimorfonuklearnim celijama periferne krvi ljudi, gde je Cd povecao oksidativnu aktivnost (Amoruso
i drugi, 1982; Zhong i drugi, 1990) i adheziju ovih ¢elija, dok je sa druge strane ispoljio inhibitorni
efekat na sposobnost ovih ¢elija da vrSe fagocitozu (Baginski, 1985). Da efekat Cd zavisi i od doze,
pokazano je u in vitro studijama nakon izlaganja ¢elijske linije makrogafa misa (RAW264.7) niskoj
dozi Cd (0.1 uM) u trajanju od 90 min i 120 min, gde je doslo do aktivacije ovih ¢elija i produkcije
TNF-a (Garcia-Mendoza i drugi, 2019), dok je primena vise doze Cd (3 uM), uz duzi period izlaganja
ovom metalu (24h), doveo do pada u produkciji TNF-a, IL-1a i IL-1p (Jin i drugi, 2016). Inhibitorni
efekat Cd pokazan je i na MC/9 ¢elijskoj liniji mast ¢elija (smanjena produkcija TNF-a i oslobadanje
histamina) (Garcia-Mendoza i drugi, 2019). Da efekat Cd zavisi od doze, pokazano je i in vivo, nakon
oralnog unosa ovog metala u formi CdCl. u trajanju od mesec dana. Nize doze (5 i 10 ppm) Cd dovele
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su do smanjenja, a vise doze (25, 50 i 100 ppm) do povecanja broja B i T ¢elija u perifernoj krvi
pacova (Lafuente i drugi, 2004).

Nakon akutne primene kadmijuma (intraperitonealno) kod pacova uspostavlja se zapaljenjska
reakcija na sistemskom nivou koju karakteriSe povecanje broja granulocita u krvi i povecane
koncentracije proinflamatornih citokina (IL-6 i TNF-a) u plazmi (Kataranovski i drugi, 1998).
Medutim, smanjenje broja limfocita u perifernoj krvi pacova u istom modelu akutne intoksikacije
(Kataranovski i drugi, 1998) ukazalo je na imunosupresivni potencijal Cd. Sa druge strane, in vivo
studija pokazala je da akutni tretman subletalnom dozom (1 mg/kg) Cd vodi ka povecanju gena za IL-
1B, a smanjenja za TNF-a, IL-6, IFN-y i IL-17 (Djokic i drugi, 2015) u mononuklearnim ¢elijama
preiferne krvi, a sa druge strane do pada nivoa iRNK za IL-1p, TNF-a i IL-6 u granulocitima periferne
krvi (uz povecanje produkcije TNF-a), uz povecanu aktivnost mijeloperoksidaza (MPO) i oslobadanje
ROS i NO od strane ovih ¢elija (Djokic i drugi, 2014). Inhibiija produkcije proinflamatornih citokina
(IL-1B) (Marth i drugi, 2001; Theocharis i drugi, 1994), TNF-o (Boscolo i drugi, 2005; Marth i drugi,
2001), i IFN-y (Boscolo i drugi, 2005) pokazan je 24h nakon izlaganja Cd (> 10° M). Ipak,
diferencijalni efekat Cd na produkciju nekih od ovih citokina (povec¢anje TNF-a, a izostanak efekta na
IFN-y) od strane monocita periferne krvi, takode je zapazen (Maria i drugi, 2000). Povecéanje
produkcije IL-8 i IL-6 uocen je nakon ex vivo izlaganja ovih ¢elija Cd (Horiguchi i drugi, 1993).

Kadmijum putem cirkulacije dospeva u ostala tkiva i organe, pre svega do jetre i bubrega. Studije
akutne hepatotoksicnosti Cd kod laboratorijskih sojeva pacova i miSeva pokazale su da u oSte¢enom
tkivu jetre dolazi do infiltracije inflamatornih ¢elija, ve¢inom neutrofila, (Hoffmann i drugi, 1975;
Dudley i drugi, 1982; Theocharis i drugi, 1991), kao i ekspresije brojnih gena za akutno-fazne proteine
I inflamatorne citokine, u prvom redu TNF-a (Kayama i drugi, 1995a), i hemokine (Rikans i Yamano,
2000. Tretman BNLCL.2 ¢elija jetre sa CdCl> (10 uM) dovodi do poveéanja ekspresije IL-6 (Lee i
Lim, 2011). Povecan inflamatorni odgovor ¢elija bubrega nakon primene Cd, zapaZen je u in Vivo
(povecanje IL-6 i TNF-a) (Kayama i drugi, 1995b) i in vitro (povecanje IL-6 i IL-8) studijama
(Rajendran i drugi, 2016).

Osim u jetri i bubrezima, kao primarnim ciljnim organima, Cd se deponuje i u slezini (Ohsawa i
drugi, 1986) i znacajan broj studija je ispitivao njegove efekte na imunske odgovore u ovom organu.
Subhroni¢no (10 nedelja) oralno izlaganje pacova Cd (32 ppm), dovelo je do smanjenja broja celija
slezine 1 do blagog porasta broja Treg ¢elija, kao 1 povecane produkcije IFN-y 1 IL-10 od strane T ¢elija
(Turley i drugi, 2019). Takode, podaci in vivo su pokazali porast (Malavé i de Ruffino, 1984; Ohsawa i
drugi, 1986), smanjenje (Dan i drugi, 2000; Pathak i Khandelwal, 2007) ili izostanak efekta (Muller i
drugi, 1979) Cd na odgovore B ¢elija i promenu broja i podtipova T Celija u slezini. Istrazivanja in vitro
su ukazala na supresiju odgovra T Celija kao odgovor na Cd (DeGagné i drugi, 2006; Feng i drugi,
2001; Pathak i Khandelwal, 2008). U radu Demenesku i drugi (2014) akutni tretman Cd doveo je do
porasta urodeno imunskih aktivnosti ¢elija slezine (porast IL-1B, IL-6, TNF-a i NO, kao i povecanje
aktivnosti MPO usled infiltracije neutrofilnih leukocita), uz smanjenje proliferacije T limfocita i
produkcije IFN-y (Demenesku i drugi, 2014), $to pokazuje kompleksnost imunomodulatornih efekata
Cd.

Da Cd ostvaruje imunotoksi¢ni efekat i na distalna tkiva, poput pluca, pokazala je i studija gde je
akutna primena ovog metala (0.5 mg/kg and 1.0 mg/kg) povecala broj neutrofila i aktivirala odgovor
¢elija pluca (redukcija NBT, povecanje MPO i IL-6 (Kataranovski i drugi, 2009). Sa druge strane,
hroni¢na primena Cd (5 ppm i 50 ppm) povecala je inflamatorni odgovor analiziran u homogenatima
pluca, kao i na nivou izolovanih ¢elija ovog tkiva (povec¢anje MPO i IFN-y) (Kulas i drugi, 2019).

Imunotoksi¢nost Cd ispitana je i na crevni imunski sistem, pre svega in vitro studijama na Caco-2
¢elijskoj liniji, gde je zapazen proinflamatorni efekat Cd putem stimulacije produkcije 1L-8 (Hyun i
drugi, 2007). Negativan uticaj Cd na crevo pokazan je u studiji Breton i drugi (2013) gde je oralni unos
metala smanjio ekspresiju gena za proinflamatorne (IL-1p, TNF i IFN-y) i antiinflamatorne (IL-10 i
TGF-B) citokine u duodenumu misa. Sa druge strane, oSte¢enje tkiva i intestinalna inflamacija zapazeni
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su nakon oralnog unosa Cd (5 ppm i 50 ppm) kod pacova, sude¢i po promenama u homogenatima
creva (poveéanje HMGBI1, SOD, CAT, TNF-a, IL-1pB, IFN-y i IL-17) i mezenteri¢nim LC (povecanje
IL-1pB, IFN-y i IL-17, uz smanjenje 1L-10) (Ninkov i drugi, 2015).

1.7. Imunski sistem koze

Kao primarna granica izmedu organizma 1 spoljaSnjeg okruzenja, koza obezbeduje prvu liniju
odbrane od patogenih mikroorganizama, fizickih i hemijskih ¢inilaca, ne samo kao fizi¢ka barijera ve¢ i
kao aktivni imunski organ (Guttman-Yassky i drugi, 2019). Dva glavna odeljka koZe jesu epiderm
(povrsinski sloj) i derm (srednji sloj), dok treéi sloj ¢ini potkozno masno tkivo. U epidermu se, pored
keratinocita kao najzastupljenijih celija ovog sloja (preko 90 %) (McGrath i drugi, 2004) nalaze i
melanociti, Langerhansove éelije (LC) i T celije. Derm je anatomski komplikovaniji, sa veéom
éelijskom raznovrsnoséu i ¢ine ga fibroblasti, DC, MF, NKT ¢elije, mast ¢elije i razli¢ite subpopulacije
T celija (Slika 2) (Nestle i drugi, 2009). Ovaj sloj koze drenira se limfnim i vaskularnim krvnim
sudovima kojima je omogucena kretanje ¢elija koje imaju sposobnost migracije (Nickoloff, 2019).
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Slika 2. Grada koZe i efektorske ¢elije (Modifikovano prema Nestle i drugi, 2009)

1.7.1. Barijerna funkcija koze

Barijerna funkcija koZe uglavnom je posredovana ¢elijama stratifikovanog sloja epiderma koze,
keratinocitima, zahvaljuju¢i tesnim vezama koje formiraju i adhezionim molekulima (Kubo i drugi,
2013), kao 1 lipidnom omotacu koji povecava njihovu ¢vrstinu (Madison, 2003) i fizicki sprecava
prolazak toksi¢nih agenasa 1 mikroorganizama kroz koZzu, transepidermni gubitak vode 1 dehidrataciju
koze (Kubo i drugi, 2013; Nestle i drugi, 2009; Brandner i drugi, 2002). Jo$ jedan vid zastite koze
predstavlja produkcija antimikrobnih peptida (AMP) i lipida kao Sto su defenzini i1 katelicidini
(Niyonsaba i drugi, 2017; Niyonsaba i drugi, 2006; van Smeden i Bouwstra, 2016), koji, osim uloge u
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direktnoj eliminaciji mikroorganizama, imaju i sposobnost da moduliSsu imunski odgovor (Davidson i
drugi, 2004). U najvecoj meri ih produkuju keratinociti, ali i éelije derma poput fibroblasta, DC,
monocita i makrofaga (MF), ¢elija znojnih i sebaceoznih Zlezda (Niyonsaba i drugi, 2017; Niyonsaba i
drugi, 2006). Kao jos§ jedan vid zastite, koza poseduje i receptore za hemijske signale, poput aril-
ugljovodoni¢nog receptora (Aryl Hydrocarbon Receptor, AHR) (Schmidt i Bradfield, 1996; Romani i
drugi, 2010) koji se eksprimira u epidermnim i dermnim c¢elijama koze (Frericks i drugi, 2007), gde
nakon vezivanja za ligand pokrece transkripciju gena koji sadrze elemente koji omogucavaju odgovor
na ksenobiotike (engl. AHR Xenobiotic Responsive Elements, XRES) u svojim promotorima (Abel i
Haarmann-Stemmann, 2010; Schmidt i Bradfield, 1996). Dodatno, pokazano je da eksprimiranje ovog
receptora na keratinocitima doprinosi spre¢avanju transepidermnog gubitka vode (Haas i drugi, 2016).

1.7.2. Struktura i imunske celije epiderma

Epiderm grade cCetiri sloja: stratum basale (bazalni sloj), stratum spinosum (spinozni sloj),
stratum granulosum (granulozni sloj) i stratum corneum (rozni sloj) (Slika 2). Najdublji sloj epiderma,
stratum basale, odgovoran je za kontinuirano obnavljanje ¢éelija i sastoji se samo od jednog sloja
nediferenciranih keratinocita koji imaju sposobnost kontinuiranog umnozavanja (Nestle 1 drugi, 2009).
Bazalni keratinociti nakon diferencijacije migriraju u slede¢i gornji sloj, stratum spinosum, gde
zapoc€inju proces sazrevanja tokom kojeg menjaju svoju formu, prelaze iz stubicastog u poligonalni
oblik i po¢inju da sintetiSu keratin. Keratinociti tre¢eg sloja epiderma, stratum granulosum, karakterisu
se tamnim nakupinama citoplazmatskog materijala (engl. dark clumps) i aktivno produkuju keratin i
lipide. Kao krajnji produkt sazrevanja keratinocita, nastaje stratum corneum, spoljasnji sloj epiderma
gde se nalaze terminalno diferencirani keratinociti (korneocite) (Hsu i drugi, 2014), mrtve celije
poreklom od keratinocita bazalnog sloja koje ne poseduju organele (Proksch i drugi, 2008).

Iako keratinociti, zajedno sa fibroblastima, ne pripadaju imunskim celijama, one imaju
sposobnost da sa njima interaguju, da prepoznaju patogene i stoga posreduju u imunskim odgovorima
gde diskriminiSu bezopasne, komensalne organizme od $tetnih patogena (Nguyen i1 Soulika, 2019). Kao
i druge eukariotske cCelije, keratinociti prepoznaju produkte mikroorganizama pomocu svojih PRR-ova
(Bitschar i drugi, 2017) i pokazano je da ove ¢elije eksprimiraju kako povrSinske (TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5 i TLR6) tako i unutarcelijske (TLR3 i TLR9) TLR (Lebre i drugi, 2007), kao i NLR receptore
pomocu kojih mogu da prepoznaju PAMP i DAMP. Ekspresija TLR na keratinocitima klju¢na je za
zapocinjanje imunskog odgovora koze, s obzirom da aktivacija ovih receptora na humanim
keratinocitima vodi predominantno ka TH1-tipu imunskog odgovora i produkciji IFN-a tip 1 (Miller i
Modlin, 2007). Aktivacijom ovih receptora dolazi do sklapanja inflamazoma, koga ¢ine NLR,
adaptorski protein ASC (engl. Apoptosis associated Speck-like protein containing a Caspase
recruitment domain) i pro-kaspaza 1, ¢iji je rezultat obrada pro-IL-18 i stvaranja bioloSki aktivnih
formi ovih citokina (Martinon i drugi, 2009). Do aktivacije inflamazoma u keratinocitima dolazi i pod
delovanjem ultravioletnog (UV) zracenja kod ljudi (Feldmeyer 1 drugi, 2007; Keller 1 drugi, 2008) 1
nakon dermalnog kontakta sa haptenima (kontaktni alergeni) (Watanabe i drugi, 2007). Studije su
pokazale da keratinociti mogu da deluju kao neprofesionalne APC, usled ekspresije MHC II molekula,
(Nickoloff i Turka, 1994), da obrade i prezentuju peptidne antigene memorijskim CD4" i CD8" T
¢elijama 1 da aktiviraju funkcionalne odgovore u njima (Black i drugi, 2007). Pored svoje uloge u
prezentaciji antigena, keratinociti produkuju Sirok spekatar imunoregulatornih proteina, citokina i
hemokina koji doprinose efikasnom imunskom odgovoru koze. Privlacenje ¢Celija u kozu od strane
keratinocita odigrava se putem hemokina, CCL20 za LC (Dieu-Nosjean i drugi, 2000), CCL20,
CXCL9, CXCLI10 1 CXCLI11 za efektorske T ¢elije 1 CXCLS8, hemoatraktanta neutrofila (Albanesi 1
drugi, 2005). Keratinociti konstitutivno, ili nakon aktivacije, produkuju proinflamatorne (IFN-a, -B, -v,
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IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, 1L-12, IL-17, IL-18, IL-23, TNF-a), kao i antiinflamatorne/regulatorne (I1L-4,
IL-5, IL-7, IL-10, IL-13, IL-15, 1L-33) citokine (Slika 3) (Albanesi i drugi, 2005; Grone, 2002; Noske,
2018). Produkcija citokina od strane keratinocita uti¢e na migraciju inflamatornih ¢elija kao 1 na
proliferaciju i diferencijaciju samih keratinocita (Grone, 2002).
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Slika 3. Produkcija citokina od strane keratinocita

Pored keratinocita, specijalizovane éelije epiderma &ine Langerhansove celije (LC) kao glavne
rezidentne imunske éelije koZe, poreklom iz kostne srzi, koje funkcionisu kao profesionalne APC.
Studije na midevima pokazale su da su LC preko EpCAM (engl. Epithelial Cell Adhesion Molecule,
CD326) ¢vrsto vezane za E-kadherine iskazane na povrSini epidermih ¢elija, tokom homeostaze. Nakon
aktivacije keratinocita putem PAMP ili DAMP, povecava se ekspresija kostimulatornih molekula,
raskidaju se veze izmedu E-kadherina i EpCAM i LC migriraju u drenirajuée limfne &vorove (dLC)
koze (Deckers i1 drugi, 2018; Choi i drugi, 2018; Mayumi i drugi, 2013). Tamo ¢e LC prezentovati
obradene antigene naivnim CD8" i CD4" T ¢elijama (zahvaljujuéi ekpresiji MHC I tj MHC II
molekula, redom) (Hunger i drugi, 2004) i obezbedi¢e im i signale (IL-12, 1L23) neophodne za
nastanak specifi¢nih subpopulacija T éelija. Na ovaj na¢in LC obezbeduju razvoj adekvatnog imunskog
odgovora, specificno usmerenog ka ciljnom patogenu (Romani i drugi, 2010).

Pokazano je da zdrava koza sadrzi vise od 2x10%° rezidentnih T éelija, $to je dvostruko vise u
odnosu na broj T ¢elija u krvi (Clark i drugi, 2006). U epidermu se uglavnom nalaze citotoksicne
(CD8") T ¢elije, rasporedene u bazalnom i suprabazalnom sloju keratinocita, blizu LC (Foster i drugi,
1990). Pokazano je da se radi o memorijskim ¢elijama, koje su strateski rasporedene kao prva linija
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odbrane nakon ponovnog izlaganja istom antigenu (Boyman i drugi, 2007).

U kozi se nalazi subpopulacija Treg éelija usled njihovih interakcija sa LC i dermalnim DC
(dDC), usled &ega su lokalizovane i u epidermu i u dermu koZe. Migracija Treg ¢elija u kozu vri se
tokom neonatalnog perioda zahvaljujuci ekspresiji CCR4, CD103, i koznog limfocitnog antigena (engl.
Cutaneous lymphocyte antigen, CLA) (Ali i drugi, 2017) i kod adultnih jedinki ljudi pokazano da ove
Celije ¢ine ¢ak 20 % rezidentnih CD4" T ¢elija koze (Wolff i drugi, 2012). Nakon povrede, u epidermu
dolazi do akumulacije Treg ¢elija koje visoko eksprimiraju receptor epidermalnog faktora rasta (engl.
Epidermal growth factor receptor), gde ucestvuju u zarastanju rane i reepitelizaciji tkiva aktivacijom
MF (Nosbaum i drugi, 2016).

Pored konvencionalnih T Celija, epiderm u manjem broju naseljavaju i nekonvencionalne T
¢elije, poput yo T celija (1-10%). Ovoj grupi ¢elija pripadaju DETC (engl. Dendritic Epidermal T
Cells) koje imaju ulogu u regulaciji homeostaze epiderma (Jameson i drugi, 2004; Sharp i drugi, 2005)
usled njihovog bliskog fizickog kontaka sa keratinocitima (Matsue i1 drugi, 1993). Aktivirane DETC
produkuju IL-2, IL-3, GM-CSF, IFN-y i TNF-a, kao i IL-17A za koji je pokazano da ima ulogu i u
zarastanju rane (MacLeod i drugi, 2013).

1.7.3. Struktura i imunske ¢elije derma

Za razliku od epiderma, u dermu su veéinom lokalizovane CD4" T Celije, grupisane oko
postkapilarnih venula, ispod granice epiderma i derma. Tokom razli¢itih inflamatornih bolesti koze
detektovana su sve tri subpopulacije ovih ¢elija (TH1, Th2, Th17) u dermu. Nakon infekcije koze sa
unutarcelijskim patogenima aktiviraju se THl ¢elije koje produkuju IFN-y i aktiviraju MF kako bi se
uklonila infekcija, dok se Tw2 odgovor i produkcija IL-4 i IL-13 pre svega, povezuju sa atopijskim
dermatitisom. TH17 ¢elije i njihova produkcija IL-17 se povezuju u poslednje vreme sa psorijazom
(Marinoni i drugi, 2014) i atopijskim dermatitisom, a smatra se i da su esencijalne za prvu liniju
odbrane od infekcija bakterijama 1 gljivama (Weaver i drugi, 2007). 1z koze pacijenata obolelih od
atopijskog dermatitisa, izolovana je jo$ jedna subpopulacija cirkuliSu¢ih T ¢elija, Th22 celije, koje
imaju potencijal da migriraju u kozu i da produkuju IL-22, ali ne i IL-17 ili IFN-y (Nograles i drugi,
2009).

NKT éelije eksprimiraju ap TCR sa ograni¢enim repertoarom i imaju sposobnost prepoznavanja
lipidnih antigena (Wolf i drugi, 2015; Godfrey i drugi, 2000), i kod ljudi u ranoj fazi aktivacije
produkuju i Twl i Th2 citokine, dok tokom kasnije faze aktivacije predominantno produkuju
proinflamatorne citokine IFN-y i TNF-o. Pored uloge ovih ¢elija u odbrani od tumora i alergija,
pokazano je da imaju aktivhu ulogu u bolestima koze, poput kontaktne preosetljivosti, atopijskog
dermatitisa i psorijaze (Balato i drugi, 2009).

Iako su u vecoj meri zastupljene u epidermu, yd T Celije nalaze se i u dermu (2-9%) (O’Brien i
Born, 2015) koZe i poseduju vecu pokretljivost u poredenju sa DETC (yd T ¢elije epiderma) koje su
tokom homeostaze u bliskom kontaktu sa keratinocitima. Funkcija vy T celija derma tokom
inflamatornih procesa ogleda se u produkciji 1L-17 (Gray i drugi, 2011) Sto je pokazano u brojnim
bolestima koZe, poput psorijaze (van der Fits i drugi, 2009; Mabuchi i drugi, 2013).

DC ¢ija je lokalizacija u dermu, nazivaju se dDC i na sli¢an naéin kao i LC imaju sposobnost da
migriraju u limfne ¢vorove i da kao profesionalne APC pokrenu adaptivne imunske odgovore (Hain i
drugi, 2019; Tomura i drugi, 2014). Postoji vise subpopulacija ovih ¢elija od kojih jedni pokrecu Thl
odgovore (Segura i drugi, 2012), dok se druge dDC povezuju sa aktivacijom Tn2 i Tul7 ¢elijama
(Flores-Langarica i drugi, 2018; Gao i drugi, 2013; Kumamoto i drugi, 2013; Murakami i drugi, 2013).
Pokazana je 1 njihova uloga u odrZavanju homeostatskih interakcija izmedu celija domacina 1
rezidentnih, komensalnih bakterija koze (Naik i drugi, 2015). Jo§ jedna subpopulacija DC jesu
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plazmacitoidne DC (pDC), pronadene u kozi isklju¢ivo pod inflamatornim uslovima, gde masovno
produkuju IFN-y (Kashem i drugi, 2017).

Iako je primarna funkcija fibroblasta sinteza kolagenih i elasti¢nih vlakana u vancelijskom
matriksu (Kalluri i Zeisberg, 2006; Parsonage i drugi, 2005; Tomasek i drugi, 2002), usled aktivacije
svojih PRR-ova, ove ¢elije mogu da produkuju serum amiloid-A (Morizane i drugi, 2019) za koji se
smatra da aktivira produkciju proinflamatornih citokina od strane mnogih imunskih ¢elija (Eklund i
drugi, 2012). Dok keratinociti i fibroblasti mogu u istoj meri da produkuju citokine poput IL-1p,
fibroblasti u mnogo vecoj meri produkuju IL-6 i tako pojacavaju inflamatorne odgovore u kozi, a
nakon izlaganja toplotnom stresu pokazano je mogu da produkuju i druge citokine u kozi, kao §to su
TNF-a, IL-8 i IL-25 (Jiang i drugi, 2018).

Do sada su identifikovana dva glavna izvora dermalnih MF, embrionski progenitori koji se nalaze
u kozi prenatalno (Guilliams i drugi, 2014) i cirkuliSu¢i monociti koji nakon sazrevanja dospevaju u
kozu (Sheng 1 drugi, 2015). Monociti od kojih nastaju MF eksprimiraju limfocitni antigen 6C (Ly6C) 1
u kozu odlaze preko svog hemokinskog receptora, CCR2 (Malissen i drugi, 2014), dok se nakon
njihovog sazrevanja u rezidentne MF, smanjuje njegova ekspresija (Tamoutounour i drugi, 2013).
Pokazano je da MF izolovani iz zdrave koze imaju visoku ekspresiju CD63, DC-SIGN (CD 209) i IL-
10, sugeriSu¢i da mogu da prilagode svoj fenotip u imunoregulatorni (Tamoutounour i drugi, 2013;
Lonati i drugi, 1996). Ove celije odlikuje velika plasticnost, ali se mogu klasifikovati u dve
subpopulacije prema svojim efektorskim funkcijama, kao ,,M1“ 1 ,M2* MF. M1 MF se odlikuju
produkcijom inducibilne azot-oksid sintaze (iNOS) i proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1p i IL-6)
(Mills, 2015; Mills i Ley, 2014), dok M2 MF produkuju antiinflamatorne citokine (IL-4, IL-10, IL-13 i
TGF-B) (Zhang i drugi, 2018) i/ili imaju ulogu u reparaciji koze nakon fibroze tkiva. Medutim, ovakva
striktna podela MF vazi za in vitro uslove, dok MF in vivo mogu istovremeno da eksprimiraju M1 i M2
markere (Ohji i drugi, 1993).

Mast celije kao progenitori iz kostne srzi dospevaju u derm koze (Liu i1 drugi, 2010) gde
sazrevaju pomocu celijskih faktora poreklom od keratinocita, dok se njihova proliferacija odigrava kao
posledica delovanja Tw2-citokina- 1L-3, IL-4, IL-9 i IL-10 (Hultner i Moeller, 1990; Thompson-Snipes
1 drugi, 1991). Najpoznatija uloga mastocita je u alergijskim reakcijama gde produkuju velike koli¢ine
histamina (Shi i drugi, 2018; Hirano 1 drugi, 2018). Dodatno, ove ¢elije produkuju velike koli¢ine
prostaglandina D2 (PGD2), medijatora inflamacije za kojeg je pokazano da poseduje proinflamatornu
(Fajt i drugi, 2013) i antiinflamatornu (Murata i drugi, 2013) ulogu, kao i leukotrijena koji imaju ulogu
u privlacenju neutrofila (Lammermann i drugi, 2013), a koji povratno dovode de degranulacije mast
¢elije. Sinteza citokina (IL-33, TNF-a, IL-6, IL-5, IL-4, IL-1B, IL-13 ) od strane aktiviranih mast ¢elija
posledica je aktivacije transkripcije gena pomocu NF-kB (Lorentz i drugi, 2000).

Pokazano je da kozu naseljavaju i rezidentni eozinofili (Yu i drugi, 2016; Ramirez i drugi, 2018).
Ne zna se puno o njihovoj ulozi u homeostazi, dok je njihova uloga bolje proucena u dermatozama i
koZnim oboljenjima povezanih sa eozinofilijom (ACD 1 urtikarija), gde dovode do lokalnog oSte¢enja
tkiva. Poput mast celija, eozinofili produkuju i PGD2 (Luna-Gomes i drugi, 2011) koji dovodi do
njihove infiltracije u koZu tokom atopijskog dermatitisa (He i drugi, 2010).

1.7.4. PotkoZzno masno tkivo koze

Odmah ispod derma nalazi se potkozno masno tkivo, koje se pretezno sastoji od fibrocita i
adipocita. Adipozno tkivo koze skladisti energiju u formi masnih kiselina i funkcioniSe kao endokrini
organ vazan za homeostazu glukoze i metabolizam lipida (Driskell i drugi, 2014; Rodrigues i drugi,
2019). Usled razvoja patoloskih stanja koze, brojne imunske celije infiltriraju u ovo tkivo gde
produkuju razlicite faktore rasta, citokine i adipokine (Cildir i drugi, 2013).
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1.7.5. Mikrobiom koze

Komensalni organizmi poput bakterija, gljiva i virusa nalaze se u epidermu i dermu koze gde
grade dodatni zastitni sloj domacina (Oh i drugi, 2016) i ucestvuju u homeostazi imunskog sistema
(Belkaid 1 Harrison, 2017) i modulaciji ekspresije gena (Meisel i drugi, 2018). Ubrzo nakon rodenja,
mikrobiom kolonizuje kozu (Scharschmidt i drugi, 2015) i ucestvuje u regulaciji invazije ovog tkiva od
strane patogenih mikroorganizama (Shi i drugi, 2018), sekrecijom sopstvenih antimikrobnih supstanci
(baktericina) koje inhibiraju njihov rast (Gallo i Nakatsuji, 2011).

Glavni komensalni mikroorganizmi koze jesu Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) i
Cutibacterium acnes (ranije Propionibacterium acnes) (C. acnes) (Christensen i Bruggemann, 2014).
Da komensalne bakterije mogu da manipuliSu imunskim odgovorom u kozi, potvrduje studija Cogen i
drugih (2010), koja je pokazala da S. epidermidis moze da sekretuje delta toksin koji indukuje
formiranje vanéelijskih zamki neutrofila, kao i da stmulise produkciju antimikrobnih peptida (AMP)
protiv grupe A bakterijskog soja Streptococcus (Cogen i drugi, 2010). Lipoteihoi¢na kiselina poreklom
iz S. epidermidis regrutuje mast ¢elije u kozu signalizacijom preko TLR-2 receptora nakon susreta sa
virusom kravljih boginja (Wang i drugi, 2012). Dodatno, aktivacijom TLR2 receptora S. epidermidis
moze da poveca produkciju B-defenzina od strane keratinocita (Lai 1 drugi, 2010). Folikuli dlake takode
su naseljeni komensalnim bakterijama koje mogu da pokrenu produkciju hemokina i citokina od strane
keratinocita, promovisuci tako privlac¢enje imunskih ¢éelija (Adachi i drugi, 2015; Nagao i drugi, 2012).
Sojevi bakterija S. epidermidis koji razvijaju biofilm na povrSini koze, stimuliSu u vecoj meri
produkciju antiinflamatornih nego proinflamatornih citokina (Spiliopoulou i drugi, 2012). Spillopoulou
i drugi (2012) pokazali su, na humanim makrofagima poreklom od monocita, da se nakon stimulacije
od 24h pomocu zivih bakterija S. epidermidis-a, smanjuje produkcija IL-1f, IFN-y i IL-12, a povecava
produkcija antiinflamatornog citokina IL-13. Da komensali mogu imati ulogu u anti-tumorskoj odbrani,
pokazano je sa S. epidermidis koji moze da produkuje 6-N-hidroksi-aminopurin (6-HAP), suprimirajuci
na taj nacin rast melanoma kod C57BL/6 miSeva. Dodatno, ovaj soj bakterija moze da zastiti SKH-1
imunodeficijentne miseve od UV-indukovane neoplazije (Nakatsuji i drugi, 2018).

Gljive 1 virusi manje su zastupljeni na kozi. Ipak, pokazano je da su pacijenti oboleli od
atopijskog dermatitisa, makar u nekoj meri, bili izloZeni senzitizaciji sa kvas¢anom gljivom Malassezia
sympodialis (M. sympodilais), ukazujuci na ulogu gljiva u razvoju patoloskih stanja koze (Mittermann i
drugi, 2016). Virusni mikrobiom je manje raznovrstan od bakterijskog, ali opet ispoljava veci diverzitet
na kozi u poredenju sa gljivama 1 naseljava zdravu kozu ljudi (Hannigan i drugi, 2017). NajSire
rasprostranjen virus jeste polioma virus merkelovih ¢éelija (MCV), pronaden kod 60 % adulta (Moore i
Chang, 2017).

1.7.6. Koza i metali

Za najmanje deset metala je pokazano da imaju esencijalne uloge u jednom ili vise tipova celija
koze sisara kao elektroliti, kofaktori i strukturne komponente (Lansdown 1995). Normalni
homeostatski mehanizmi i reparacioni sistemi nakon povrede oslanjaju se na ravnotezu jona metala, pa
tako njihove previsoke ili suviSe niske koncentracije mogu da dovedu do patoloSkih promena. Glavni
esencijalni metal koze jeste cink (Zn), koji se u kozi nalazi u koli¢ini od oko 2-3 g, $to ¢ini otprilike 5
% od ukupne koli¢ine ovog metala pronadenog u organizmu (Jackson, 1989). Njegova koncentracija
veca je u epidermu nego u dermu i potkoZznom tkivu, verovatno jer je ovaj metal neophodan za aktivnu
proliferaciju i diferencijaciju keratinocita (Michaelsson i drugi, 1980), §to sugeriSe da Zn ucestvuje u
formiranju epidermne barijerne funkcije. Poremecaj ove barijerne funkcije indukuje produkciju Th2-
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promoviSucih citokina od strane keratinocita koji dodatno narusavaju strukturu i funkcionisanje stratum
corneum-a i tesnih veza i pokre¢u process inflamacije (Ogawa i drugi, 2018). Zajedno sa Zn,
esencijalne funkcije u kozi prilikom zarastanja rane ispoljavaju kalcijum (Ca), bakar (Cu) 1 magnezijum
(Mg), od hemostaze (faza 1) preko inflamatorne i proliferative faze (faze 2 i 3) do reorganizacije i
vracanja tkiva u normalno stanje (faza 4). Drugi metali poput mangana (Mn) i silicijuma (Si) prisutni
su samo tokom perioda formiranja vezivnog tkiva i njegove rekonstitucije (Bremner, 1987). Pored
esencijalnih metala, analiti¢ke studije su otkrile Citav opseg ksenobioti¢kih metala u kozi, melaninu,
kosi 1 noktima (Chakraborty i drugi, 1983). Znacaj ovih jona poput srebra (Ag), arsena (As), Pb,
vanadijuma (V), kalaja (Sn) i Cd jo$ uvek nije u potpunosti poznat, zna se samo da su svi potencijalno
toksicni kada su prisutni u velikim koli¢inama (Hostynek i drugi, 1993; Schroeder i1 drugi, 1964).

Vaznu ulogu u metabolizmu esencijalnih metala, pre svega Zn, ali 1 ksenobiotickih metala poput
Cd, Ag i Hg, imaju metalotioneini (MT), proteini male molekulske mase bogati cisteinom (oko 6 kDa),
koji se visokim afinitetom vezuju za ove dvovalentne katjone (Kagi i Vallee, 1960), i koji poseduju
ulogu u homeostazi esencijalnih metala i detoksifikaciji toksi¢nih metala (Sutherland i drugi, 2010). U
koZi se, od Cetiri glavne izoforme MT (MT 1-4) pronadene kod sisara (Kagi i Hunziker, 1989),
eksprimiraju tri. MT-1 i MT-2 su u kozi ekprimirani najvise u mitoticki aktivnim, mati¢nim ¢elijama u
bazalnom epitelu epiderma (Lansdown, 2002), dok se MT-4 primarno eksprimira u stratifikovanom
epitelu koze i jezika (Miles i drugi, 2000). MT-3 se eksprimira u neuronima gde inhibira njihov
prekomerni rast (Ding i drugi, 2010). Za Cd je pokazano da ima najvecu potentnost u indukovanju
ekspresije metalotioneina (Kim i drugi, 2008), koja zavisi od doze kao i nacina primene ovog metala,
kao i da sa njima formira stabilne komplekse u epidermnim c¢elijama (Bremner i Beattie, 1990;
Bremner, 1987). Pokazano je da MT kao ne-enzimski molekuli, pripadaju i sistemu antioksidativne
zastite od unutarcelijskog nivoa ROS (Kepinska i drugi, 2018).

1.7.7. Imunske reakcije u kozi

Nakon naruSavanja homestatskih imunskih odgovora koze dolazi do razvoja brojnih hroni¢nih
poremecaja ovog tkiva, poput psorijaze, atopijskog dermatitisa (AD) i alergijskog kontaktnog
dermatitisa (AKD), bolesti koje imaju veliki socio-ekonomski uticaj. Do razvoja psorijaze i atopijskog
dermatitisa dolazi usled poremecaja u urodenoj i adaptivnoj imunosti, ukljucuju¢i remecenje barijerne
funckije koze (De Cid i drugi, 2009; Palmer i drugi, 2006). lako se ove dve bolesti odlikuju sli¢nim
histopatoloskim promenama (hiperproliferacija epiderma, akantoza i izrazena infiltracija T celija),
izrazeniji razvoj Thl i Tw17 (Lowes i drugi, 2008) imunskog odgovora zapazen je kod psorijaze, a TH2
kod atopijskog dermatitisa (Hamid i drugi, 1994). Sa druge strane, kod alergijskog kontaktnog
dermatitisa do aktivacije adaptivnog imuniteta i razvoja efektorskih T ¢elija dolazi nakon kontakta koze
sa odredenim haptenom (kontaktnim alergenom (Kimber i drugi, 2002). kao model za ispitivanje
mehanizama AKD, koristi se reakcija kontaktne preosetljivosti (Honda i drugi, 2013). Kontaktna
preosetljivost (engl. Contact hypersensitivity, CHS) posredovana je T- ¢elijskim inflamatornim
reakcijama (Krasteva 1 drugi, 1999) koje se deSavaju na mestu kontakta sa haptenima, malim
proteinima koji su sami po sebi slabo imunogeni, ali sticu imunogenost nakon vezivanja za vece
proteinske nosace (Lemus i Karol, 2008). Ova reakcija spada u kasni tip preosetljivosti (tip 1V), i
sastoji se iz dve faze, senzibilizacije i elicitacije, koje su vremenski i prostorne odvojene (Enk i Katz,
1995; Grabbe i Schwarz, 1998). Aferentna faza ili faza senzibilizacije, traje 8-15 dana kod ljudi ili 5-7
dana kod mis$a i deSava se nakon prvog kontakta koze sa haptenom. Naime, hapten-peptid kompleks
preuzimaju DC koze koje zatim migriraju do dLC, gde prezentuju hapten u okviru MHC molekula | i 11
klase naivnim hapten-specifi¢cnim CD8" i CD4" T ¢elijama, redom (Bour i drugi, 1995). Aktivirane
hapten-specifi¢ne CD8" i CD4" T ¢elije proliferiSu i diferenciraju se u memorijske i hapten-specifi¢ne
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T ¢éelije. Mali deo hapten-specifiénih T ¢elija odlazi iz dLC u cirkulaciju i po¢inje da recirkulise
izmedu limfnih organa i perifernih tkiva (koze pre svega) (Lappin i drugi, 1998). Nakon ponovnog
izlaganja koze istom haptenu, kod senzibilisanih osoba, dolazi do vidljivih znakova u roku od nekoliko
sati. Naime, efektorske i memorijske T ¢elije nastale tokom faze senzibilizacije se regrutuju i aktiviraju
u dermu, gde pokrecu inflamatorni proces odgovoran za nastanak lezija koze, koji traje 72 sata kod
ljudi ili 24-48 sati kod miSa, nakon Cega pocinje progresivno da se smanjuje usled fizioloskih
regulacionih mehanizama. lako je u nekim eksperimentalnim sistemima pokazano da je reakcija
kontaktne preosetljivosti posredovana CD4" T c¢elijama (Gocinski i Tigelaar, 1990; Wang i drugi,
2000), glavnu ulogu efektorskih ¢elija u odgovoru na razli¢ite haptene imaju CD8" Tlimfociti (Bour i
drugi, 1995; Xu i drugi, 1996; Cavani, 2001) koji produkuju IFN-y i IL-17. Zaista, tokom faze
senzibilizacije u kontaktnoj preosetljivosti na DNFB (2,4-dinitro-fluorobenezen) nastaju CD8" T ¢elije
u limfnim organima i regrutuju se u kozu nakon ponovnog susreta sa haptenom gde indukuju ACD
putem citotoksi¢nosti (Kehren i drugi, 1999; Akiba i drugi, 2002). Generalno je prihvaceno da IL-17
(Reeve i drugi, 1999; Aggarwal i Gurney, 2002) i IFN-y igraju vaznu ulogu u odgovorima CHS-a i da
defekti u signalnim molekulima ovih citokina spreavaju razvoj ACD-a (Wakabayashi i drugi, 2005;
Lu i drugi, 1998). Reakcija kontaktne preosetljivosti nasla je primenu u ispitivanju potencijalnih
imunotoksi¢nih efekata razli¢itih agenasa (Duprat, 1989). Naime, iako se za procenu imunotoksi¢nog
potencijala neke supstance pre svega koriste histopatoloske analize limfnih organa, neophodno je
ispitati efekat na celijski imunski odgovor za koji se, pored testa proliferacije limfocita, moze koristiti
CHS (Descotes, 2010).

1.7.8. Dermatotoksi¢nost kadmijuma

Kao biomarker profesionalnog ili sredinskog izlaganja ljudi teSkim metalima koristi se dlaka
(Hughes, 2006; Teresa i drugi, 1997; Sera i drugi, 2002). Istrazivanja in vitro, na ¢elijskim linijama
keratinocita, pokazala su da ovaj metal menja njihovo prezivljavanje i oksidativni status. Na humanoj
liniji keratinocita (HaCaT), pokazano je da visoke doze Cd (50 i 100 uM) dovode do povecane smrti
¢elija (50 %), oksidacije lipida i proteina, DNK oSte¢enja i smanjenja aktivnosti katalaze i1 glutation-
peroksidaze. Sa druge strane, nakon tretmana Cd povecava se nivo glutation-reduktaze i GSH, pa se
sugeriSe da on verovatno ima glavnu ulogu u zastiti keratinocita od citotoksicnosti Cd (Nzengue 1
drugi, 2008). Ispitivanje ekspresije MT u istoj Celijskoj liniji (HaCaT) pokazalo je da dolazi do
povecane ekspresije ovih metalo-vezujuéih proteina (Nzengue i drugi, 2009). Poznate su i studije na
drugim celijskim linijjama koZe, kao $to su primarni humani epidermni keratinociti (NHEK), kod kojih
je merenje Celijske vijabilnosti pokazalo da Cd ispoljava dozno-zavisni citotoksi¢ni efekat na ove Celije
(Bae i drugi, 2001). Kako je pokazano da Cd ne dovodi do smrti ¢elija putem apoptoze (Nzengue i
drugi, 2008), Son i drugi (2011) ispitali su ha GFP-LC3 JB6 misjim epidermnim Celijama, da li ovaj
metal indukuje autofagiju celija. Pokazali su da tretman Cd dovodi do smanjenja nivoa unutarcelijskog
ROS, aktivira PARP (engl. Poly (ADP-ribose) Polymerase-1) sto vodi ka smanjenju energije celije i
uvodi je u autofagiju.

Nije poznato puno epidemioloskih podataka u vezi sa efektom Cd na imunski sistem koze, ali je
studija Ritz i drugi (1998) pokazala da kod dece koja imaju povecanu koncentraciju Cd u urinu, dolazi
do supresije reakcije preosetljivosti koZe na alergene iz vazduha. Sa druge strane, novija studija ukazala
je na potencijalnu vezu izmedu Cd 1 psorijaze, gde je pokazano da pacijenti oboleli od ove bolesti imaju
povecanu koncentraciju Cd u krvi, kao i da su ucesnici studije koji su imali ozbiljniju klini¢ku sliku,
posedovali 1 ve¢u koncentraciju Cd u krvi od onih koji su ispoljavali blaze oblike ove bolesti (Liaw 1
drugi, 2017).

Iako je izlozenost Cd putem koze zanemarljiva (ATSDR, 2008), najveci broj podataka o
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njegovom dermatotoksi¢nom efektu in vivo dobijeno je iz studija gde je ovaj metal nanoSen topikalno
na kozu. Pri subletalnim dozama (14 mg/kg 1 28 mg/kg) u hroni¢nom rezimu primene kod pacova, Cd
dovodi do iritacije derma, poput pojave krasti na kozi, alopecije i eritema (Lansdown 1 drugi, 2001).
Misevi kojima je nanoSen CdClz; na oSiSanu kozu leda, ispoljili su akantozu i hiperkeratozu sa
ulcerativnim promenama (Lansdown i Sampson, 1996). Takode, topikalno naneSen na kozu Cd (1 %)
moze da uspori proces zarastanja rane ili da dovede do nepotpune reepitelizacije tkiva, putem
konstantne infiltracije inflamatornih ¢elija, nastanka edema i aberantnog rasta epidermnih celija
(Lansdown i drugi, 2001). Iako je hrana naj¢es¢i put izlaganja Cd (Cabrera 1 drugi, 1998) kod ljudi koji
su nepusaci, ima malo podataka o efektu oralnog unosa Cd na procese u kozi. Mei i drugi (2017)
pokazali su da hroni¢ni tretman CdClz (30 mg/l), rastvorenog u vodi za pice, usporava zarastanje rane
kod misa, tako S$to redukuje infiltraciju neutrofila, ekspresiju hemokina (CXCL1, CXCL2) i
proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1p, IL-6) u ranoj, inflamatornoj, fazi zarastanja tkiva i suprimira
fosforilaciju ERK1/2 i NF-kB. Drugih podataka o efektu Cd na procese bitne za odrzavanje
homeostaze u kozi, ukljucujuci efekat na imunsku aktivnost koze, nema.

1.8. Genetska varijabilnost kao faktor koji doprinosi osetljivosti na toksi¢ne efekte kadmijuma

Kako bi se stekao uvid u delovanje nekog metala, neophodno je ispitati doprinos geneticke
varijabilnosti u podloznosti na njegove toskicne efekte. Geneticka varijabilnost razlicitih sojeva
glodara koji se koriste u eksperimentalnim studijama, moze odraziti geneticki diverzitet koji postoji u
ljudskoj populaciji (Loscher i drugi, 2017). Razli¢ite studije na pacovima i miSevima (Rajesh i Rajesh,
2016; Kacew i drugi, 1995) su pokazale da se nivo deponovanog Cd moze razlikovali izmedu sojeva
(Shimada i drugi, 2008). Sa druge strane, zapazeno je da sli¢éno deponovanje Cd kod razli¢itih sojeva
pacova i miSeva, moze da dovede do ispoljavanja Stetnih efekta razliitog intenziteta U organima poput
plu¢a (McKenna i drugi, 1997), testisa (Liu i drugi, 2001) i jetre (Kuester i drugi, 2002), ukazujuci na
znacaj geneticke osnove u osetljivosti na toksi¢ne efekte ovog metala. Tako, tretman CdCl> (u trajanju
od 15 dana) kod Brown-Norway i Lewis sojeva pacova, uprkos istom deponovanju u timusu, doveo je
do razlike u broju i stopi proliferacije timocita (Morselt i drugi, 1988). Ispitivanje efekta Cd na jetru
ukazalo je na vecu osetljivost ovog tkiva kod Fischer pacova u odnosu na jedinke Sprague-Dawley
soja pacova, kao posledica delovanja ovog metala na ekspresiju hemokina i citokina (Harstad i
Klaassen, 2002), dok je ve¢i stepen oStecenja pluca zapazen kod C57BL/6 u poredenju sa DBA sojem
miSeva nakon tretmana Cd koji se pripisuje vecoj stopi infiltracije leukocita u ovaj organ (McKenna i

toksicnost (Gunn 1 drugi, 1965; Chiquoine 1 Suntzeff, 1965), uprkos slicnom nivou deponovanog
metala u tkivima. Kod akutne, intaperitonealne primene Cd (1 mg/kg), dolazi do izrazenije inhibicije
proliferacije i produkcije IFN-y i IL-17 od strane ¢elija slezine Dark Agouti (DA) pacova u poredenju
sa Albino-Oxford (AO) pacovima, kao i infiltracije neutrofila u pluéa (Demenesku i drugi, 2016).
Uprkos sli¢nom deponovanju Cd, vecéa osetljivost DA pacova u poredenju sa AO pacovima pokazana
je i nakon oralnog unosa ovog metala (30 dana), usled izraZenijih toksi¢nih efekata na mezenteri¢ne
limfne ¢vorove (povecana proliferativna i oksidativna aktivnost Celija, produkcija IFN-y i IL-17) i
creva (pad vijabilnosti ¢elija i smanjena proliferacija i produkija citokina) (Ninkov i drugi, 2016).
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Koza, pored toga S§to predstavlja fizicku barijeru izmedu organizma i spoljasnje sredine,
posreduje u homeostazi ¢itavog organizma jer deluje i kao imunoloSka barijera. lako je poznato da na
ovo tkivo mogu da deluju razliciti ksenobiotici remetec¢i njenu homeostazu, podataka o efektu Siroko
rasprostranjenog toksikanta kadmijuma (Cd) na imunski sistem koze gotovo da nema. Najveci broj
dosadasnjih podataka o efektu Cd na kozu dobijeno je nakon njegove topikalne primene, iako se
dermalna apsorpcija smatra zanemarljivom u poredenju sa oralnim unosom Cd, a koji i predstavlja
najznacajniji put intoksikacije kod ljudi. Kako su nasi pocetni podaci pokazali da se nakon produzene
(30 dana) oralne primene Cd deponuje u koZi pacova, osnovni cilj ove doktorske disertacije jeste
ispitivanje efekta ovog teSkog metala na imunski sistem koze, analizom oksidativne i
imunske/inflamatorne aktivnosti ukupne koze i njenih izolovanih ¢elija, pre svega epidermnih ¢elija
(EC). Efekat Cd na podloznost koze na razvoj zapaljenske reakcije ispitao bi se nakon izazivanja
reakcije kontaktne preosetljivosti, kao Zivotinjskog modela alergisjkog kontaktnog dermatitisa (AKD).
S obzirom da su nasa prethodna istrazivanja pokazala da se Dark Agouti (DA) i Albino Oxford (AO)
pacovi razlikuju u osetljivosti na imunotoksi¢ne efekte Cd u crevima i slezini (Ninkov i drugi, 2016;
Demenesku i drugi, 2016), imunomodulatorni efekat ovog metala na kozu ispitivac¢e se uporednom
analizom kod oba soja pacova, §to moze doprineti razumevanju uticaja genetske podloge u delovanju
Cd na imunski sistem koze. Rezultati ispitivanja efekata kadmijuma na imunski sistem koze u okviru
ove doktorske disertacije, mogu dati kompletniji uvid u imunotoksi¢ne efekte ovog metala i vezu
izmedu ovog metala u hrani i patoloskih procesa u kozi.
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3.1. Hemikalije i reagensi

1. Kadmijum-hlorid (CdCl;) (Serva, Feinbiochemica, Hajdelberg, Nemacka), rastvaran je u
dejonizovanoj vodi (dejH20).

2. RPMI-1640 medijum za gajenje Celija (PAA laboratories, Austrija), dopunjavan sa HEPES (4-(2-
hidroksietil)-1-piperazinetansulfoi¢na kiselina, 25 mM), glutaminom (2 mM), gentamicinom (20
png/ml) (Galenika a.d., Srbija), 5% (v/v) inaktivisanim fetalnim tele¢im serumom (engl. Fetal Calf
Serum, FCS) (PAA laboratories, Austrija) i antimikotikom vorikonazolom (5 ug/ml) (Pfizer PGM,
Francuska), korisc¢en je za kulturu ¢éelija.

3. PBS (engl. Phosphate Buffer Saline, pH 7.4) sastoji se od NaCl (137 mM), KCI (2.7 mM),
NazHPO4x2H,0 (8.1 mM) i KH2PO4 (1.76 mM) (LachNer, Neratovice, Ceska).

4. Supstrat za odredivanje aktivnosti mijeloperoksidaze (MPO) sacinjen je od o-dianizidin
dihidrohlorida (0.167 mg/ml) (Sigma) i 0.0005 % vodonik peroksida (H.02) (Zorka Farma, Sabac,
Srbija) u 50 mM kalijum-fosfatnom puferu (K2HPO4 i KH2POs, pH 6.0) (Sigma).

5. Tetrazolijumova so (3(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2, 5-difenil tetrazolijum bromid, MTT) (ICN
Biomedicals Inc, Aurora, SAD) u koncentraciji 5 mg/ml, dodavana je u kulturu u finalnoj koncentraciji
od 500 pg/ml.

6. Za stimulaciju ¢elija: konkanavalin A (ConA); lipopolisaharid (LPS; tip 0111: B4 iz E. Coli) (Sigma
Chemical Co., St. Luis, MO, SAD) i S. epidermidis BGHMC11 izolovan iz humanog mleka rastvarani
u RPMI-1640 medijumu.

7. Griess-ov reagens: 0.1% rastvor N-(1-naftil) etilendiamin-dihidrohlorida (Sigma-Aldrich Inc, St.
Luis, MO, SAD) i 1% rastvor sulfanilamida (u 5% HsPOa) (Sigma-Aldrich Inc, St. Luis, SAD).

8. 1-hloro-2,4-dinitrobenzen (DNCB) (BDH Chemicals Ltd., Poole, UK) rastvoren je u acetonu i
maslinovom ulju (odnos 4:1).

9. 2,4-dinitrobenzen sulfonska kiselina (DNBS) (Aldrich Chemicals, Milwaukee, WI), vodosolubilna
forma DNCB-a, rastvarana je u RPMI-1640 medijumu.

10. Zoletil 100 (Virbac, Carros, Francuska), koriS¢en za anesteziranje Zivotinja.

Sve hemikalije koriS¢ene u kulturi sterilisane su pomocu filtera (pore veli¢ine 0.2 um) (Filterpour,
Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Nemacka).

3.2. Ekperimentalne Zivotinje

Eksperimenti su izvodeni na muzjacima Dark Agouti (DA) i Albino Oxford (AO) sojeva pacova
koji su na podetku oralnog tretmana Cd imali Setiri do pet nedelja starosti. Zivotinje su odgajane na
Institutu za bioloska istraZivanja ,,SiniSa Stankovi¢" (IBISS)- Institut od nacionalnog znacaja za
Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu, pod adekvatnim uslovima za datu vrstu (temperatura
22+42°C, 60% relativna vlaznost vazduha, rezim 12h svetlo/12h mrak), uz postovanje principa
bezbednosti i dobrobiti eksperimentalnih zivotinja (princip ,,5 sloboda®), uklju¢uju¢i neograniceni
pristup vodi i hrani. Eksperimenti su izvodeni u skladu sa etickim pravilima (,,3R* pravilo) i odobreni
su od strane Etickog komiteta IBISS (reSenje broj 06-01/17). Tretman Zivotinja i eksperimentalne
procedure sprovedeni su u skladu sa Direktivom 2010/63/EU o zastiti Zivotinja koje se koriste u nau¢ne
svrhe.
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3.3. Oralni tretman kadmijumom

Pacovi su oralnim putem unosili Cd u formi CdCl> (Serva, Feinbiochemica, Hajdelberg,
Nemacka) rastvorenog u dejH20 u trajanju od 30 dana (produZeni tretman). Za tretman su kori$¢ene
dve koncentracije Cd, niza od 5 ppm (mg/1) koja odgovara sredinskom zagadenju kome su bile izloZzene
zene u Japanu obolele od ,,itai itai bolesti (Bhattacharyya i drugi, 1988), i vi$a od 50 ppm (mg/l) koja
odgovara koncentraciji Cd u sredinama sa visokim stepenom zagadjenja ili koncentraciji Cd kojoj su
ljudi profesionalno izlozeni (Wang i drugi, 2003). Eksperimentalne zivotinje su podeljene u tri
eksperimentalne grupe sa 4-5 pacova po grupi/soju, u najmanje tri nezavisna eksperimenta:

1. Zivotinje koje su pile Cistu dejH20 (kontrolna grupa)
2. zivotinje koje su pile dejH20 sa rastvorenim Cd u koncentraciji od 5 ppm
3. Zzivotinje koje su pile dejH20 sa rastvorenim Cd u koncentraciji od 50 ppm

Po dve Zivotinje iz iste grupe bile su smeStene u zajednickom kavezu gde su tokom tretmana
imale neogranicen pristup hrani 1 vodi. Rastvori Cd menjani su sveZim rastvorima dva puta nedeljno
(kao i dejH20), kada su pacovima mereni telesna masa i koli¢ina popijene vode (po kavezu). Po
zavrSetku tretmana (30 dana), Zivotinje su anestezirane intramuskularnim injeciranjem 0,15 ml/kg (15
mg/kg) telesne mase (t.m.) zoletila (Virbac, Carros, Francuska), a nakon sprovodenja eksperimentalnih
procedura eutanazirane su dekapitacijom.

3.4. Odredivanje koncentracije kadmijuma u tkivima i organima

Metodom masene spektrometrije sa indukovano kuplovanom plazmom (engl. Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS), odredivana je koncentracija Cd u krvi, kozi,
subskapularnim i aksilarnim limfnim &vorovima (saLC), crevu, jetri i bubrezima. Na nivou koZe
koncentracija Cd je odredivana u tkivu izolovanom sa dorzalne strane tela pacova, i to u dlaci, ukupnoj
kozi 1 izdvojenim slojevima ovog tkiva (epiderm i derm).

Stakleno posude koris¢eno u analizi uzoraka bilo je potopljeno u 10% azotnu kiselinu (HNO3)
24h, nakon c¢ega je viSestruko isprano sa visoko-pre¢is¢enom (engl. ultra-pure) vodom (Millipore
Simplicity System 185 includes dual UV filters (185 i 254 nm) pre kori$¢enja. Uzorci pune krvi (1 ml)
ili tkiva (0.2 g) odmereni su na analitickoj vagi u posudama aparata za mikrotalasnu digestiju (Ethos
One, Milestone Italija) u koje je zatim dodato 7 ml 65% HNO3 (Berghof Products + Instruments
GmbH, Berghof, Nemacka) i 1 ml 33% vodonik-peroksida (H202). HNOz je dodata kako bi se povecala
rastvorljivost metala prevodenjem u nitrite, dok H2O; sprecava formiranje azotnih isparenja i ubrzava
razlaganje uzorka (sa porastom temperature). Uzorci su razlozeni u aparatu za mikrotalasnu digestiju
na 180°C, prema sledecem temperaturnom programu: povecanje temperature do 180°C tokom prvih 10
min i odrzavanje ove temperature narednih 15 minuta (min). Po isteku programa rastvor je premesten u
teflonske ¢ase u vodenom kupatilu kako bi se isparavanjem te¢nosti (do 3 ml) redukovale suvi$ne
kiseline. Nakon hladenja, uzorci su premesteni u volumetrijske posude (od 15 ml) i rastvoreni sa
visoko-precis¢enom vodom. Koncentracije metala su odredene pomocu ICP-MS (ICAP, Q, X Thermo
Scientific series 2). Ceo sistem je kontrolisan pomocu Qtegra Instrument Control Software.
Instrumentalni parametri i mereni izotopi su dati u Tabeli 1.
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Tabela 1. Instrumentalni uslovi za ICP-QMS

Rf snaga (W) 1548
Protok gasa (L/min) 13.9
Pomoc¢ni protok gasa(L/min) 1.09
Brzina protoka rasprsivaca (L/min) 0.8
Vreme uzimanja uzoraka 3 x 50s
Broj tacaka po piku 3
Integraciono vreme (ns) 50
Izmereni izotop Hicd

Stok rastvor koji sadrzi 1000 mg/L Cd korii¢en je za pripremu standarda. Kao kontrolni uzorci
koris¢eni su °Li, #°Sc, ™%In i ¥°Tb (VHG standards, Manchester, UK). Koncentracije metala izraZene
su kao ug metala po gramu tkiva (ug/g).

3.5. Analiza akutno-faznih proteina i citokina u perifernoj krvi nakon oralnog unosa kadmijuma

Nakon anesteziranja zivotinja uzeta je puna krv iz abdominalne arterije i stavljena u ependofrice
(0.5 mL K3 EDTA Capillary Blood Tube, MiniCollect®, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austrija).
Spricevima sa heparinom izolovana je krv za izdvajanje plazme, koja je dobijena nakon centrifugiranja
(1500%g, 10 min). Krv izolovana sterilnim $pricevima bez heparina, inkubirana je 30 min (na 4°C) i
centrifugirana (1500xg, 10 min) u cilju izolovanja seruma. Koncentracija haptoglobina odredivana je u
serumu imunohemijskom metodom (komercijalni N-antiserum za haptoglobin) i analizirana pomocu
Siemens BNII nefelometra (Siemens Healthcare Diagnostics Products). Koncentracija je preraunata
pomocu standardne krive konstruisane na osnovu apsorbanci poznatih koncentracija ovog proteina. U
serumu je odredivana i koncentrcija albumina pomoc¢u komercijalnog testa (Siemens) ¢ije je merenje
radeno na Siemens Healthcare Diagnostic Dimension sistemu. Koncentracija fibrionogena je
odredivana na koagulacionom analizatoru (Siemens Healthcare Diagnostic BCS-XP) pomocu
komercijalno dostupnih reagenasa (Multifibren, Siemens Healthcare Diagnostics Products). Rezultati
akutno-faznih proteina su predstavljeni kao relativne vrednosti zivotinja tretiranih Cd u odnosu na
kontrolne zivotinje (kojima je dodeljena vrednost 1).

Nivo citokina meren je u plazmi pomocu komercijalno dostupnih ELISA setova za IL-6 (R&D
Systems, Mineapolis, SAD) i TNF-a (eBioscience) prema uputstvu proizvodaca. Koncentracija ovih
proteina preracunata je na osnovu standardne krive konstruisane pomo¢u apsorbanci njihovih poznatih
koncentracija.

3.6. HistoloSka analiza tkiva koZe nakon oralnog unosa kadmijuma

Nakon eutanazije Zivotinja uzeti su uzorci koze veli¢ine oko 1 cm?, i fiksirani u puferovanom 4%
formalinu (pH 6.9). U cilju uklanjanja vode iz tkiva, uzorci su sprovedeni kroz seriju alkohola (etanola)
rastu¢e koncentracije (30-100%), nakon Cega su isprani u ksilolu 1 ukalupljeni u parafin. Pomocu
mikrotoma seceni su poprecni preseci tkiva debljine 5 um, koji su zatim deparafinizovani potapanjem u
ksilol i rehidratisani serijom alkohola opadaju¢e koncentracije (100-70%) i vodom. Nakon bojenja
histoloSkih preparata pomocu hematoksilina (boji jedro u plavo) i eozina (boji citoplazmu u crveno),
preseci tkiva su isprani u alkoholu i ksilolu, i montirani u medijumu za poklapanje mikroskopskih
preparata (DPX). Sa ciljem odredivanja broja mast celija, uzorci tkiva koZe bojeni su Giemsa
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rastvorom (Alfapanon, Novi Sad, Srbija) u PBS (pH 6.8), a zatim fiskirani u razblazenoj (1:1000)
sircetnoj kiselini (Caruntu i drugi, 2014). Broj mast celija je kvantifikovan na najmanje 30
mikroskopskih polja (nepreklapaju¢ih), na uvelicanju od 400x (10xokular/40xobjektiv), 1 izracunat je
prosecan broj celija po polju za svaku Zzivotinju. Analiza histoloSkih preparata vrSena je pomocu
digitalnog svetlosnog mikroskopa (Nicon Co, Tokio, Japan).

3.7. Merenje propustljivosti koZe nakon oralnog unosa kadmijuma

Kako bi se procenilo da li Cd narusava barijernu funkciju koze koris¢ena je boja patent plavo V
(Sigma- Aldrich Inc, St. Luis, MO, SAD) po protokolu prilagodenom prema Jacobi i drugi (2006). Sa
koze leda isedeni su uzorci koZe veli¢ine od oko 1 cm? i stavljeni u plocu sa 24 mesta. Na povrsinu
koze naneto je 10 ul patent plavog, a nakon inkubacije (1 h na sobnoj temperaturi) ispran je visak boje i
uzorci su prebaceni u novu plocu. Boja je ekstrahovana dodavanjem 1.75 ml etanola 1 0.5 ml 1M
NaOH, nakon ¢ega je naliveno po 100 ul uzorka u mikrotitar plo¢u sa 96 mesta, u triplikatu.
Apsorbanca je merena na 620 nm pomocu automatskog ELISA ¢itaca (GRD, Rim, Italija).
Propustljivost koze preraCunata je kao razlika u apsorbanci izmedu obojene i kontrolne (neobojene)
koze. Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti apsorbanci tretiranih Zivotinja u odnosu na
kontrolne zivotinje (kojima je dodeljena vrednost 1).

3.8. Ispitivanje parametara inflamacije u homogenatima koZe nakon oralnog unosa kadmijuma

3.8.1. Homogenizacija tkiva koze

Tkivo koze uzeto sa dorzalne povrsine tela nakon Zrtvovanja zivotinja, zamrznuto u te¢nom azotu
1 skladiSteno na -80°C do upotrebe. Na analitickoj vagi odmeravano je po 0.3 g uzorka koje je zatim
homogenizovano u saharoznom puferu (250 mM saharoza, 10 mM Tris-HCI, 1 mM etilen diamin tetra
sir¢etna kiselina (EDTA), 1% PMSF, pH 7.4 ) u odnosu 1:10, pomo¢u elektri¢cnog homogenizera (IKA
T18 Basic Homogenizer, IKA Works Inc.,, Vilmington NC, SAD). Dobijeni homogenati su
sonifikovani (Bandelin electronic, UW 2070, Berlin, Nemacka) i centrifugirani (37000 rpm, na + 4°C,
u trajanju od 1h 1 40 min), nakon ¢ega su izdvojeni supernatanti koriS¢eni za dalje analize. Svi koraci su
radeni na ledu. U izdvojenim supernatantima odredivana je koncentracija proteina Lowry metodom
(3.8.2. Lowry metoda za odredivanje koncentracije proteina).

3.8.2. Lowry metoda za odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina koriS¢ena je kolorimetrijska Lowry metoda (Lowry 1 drugi,
1951) gde je koncentracija ukupnih proteina srazmerna intenzitetu boje rastvora uzorka. Po 20 pl
uzorka ili standarda meSano je sa 300 pl reagensa C (2% Na,COs (Carlo Erba, Milano, Italija) u 0.1 M
NaOH (LachNer, Neratovice, Ceéka), 1% CuSO4x5 H,O (Zorka, Sabac, Srbija) 1 2% K-Na-tartarat
(Alkaloid, Skoplje, Makedonija). Nakon 15 min inkubacije na sobnoj temperaturi, dodato je 60 ul 1 X
Folin- Ciocalteu reagensa (Merck, Darmstadt, Nemacka), i uzorci su inkubirani jo§ 30 min na sobnoj
temperaturi. U mikrotitar plo¢u sa 96 mesta nalivano je po 100 ul uzorka u triplikatu i ocitana je
apsorbanca na 670 nm pomocu automatskom ELISA c¢itaca. Koncentracije proteina preraunate su
pomocu standardne krive konstruisane na osnovu apsorbanci poznatih koncentracija govedeg
serumskog albumina (engl. Bovine Serum Albumin/ BSA; AppliChem, Darmstadt, Nemacka) od 0.1
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do 1 mg/ml, 1 izraZzene su u mg/ml.
3.8.3. Procena parametara antioksidativne zastite

Poremecaj ravnoteze slobodnih radikala i antioksidanata u organizmu vodi ka razvoju
oksidativnog stresa i posledicnom os$tecenju celija i tkiva. Najvazniji parametar koji odreduje bioloski
uticaj antioksidativnih enzima jeste njihova aktivnost.

3.8.3.1. Aktivnost katalaze (CAT, EC 1.11.1.6)

Izlaganje metalima povecava produkciju ROS 1 vodi ka nastanku H20, usled Cega se aktivira
CAT, enzim koji $titi ¢elije od oksidativnog oStecenja prevodeéi H202 do kiseonika i vode (Chance i
drugi, 1979). Aktivnost CAT je odredivana u supernatantima homogenata koZe, merenjem stope
razlaganja H202 na 230 nm pomocu spektrofotometra (Shimadzu UV-160). U kvarcnim kivetama
mesano je 10 pl homogenata sa 50 ul Tris-EDTA pufera (pH 8.0) i 1 ml H20,. Merena je promena
apsorbance u trajanju od 3 min sa intervalima od po 30 sekundi, na 25°C. Kao mera aktivnosti katalaze
uzeta je koli¢ina enzima koja razlozi 1 mmol H202 u minuti, i izrazena je u jedinici po miligramu
(U/mg) proteina ¢ija je koncentracija odredena po Lowry metodi (3.8.2. Lowry metoda za odredivanje
koncentracije proteina).

3.8.3.2. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1)

SOD je enzim koji konvertuje superoksidne radikale do H.0O2 i molekulskog kiseonika (02),
dovode¢i tako do njihove neutralizacije (Fridovich, 1995). Aktivnost ovog enzima je odredivana u
supernatantima homogenata koze merenjem inhibicije spontane autooksidacije adrenalina (epinefrin) u
baznoj sredini, epinefrinskom metodom (Misra 1 Fridovich, 1972). U staklenim kivetama pomeSano je
20 ul uzorka, 3 ml natrijum-bikarbonatnog pufera (Na2COz i EDTA u dejH20, pH 10.2) i 20 ul
epinefrina (Sigma). Merena je promena apsorbance u trajanju od 10 min (na svakih 1 min) pomocu
spektrofotometra (Shimadzu UV-160, Kjoto, Japan). Kao mera aktivnosti SOD uzeta je koli¢ina
enzima potrebna da smanji stopu autooksidacije adrenalina za 50 %, 1 izrazena je u jedinici po
miligramu (U/mg) proteina ¢ija je koncentracija odredena pomoc¢u Lowry metode (3.8.2. Lowry metoda
za odredivanje koncentracije proteina).

3.8.3.3. Aktivnost glutation-S-reduktaze (GST, EC 2.5.1.18)

Glutation-S-transferaza (GST) je glavni protein detoksifikacionih enzima faze 1l koji ima ulogu u
katalizaciji vezivanja elektrofilnih supstrata za GSH, smanjuju¢i tako njihovu reaktivnost i oStec¢enje
tkiva posredstvom ROS 1 teskih metala (Sheehan i drugi, 2001). Aktivnost ovog enzima je odredivana
spektrofotometrijski (Shimadzu UV-160) merenjem reakcije vezivanja dinitrohlorobenzena (DNCB) za
sulthidrilne grupe cisteina GSH molekula, na talasnoj duzini od 340 nm u trajanju od 3 min (na 25°C).
Za reakciju je koris¢eno 20 pl uzorka (supernatant homogenata koze), DNCB rastvoren u 95% etanolu,
fosfatni pufer (pH 6.5), GSH 1 voda. Jedinica aktivnosti GST izrazava se kao broj nanomola DNCB-
GSH kompleksa nastalih u minuti (U = nmol DNCB-GSH/min). Aktivnost GST izrazena je u
jedinicama po miligramu proteina (U/mg proteina), ¢ija je koncentracija odredena po Lowry metodi
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(3.8.2. Lowry metoda za odredivanje koncentracije proteina).

3.8.3.4. Odredivanje nivoa malondialdehida (MDA) u homogenatima koze

Slobodni radikali u organizmu dovode do lipidne peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina u
¢elijskim membranama gde kao krajni produkt nastaje malondialdehid (MDA) (Gawel i drugi, 2004),
cesto koris¢eni marker oksidativnog stresa. Prema metodi Girotti 1 drugih (1991), 50 ul supernatanta
homogenata koze ili standarda pomeSano je sa 2 ml TBA reagensa (tiobarbiturna kiselina,
hlorovodonié¢na kiselina (HCI) i trihlorsiréetna kiselina) (Zorka Farma, Sabac, Srbija) i 950 ul Tris-HCI
(pH 7.4), nakon Cega je smeSa zagrevana na temperaturi od 100°C, u trajanju od 60 min. Nakon
hladenja i1 centrifugiranja (3000 rpm, 10 min), po 200 pul supernatanta je naliveno u duplikatu u
mikrotitar plocu sa 96 mesta. Kako MDA reaguje sa tiobarbituratnom ksielinom iz smese, kao krajnji
produkt nastaju jedinjenja Zute boje (TBA reagujuée supstance) €iji je intenzitet boje srazmeran nivou
MDA u uzorku. Apsorbanca je merena spektrofotometrijski na 535 nm, dok je koncentracija MDA
preracunata pomocu standardne krive konstruisane na osnovu apsorbanci poznatih koncentracija MDA
i izrazena u nM/mg proteina. Koncentracija proteina odredena po Lowry metodi (3.8.2. Lowry metoda
za odredivanje koncentracije proteina).

3.8.3.5. Ispitivanje aktivnosti mijeloperoksidaze (MPO) u homogenatima koze

MPO predstavlja glavni proinflamatorni enzim azurofilnih granula neutrofilnih granulocita
(Schultz i Kaminker, 1962). Za odredivanje aktivnosti MPO u homogenatima koze koris¢en je o-
dianizidin dihidrohlorid koji se oksiduje pomo¢u ovog enzima u prisustvu H2O2. Prema prilagodenom
protokolu Bozeman i Learn (1990), 33 ul supernatanta homogenata koze ili standarda pomesano je sa
966 pl kalijum-fosfatnog pufera (50 mM) sa o-dianizidin dihidrohloridom (0.167 mg/ml) i H20>
(0.0005 %). Nakon inkubacije od 10 min po 100 pl uzorka je naliveno u duplikatu u mikrotitar plo¢u sa
96 mesta, 1 apsorbanca je ocCitana na 450 nm koriS¢enjem automatskog ELISA c¢itaca. Pomocu
standardne krive konstruisane na osnovu apsorbanci poznatih koncentracija MPO, preraunata je
aktivnost ovog enzima 1 izrazena u jedinicama po ml (U/ml) homogenata.

3.8.4. Odredivanje nivoa HMGB1 molekula Western Blot metodom u homogenatima tkiva

Za odredivanje nivoa HMGB1 homogenizovano je 100 pg tkiva koZe prema opisanom protokolu
(3.8.1. Homogenizacija tkiva kozZe) u saharoznom puferu sa dodatim inhibitorima proteaza (Protease
inhibitors mix G, Serva Electrophoresis GmbH, Hajdelberg, Nemacka). Homogenati koZe su
centrifugirani (20 min, 9700xg, na 4°C) 1 prebaceni u nove ependorfice. Nakon odredivanja koli¢ine
proteina (3.8.2. Lowry metoda za odredivanje koncentracije proteina), preraunata je njihova
koncentracija pomoc¢u standardne krive konstruisane na osnovu apsorbanci poznatih koncentracija
proteina BSA. Po 30 ug proteina (iz svakog uzorka homogenata koze) razblazeno je 4x u Lemli puferu
[(Tris-HCI pH 6.8, SDS, p-merkaptoetanol (Applichem, Darmstadt, Nemacka), bromfenol plavo
(Sigma-Aldrich, St. Luis, SAD), glicerol (LachNer, Neratovice, Ceska)], i zagrevano 5 min (na 95°C)
kako bi se postigla denaturacija proteina do njihove primarne strukture.

Uzorci proteina su zatim razdvojeni elektroforezom na poliakrilamidnom gelu na Bio-Rad
sistemu (Mini-PROTEAN 11, Electrophoresis Cell. Cat. Num. 165- 2940). Koris¢ena su dva gela, 12%
SDS-poliakrilamidni gel [0.375 M Tris-HCI, pH 8.8, 0.1 % SDS, 0.05 % amonijum-persulfat (AMPS) i
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0.05 % TEMED (tetrametilendiamin)] u kome se krecu proteini, i 5% SDS-poliakrilamidni gel (0.125
M Tris-HCI, pH 6.8, 0.1% SDS, 0.05% AMPS i 0.1% TEMED) u kome se uzorci koncentruju i
poravnjavaju. Gel sa uzorcima postavljen je u sistem za elektoforezu sa puferom za elektroforezu
(0.192 M glicin, 25 mM Tris-HCI i 0.1% SDS, pH 8.3). Razdvajanje proteina tokom elektroforeze
vr$eno je pod naponom od 20 mA u gelu za koncentrovanje, odnosno 30 mA u gelu za razdvajanje
proteina.

Nakon zavrsene elektroforeze, izvrSen je transfer proteina na polivinil difluoridnu memmbranu
(PVDF) (Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech, Bakingamsir, Engleska) pomoc¢u sistema za
transfer (Fastblot B43, Biorad, Minhen, Nemacka) na 170 mA. Kako bi se sprecilo nespecifi¢no
vezivanje antitela membrana je nakon ispiranja blokirana dodavanjem TBS pufera (20 mM Tris-HCI
(pH 7.6), 150 mM NacCl, 0.1% Tween 20), skraceno TBS-T pufer, sa 5% BSA u trajanju od sat
vremena. Nakon blokiranja i ispiranja dodato je primarno monoklonsko zecije anti-pacovsko anti-
HMGB1 (Cell Signaling Technology, #6893) ili anti-p-aktin (Cell Signaling Technology, #8457)
antitelo rastvoreno u TBS-T sa 1% BSA, nakon ¢ega je usledila inkubacija preko noci (na 4°C). Nakon
ispiranja od viska nevezanog primarnog antitela dodato je sekundarno kozije anti-zecije IgG antitelo
(Invitrogen, #65-6120) u trajanju od sat vremena, na sobnoj temperaturi uz konstantno mesanje.
Detekcija traka sa HMGBI1 proteinima izvrSena je pomocu sistema za detekciju hemiluminiscencije
(ECL, Santa Cruz Biotechnology) prema uputsvu proizvodaca, i hemiluminescentni signal prenesen je
na film kako bi trake proteina analizirale pomocu ImagelJ softvera. Nivo HMGBI1 proteina izrazen je u
odnosu na referentni protein B-aktin (HMGB1/B-aktin).

3.9. Ispitivanje promena u kondicioniranom medijumu organokulture eksplanata koZe nakon
oralnog unosa kadmijuma

3.9.1. Postavljanje organokulture eksplanata koZze

Sa dorzalne strane tela iseCeni su uzorci koze pune debljine, veli¢ine oko 1 cm? Kkoji su zatim
istrimovani pomocu skalpera kako bi se uklonilo potkozno masno tkivo. Nakon merenja mase koze
uzorci su viSestruko isprani u fizioloskom rastvoru sa gentamicinom i medijumu sa gentamicinom,
kako bi se sprecila kontaminacija. Koza je iseCena na dva dela i postavljena u ploce sa 24 mesta
(Sarstedt, NuUmbrecht, Germany) sa 1 ml medijuma (sa 5% FCS). Organokultura je kultivisana 48h
(37°C, 5% COo, vlazna atmosfera), a zatim su ploc¢e centrifugirane na 1400 rpm (10 min) i sakupljen je
supernatant (kondicionirani medijum) koji je dalje koris¢en za odredivanje produkcije medijatora
inflamacije tj NO i citokina.

3.9.2. Odredivanje metaboli¢ke vijabilnosti organokulture eksplanta koze

Vijabilne ¢elije poseduju aktivni metabolizam putem kojeg mogu da redukuju tetrazolijumovu so
MTT (zute boje) do ljubicasto obojenog produkta, formazana, €ija je koli¢ina direktno proporcionalna
broju vijabilnih ¢elija (Marshall 1 drugi, 1995). Metabolicka aktivnost eksplanta koze ispitana je putem
ovog kolorimetrijskog testa, gde su kao uzorci kori$éeni mali komadi koze, veli¢ine ~3 mm?, koji su
nakon merenja mase postavljeni u triplikatima u mikrotitar plo¢u sa 96 mesta. U svaki bunari¢ je
dodato 200 ul medijuma i 20 pl MTT, kako u sveze izolovane eksplante koze (Oh) tako i u eksplante
koze nakon kultivacije u trajanju od 24h. Nakon inkubacije u trajanju od 3 sata, uzorci koze su
ostavljeni na -20 °C preko no¢i, a zatim su pojedina¢ni monoplikati eksplanta prebaceni u novu plocu
sa 24 mesta kako bi se ekstrahovao formirani formazan. Ekstrakcija boje je izvrSena dodavanjem 0.5
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ml 2-metoksi etanola i inkubacijom tokom no¢i na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je po 200 ul
ekstrahovane boje prebaceno u novu mikrotitar plocu sa 96 mesta. Apsorbanca je ocitana
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 540 nm, sa korekcijom na talasnoj duzini od 670 nm 1
preracunata po gramu tkiva, dok je MTT indeks iskazan kao odnos MTT redukcije eksplanata
kultivisanih 24h i MTT redukcije svezih eksplanata (Oh) (MTT indeks=24h/0h).

3.9.3. Odredivanje nivoa citokina imunoenzimskim testom na ¢vrstoj fazi (ELISA)

Najcesce koriS¢ena metoda za detekciju i kvantifikaciju peptida, proteina, antitela i hormona jeste
ELISA (engl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) test koji se zasniva na visoko specifi¢noj
interakciji antigena i antitela. Za odredivanje produkcije citokina u kondicioniranom medijumu
dobijenim iz organokulture eksplanata koze, koriS¢ena je ,sendvic“ ELISA, zbog svoje visoke
osetljivosti gde se antigen od interesa detektuje pomocéu primarnog (hvatajuc¢eg) i sekundarnog
(detektujuceg) antitela. Za odredivanje nivoa citokina koris¢eni su komercijalno dostupni ELISA setovi
za pacove, prema uputstvu proizvodaca: IL-1p, IL-6, IL-10 (R&D Systems, Mineapolis, SAD) i TNF-a
(eBioscience). Koncentracija citokina preracunata je pomocu standardne krive konstruisane na osnovu
apsorbanci poznatih koncentracija gore navedenih citokina i izrazena u pg/ml.

3.9.4. Odredivanje nivoa azot monoksida (NO) pomoc¢u Griess-ove reakcije

Kao indirektna metoda za odredivanje nivoa azot monoksida (NO) koristi se Griess-ova reakcija,
gde se vrsi detekcija nitrita (NO2Y) i/ili nitrata (NO3) kao krajnih produkata metabolizma ovog
medijatora inflamacije (Hibbs i drugi, 1988) koji su u direktnom odnosu sa koli¢inom produkovanog
NO. Za odredivanje koli¢ine NO2 ", uzeto je 50 ul uzorka (kondicioniranog medijuma organokulture
eksplanata koze) ili standarda u koje je dodato 50 pl Griess-ovog reagensa, koga €ine sulfonilamid
(SA) i N-(1-Naftiletilendiamin) (NAD) u odnosu 1:1. Nakon inkubacije (10 min, sobna temperatura),
razvijena je boja (roza) ¢ija je apsorbanca merena spektrofotometrijski na 540 nm (sa korekcijom na
670 nm). Koli¢ina produkovanih NO2™ preracunata je koriS¢enjem standardne krive konstruisane na
osnovu apsorbanci poznatih koncentracija natrijum-nitrita (NaNO3) i izraZzena u pM.

3.10. Ispitivanje promena u izolovanim ¢elijama koZe nakon oralnog unosa kadmijuma

3.10.1. Izolacija epidermnih i dermnih ¢elija koze

Koza je ise¢ena na komadiée veli¢ine oko 0.5 cm? i inkubirana u medijumu sa dispazom (2.5
mg/ml) preko no¢i (na 4°C). Nakon odvajanja slojeva koze epidermni sloj je inkubiran (35 min, na
37°C) u rastvoru 0.25% tripsina i 0.1% glukoze i propuSten kroz najlon mrezice (50 pm, BD
Bioscience, Bedford, SAD), nakon &ega je dobijena suspenzija epidermnih ¢elija (EC). Sloj derma je
iseckan i inkubiran (2h, na 37°C) u rastvoru sa PBS (engl. Phosphate Buffer Saline, pH 7.4),
kolagenazom (3mg/ml), hijaluronidazom (10mg/ml) i DNazom (10mg/ml). Izolovane epidermne i
dermne ¢elije su resuspendovane u kompletnom medijumu i razblazene u 0.1% ratsvoru tripana, kako
bi se automatskim brojatem celija (LUNA-IITM, Logos Biosystems, Inc) odredili njihov broj i
vijabilnost. Za dalju manipulaciju epidermne i dermne éelije su podesene na 1x10° éelija/ml.
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3.10.2. Postavljanje kulture ¢elija koze

3.10.2.1. Postavljanje spontane i LPS-stimulisane kulture epidermnih i dermnih celija koze

Nakon izolacije u mikrotitar plo¢e sa 96 mesta postavljeno je 1x10° éelija epiderma ili derma/ml
kulture u finalnoj zapremini od 210 ul, koje su kultivisane tokom 48h sa medijumom (spontana
produkcija) ili lipopolisaharidom (LPS, 100 ng/ml kulture) (stimulisana produkcija). Nakon
centrifugiranja (1200 rpm, 10 min) izdvojeni su supernatanti u kojima je odredivana koncentracija
citokina (IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-10) i NO.

3.10.2.2. Postavljanje spontane i S.epidermidis-stimulisane kulture epidermnih celija koze

U eksperimentima sa S. epidermidis BGHMC11 izolovanim iz humanog mleka (Begovi¢ i drugi,
2013), 1x10° ¢elija epiderma/ml kulture u finalnoj zapremini od 210 ul, kultivisano je u trajanju od 48h
sati sa medijumom (spontana produkcija) ili sa 10* bakterija S. epidermidis (stimulisana produkcija).
Supernatanti su kori§¢eni za odredivanje koncentracije citokina (IL-1p, IL-6, TNF-a, 1L-10).

3.10.2.3. Postavljanje kokulture epidermnih celija koze i saLC

Epidermne éelije (1x10° éelija/ml kulture) izolovane iz kontrolnih ili Zivotinja tretiranih Cd su
kokultivisane sa 5x10° éelija saLC/ml kulture (odnos 1:5) izolovanih iz netretiranih Zivotinja (3.11.
Izolacija Celija drenirajucih limfnih ¢vorova koze) u trajanju od 72h (finalna zapremina 210 pul), sa
(stimulisana produkcija) ili bez (spontana) konkavalina A (ConA, 2.5 ug/ml kulture). Supernatanti su
koriséeni za odredivanje koncentracije citokina (IFN-y, IL-17, IL-6 i IL-10). U svim ispitivanim
testovima Celije su kultivisane u inkubatoru za gajenje ¢elija (Flow Laboratories CO2 incubator 1500,
ICN Flow, SAD) u vlaznoj atmosferi, na 37°C, sa 5% CO..

3.10.3. Odredivanje metabolicke vijabilnosti ¢elija koze MTT testom

Metaboli¢ka vijabilnost EC i dermnih éelija odredivana je odmah nakon njihove izolacije (Oh)
pomoc¢u MTT redukcionog eseja (Oez i drugi, 1990). U mikrotitar plo¢e sa 96 mesta nalivano je 1x10°
¢elija i 10 ul MTT sa ili bez prisustva stimulatora (LPS ili S.epidermidis). Nakon inkubacije u trajanju
od 3h (na 37°C) reakcija je prekinuta dodavanjem 10% sodijum dodecil sulfata (SDS)-0.01 N HCI.
Nastali formazan rastvoren je inkubacijom preko noc¢i (na sobnoj temperaturi). Dobijena boja (Ciji je
intenzitet srazmeran vijabilnosti Celija) oCitana je pomocu automatskog ELISA cita¢a na 540 nm (sa
korekcijom na 670 nm).

Metabolicka vijabilnost odredivana je i po zavrSetku kultivacije Celija epiderma i derma sa
medijumom/LPS-om (48h), kao i kokultivacije EC sa saLC (72h). Ploge sa kultivisanim ¢elijama su
centrifugirane (1200 rpm, 10 min, na sobnoj temperaturi) i sakupljen je supernatant, dok je na talog
¢elija dodato 100 pl medijuma (sa 5% FCS) i 10 ul MTT. Dalji postupak isti je kao i u prethodno
opisanom odredivanju vijabilnosti sveze izolovanih ¢elija.
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3.10.4. Odredivanje nivoa redukovanog glutationa (GSH) u epidermnim ¢elijama koze

Nakon izolacije, epidermne ¢elije (1x10°) su centrifugirane (200xg, 10 min, na 4°C) i dodato je
80 ul 10 mM HCI. Uzorci su sprovedeni kroz 3 ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja (kako bi doslo do
oslobadanja sadrzaja iz ¢elija) nakon Cega je dodato 20 ul 5% sulfosalicilne kiseline. Po zavrSenom
centrifugiranju (8000xg, 10 min, na 4°C) izdvojeno je po 100 ul supernatanta iz svakog uzorka u
kojima je odredivan nivo GSH. Na talog ¢elija dodat je 1 ml 1M NaOH, i nakon inkubacije (preko
noc¢i, na sobnoj temperaturi) u njemu je odredivana koncentracija proteina (3.8.2. Lowry metoda za
odredivanje koncentracije proteina). U supernatante za odredivanje GSH dodato je 400 ul Tris-Cl (pH
8.9) 1 10 ul DTNB (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoi¢na kiselina)) nakon ¢ega su uzorci inkubirani (20 min,
sobna temperatura) i nalivani u duplikatu u mikrotitar plocu sa 96 mesta. GSH se oksiduje od strane
DTNB s$to dovodi do formiranja GSSG i TNB (5-tio-2-nitrobenzoi¢na kiselina). Koli¢ina TNB
proporcionalna je koli¢ini GSH prisutnog u uzorku. Apsorbance su ocitane pomocu automatskog
ELISA citaca na 405 nm (sa korekcijom na 540 nm). Koncentracija GSH prerac¢unata je pomocu krive
konstruisane na osnovu apsorbanci poznatih koncentracija GSH i izrazena je kao uM GSH/mg
proteina. Protokol je prilagoden prema Rahman i drugi (2006).

3.10.5. Reakcija lananog umnozavanja u realnom vremenu (engl. Real time polymerase chain
reaction, RT-PCR)

Kombinacijom reverzne transkripcije RNK u komplementarnu DNK (cDNK) i amplifikacije
specificnih delova DNK pomocu reakcije lan¢anog umnozavanja (PCR), nastala je reakcija lancanog
umnozavanja u realnom vremenu (engl. Real time polymerase chain reaction, RT-PCR) koja je
kori$¢ena u ovoj studiji za odredivanje nivoa ekspresije gena za citokine (IL-1p, IL-6, TNF-a i 1L-10),
metalotioneine (MT-1 i MT-2), iNOS, hemoksigenazu (HO)-1, AHR i gene povezane sa ovim
receptorom (CYP1A1, CYP1B1), i apoptotske markere (Bax i Bcl-2).

3.10.5.1. Izolacija molekula RNK iz epidermnih Celija

Nakon izolacije EC (5x10° ¢elija/ml) dodato je po 500 pl trizola tj rastvora za izolaciju RNK (mi-
Total RNA Isolation Kit; Metabion, Martinsried, Nemacka). Nakon rastvaranja dodat je hloroform
(Merck, Darmstadt, Nemacka) (1:5 u odnosu na trizol) 1 uzorci su centrifugirani (1200 x g, 20 min, na
4°C) usled ¢ega su se izdvojila 3 sloja: gornji sa RNK, srednji sa DNK i donji sa proteinima. Gornji
sloj sa RNK pazljivo je preba¢en u nove ependorfice i dodato je 300 pl izopropanola (Zorka, Sabac,
Srbija) koji talozi RNK. Nakon centrifugiranja (1200 x g, 20 min, na 4°C) na talog je dodat 70% etanol
(600 ul) (Zorka, Sabac, Srbija), i nakon ponovnog centrifugiranja RNK je resuspondavana u 15 pl vode
sa dietilpirokarbonatom (DEPC H20) koji inaktivira RNaze. Slede¢i korak podrazumevao je merenje
koli¢ine RNK u uzorcima i podeSavanje njene koncentracije kako bi u reakciju reverzne transkripcije
usla ista koli¢ina RNK svakog uzorka (1 ug RNK).

3.10.5.2. Reakcija reverzne transkripcije

Prvi korak u reakciji reverzne transkripcije jeste prepisivanje RNK u komplementarnu cDNK
koje je omoguéeno dodavanjem 1 pl nasumicnih heksamernih prajmera (Applied Biosystems) i 4 pl
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dezoksiribonukleotidtrifosfata (ANTP, Fermentas, Vilnius, Litvanija) u uzorke (10 ul ) rastvorene u
vodi. Reakciona smesa sa RNK inkubirana je na temperaturi od 70°C u cilju denaturacije sekundarne
strukture RNK. Po isteku vremena dodato je 1 ul enzima (reverzna transkriptaza izolovana iz Moloni
leukemija virusa) (Fermentas), 4 ul pufera za reverznu transkripciju (5x Reaction buffer, Fermentas,
Vilnius, Litvanija), 0.5 pl inhibitora RNaza i 2.5 pl visoko pre¢iséene vode po uzorku. Dalji koraci
sprovedeni su prema zadatom programu na aparatu za reverznu transkripciju (Biometra T-personal
Combi Thermo Cycler 050-552, Nemacka): inkubacija na 25°C (15 min), b) inkubacija na 42°C (60
min) i ¢) prekid inkubacije na 70°C (10 min) i 95°C (3 min). Dobijena cDNK razblazena je 10 puta u
DEPC H20 1 koris¢ena je za RT-PCR.

3.10.5.3. Reakcija lancanog umnozavanja (RT-PCR)

U mikrotitar plo¢u sa 96 mesta za kvantitativni PCR (MicroAmpTM Optical, Applied
Biosystems, Karlsbad, Kalifornia, SAD) naliveno je u duplikatu 2 pul ¢cDNK (razblazene 10 puta), 1 pl

(Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornia, SAD) po uzorku. Kako bi se sprecilo ispravanje ploca je
prekrivena zastitnom folijom (Applied Biosystems, Karlsbad, Kalifornia, SAD), centrifugirana
(1000xg, 1 min) i stavljena u aparat za RT-PCR (ABI Prism 7000 Sequence Detection System, Applied
Biosystems, Karlsbad, Kalifornia, SAD). Umnozavanje ciljnog gena vrSeno je po unapred zadatom
programu na aparatu za RT-PCR: a) 50°C (5 min), b) 95°C (10 min), 1 ¢) 40 ciklusa umnozavanja
ciljnog gena. Dobijeni rezultati su analizirani pomocu softverskog programa (7000 System software,
Applied Biosystems, Karlsbad, Kalifornia, SAD). Nivo ekspresije informacione RNK (iRNK) u uzorku
preracunat je na osnovu ekspresije iRNK za referentni protein (B-aktin) u uzorcima tj na osnovu

formule 2°dCt koja izrazava razliku izmedu Ct vrednosti iRNK gena od interesa i iRNK B-aktina.
Nukleotidne sekvence ciljnih gena predstavljene su u Tabeli 2.

Tabela 2. Nukleotidne sekvence prajmera

Sekvenca prajmera

5'- 3" (Forward)

3" - 5" (Reverse)

B-aktin CCCTGGCTCCTAGCACCAT GAGCCACCAATCCACACAGA
IL-1R CACCTCTCAAGCAGAGCA GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC
IL-6 GCCCTTCAGGAACAGCTATGA TGTCAACAACATCAGTCCCAAG
TNF-a TCGAGTGACAAGCCCGTAGC CTCAGCCACTCCAGCTGCTC
IL-10 GAAGACCCTCTGGATACAGCTGC TGCTCCACTGCCTTGCTTTT
iINOS TTCCCATCGCTCCGCTG CCGGAGCTGTAGCACTGCA
MT-1 GAACTGCAAATGCACCTCCTGC CAAGACTCTGAGTTGGTCCG
MT2 TGCAAGAAAAGCTGCTGTTCC TTACACCATTGTGAGGACGCC
AHR GCTGTGATGCCAAAGGGCAGC TGAAGCATGTCAGCGGCGTGGAT
CYP1A1 GGGGAGGTTACTGGTTCTGG CGGATGTGGCCCTTCTCAAA
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CYP1B1 CTCATCCTCTTTACCAGATACCCG GACGTATGGTAAGTTGGGTTGGTC

Bax AATTCGCCGGAGACACTCG TGAAGACAGGGGCCTTTTTG
Bcl-2 CCTGAAGAGTTCCTCCACCA TCGCAGAGATGTCCAGTCAG
HO-1 CGTGCAGAGAATTCTGAGTTC AGACGCTTTACGTAGTGCTG

3.10.6. Oslobadanje laktat dehidrogenaze od strane epidermnih ¢elija

U cilju odredivanja nivoa laktat dehidrogenaze (LDH), nakon centrifugiranja (1200 rpm, 10 min)
sakupljeni su suspernatanti kultivisanih EC. Nivo LDH izmeren je pomoéu spektrofotometra
SIEMENS ADVIA 1800 (Terytown, New York, SAD), kori§¢enjem komercijalno dostupnih reagenasa
(ADVIA Chemistry LDLP Lactate Dehydrogenase Reagents) i izrazen u jedinicama po litri (U/L).

3.10.7. Odredivanje koncentracije citokina ELISA testom u epidermnim i dermnim ¢elijama

Nivoi IL-1p, IL-6, IL-10 (R&D Systems, Mineapolis, SAD) i TNF-o (eBioscience) u EC i
dermnim ¢elijama koZe, kao i IL-6, IFN-y i IL-17 (eBioscience) u kokulturi EC sa T limfocitima dLC,
mereni su pomocu komercijalno dostupnih antitela za ove citokine, prema uputstvu proizvodaca.
Koncentracija ovih proteina preracunata je pomocu standardne krive konstruisane na osnovu
apsorbanci njihovih poznatih koncentracija, i izrazena je u pg/ml. Nivo citokina nakon dodatnog
stimulusa (LPS ili S .epidermidis) izrazen je kao indeks stimulacije (odnos stimulisane i spontane
produkcije citokina) tj kao LPS/spontana produkcija ili S. epidermidis/spontana produkcija citokina.

3.10.8. Odredivanje nivoa NO u epidermnim ¢elijama

Odredivanje koncentracije NO u EC radeno je prema opisanom protokolu (3.9.4. Odredivanje
nivoa nitrita Griess-ovom reakcijom). Kao uzorak koris¢eno je 50 ul supernatanta sakupljenog nakon
kultivacije (48h) EC sa ili bez stimulacije sa LPS. Nivo NO nakon LPS-a izraZen je kao indeks
stimulacije (odnos stimulisane i spontane produkcije citokina).

3.10.9. Odredivanje nivoa proteina (Nrf2, casp-3 i PARP) Western blot metodom u epidermnim
¢elijama

Nivoi Nrf2 (engl. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) i aktivnih formi proteina kaspaza-3
(casp-3) i poli (ADP-riboza) polimeraza (PARP) u EC odredivani su u talogu proteina, koji se izdvajao
kao donja frakcija nakon dodavanja hloroforma prilikom izoalcije RNK (3.10.5.1. Izolacija molekula
RNK iz epidermnih Celija). Naime, nakon izolacije RNK (gornja frakcija) i uklanjanja prstena DNK
(srednja frakcija), u fenol-etanol talogu ostali su proteini. Na talog je dodato 3 puta viSe acetona u
odnosu na zapreminu fenol-etanola nakon cega je usledila inkubacija (10 min, sobna temperatura).
Uzorci su centrifugirani (12000xg, 10 min, na 4°C), i nakon izbacivanja supernatanta na talog je dodat
1 ml GEG (0.3 M guanidin-HCI, 95 % etanol, 2.5 % glicerol) rastvora. Po zavrsetku sonifikacije i
centrifugiranja (8000xg, 5 min, na 4°C), uzorci su isprani 2 puta sa GEG (dodavanje 1 ml GEG,
inkubacija, centrifugiranje, odlivanje supernatanta). Poslednje ispiranje podrazumevalo je dodavanje 1
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ml etanola (Zorka, Sabac, Srbija) sa 2.5% glicerolom, nakon ¢ega su ponovo usledile inkubacija i
centrifugiranje. Nakon odlivanja supernatanta proteini su resuspendovani u 100 pl pufera za lizu (50
mM DTT, 2% SDS, 10 % glicerol, 62.5 mM TRIS, destilovana voda) u koji su prethodno dodati
PMSF(1 mM), EDTA (2 mM) i aprotinin (10 ug/ml). Koncentracije proteina u uzorcima odredena je
prema Lowry-jevoj metodi (3.8.2. Lowry metoda za odredivanje koncentracije proteina). Dalji koraci
su isti kao u opisanom protokolu za odredivanje nivoa HMGB1 molekula (3.8.4. Odredivanje nivoa
HMGB1 molekula Western Blot metodom u homogenatima tkiva). Za blokiranje membrane kori$¢en je
TBST sa 5% BSA, dok su primarno monoklonsko zeéije anti-pacovsko anti-Nrf2 (Cell Signaling
Technology, #12721S), poliklonsko =zecije anti-pacovsko anti-casp-3 (Cell Signaling, #9662),
poliklonsko zecije anti-pacovsko anti-PARP (Cell Signaling, #9542), monoklonsko zec€ije anti-f-aktin
(Cell Signaling, #4970) i sekundarno kozije anti-zecije IgG antitelo (Invitrogen, #65-6120) rastvorena u
TBST sa 1% BSA. Nivoi Nrf2, casp-3 i PARP proteina izrazeni su u odnosu na referentni protein f-
aktin.

3.11. Ispitivanje promena u drenirajuéim limfnim ¢vorovima koZe (saL.C) nakon oralnog unosa
kadmijuma

3.11.1. Izolacija i postavljanje kulture ¢elija dLC koze

Nakon Zrtvovanja Zivotinja izolovani su saLC od kojih je mehani¢kim istiskivanjem kroz najlon
mrezice (70 um, Cell strainer, BD Falcon, BD Bioscience, Bedford, SAD) dobijena ¢elijska suspenzija.
Celije su isprane i resuspendovane u medijumu (sa 5% FCS), a zatim su automatskim brojatem éelija
odredeni njihov broj i vijabilnost. Koncentracija ¢elija je podesena na 6x10° éelija/ml i 6x10° ¢elija/ml
kulture u finalnoj zapremini od 210 pl kultivisano je tokom 48h sa medijumom (spontana produkcija)
ili ConA (1 pg/ml kulture) (stimulisana produkcija). Nakon centrifugiranja (1200 rpm, 10 min)
izdvojeni su supernatanti u kojima je odredivana koncentracija citokina [FN-y 1 IL-17.

3.11.2 Merenje metabolicke aktivnosti

Metaboli¢ka vijabilnost ¢éelija saLC (6x10° éelija/ml) odredivana je kao §to je opisano u
protokolu (3.10.3. Odredivanje metabolicke vijabilnosti celija koze MTT testom), sa medijumom
(spontana produkcija) ili ConA (1 pug/ml kulture) (stimulisana produkcija).

3.11.3. Odredivanje koncentracije citokina ELISA testom

U saLC odredivan je nivo spontane (spontane) i ConA (1 pg/ml) stimulisane produkcije IFN-y i
IL-17 (eBioscience) pomoc¢u komercijalno dostupnih antitela za ove citokine, prema uputstvu
proizvodaca. Koncentracija ovih proteina preratunata je na osnovu standardne krive konstruisane na
osnovu apsorbanci njihovih poznatih koncentracija i izraZzena je u pg/ml. Nivo citokina nakon dodatnog
ConA izrazen je kao indeks stimulacije (odnos stimulisane i spontane produkcije citokina).

36



3.12. Ispitivanje efekta oralnog unosa kadmijuma na reakciju kontaktne preosetljivosti (na
DNCB)

3.12.1. Izazivanje reakcije kontaktne preosetljivosti i merenje otoka uva

Po zavrSetku oralnog tretmana Cd (nakon 30 dana), kontrolne (koje nisu tretirane sa Cd) i
tretirane (koje su tretirane sa 5 ppm ili 50 ppm Cd) Zivotinje su senzibilisane primenom 0.4% DNCB-a
rastvorenog u acetonu i maslinovom ulju (u odnosu 4:1), nanoSenjem po 100 ul pripremljenog rastvora
na prethodno o$isanu povrsinu (oko 16 ¢cm?) koze (dorzalne) tokom dva uzastopna dana. Pet dana
nakon druge primene DNCB-a izazvana je ekspresija reakcije (faza elicitacije) gde je kontrolnim i
tretiranim zivotinjama nanoseno po 50 ul DNCB-a tri puta manje koncentracije (0.13%) na desno uvo.
Na povrsinu levog uva tretiranih i kontrolnih zivotinja nanoseno je 50ul rastvaraca (maslinovo ulje u
acetonu). Otok levog i desnog uva meren je pomoc¢u mikrometra sa po tri ponavljanja pre (Oh) i 24h
nakon izazivanja elicitacije (Slika 4). Razlika u debljini uva nakon i pre elicitacije (24h-0h) koris¢ena
je kao mera ekspresije reakcije kontaktne preosetljivosti. S obzirom na to da oralni put unosa haptena
izaziva tolerogenost, Zivotinje su drzane u zasebnim kavezima tokom tretmana.

Oralni tretman Ekspresija reakcije
kadmijumom Senzibilizacija Elicitacija ~ kontaktne preosetljivosti
Cd 30 dana 0.4% DNCB 0.13% DNCB Otok uha
e ' . ' . (] 24 h & '
N = N »'\\ »‘\\
Dani 1-30 31i32 37 38

Slika 4. 1zazivanje reakcije kontaktne preosetljivosti nakon oralnog unosa kadmijuma

3.12.2. Izolacija i postavka kulture éelija epiderma i dLC koze

Prvog i tre¢eg dana nakon senzibilizacije Zivotinja izolovane su celije limfnih ¢vorova koji
dreniraju kozu (saLC), dok su 24h nakon elicitacije izolovane ¢elije limfnih ¢vorova koji dreniraju usi
(aurikularni) prema opisanom protokolu (3.11.1. Izolacija Celija dLC koZe), i podesena im je
koncentracija na 6x10° ¢elija/ml. 6x10° ¢elija/ml kulture u finalnoj zapremini od 210 pl kultivisano je
tokom 48h sa medijumom (spontana produkcija) ili DNBS-om (10 ug/ml kulture) (haptenom
stimulisana produkcija). Nakon centrifugiranja (1200 rpm, 10 min) izdvojeni su supernatanti u kojima
je odredivana koncentracija citokina I[FN-y i IL-17.

Celije epiderma koze izolovane su prema opisanom protokolu (3.10.1. Izolacija epidermnih i
dermnih celija koZze) 24h nakon senzibilizacije Zivotinja i podeSena im je koncentracija na 1x10°
éelija/ml. 1x10° ¢elija/ml kulture u finalnoj zapremini od 210 pl kultivisano je tokom 48h sa
medijumom (spontana produkcija) ili LPS-om (100 ng/ml kulture) (stimulisana produkcija). Nakon
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centrifugiranja (1200 rpm, 10 min) izdvojeni su supernatanti u kojima je odredivana koncentracija
citokina IL-1B i TNF-a.

3.12.3. Izolacija i postavka kulture ukupnih ¢elija uva

Elicitacija je ispitivana na ukupnim éelijama uva (EC+DC), u skladu sa drugim studijama gde su
ispitivanja vezana za fazu ekspresije reakcije kontaktne preosetljivosti naj¢es¢e radena na ukupnoj
populaciji ¢elija ovog tkiva (Weber i drugi, 2015; Fujimoto i1 drugi, 2018; Zemelka-Wigcek i drugi,
2013). Celije su izolovane samo iz desnog uva kontrolnih (0.4/0.13% DNCB+0ppm Cd) i tretiranih
zivotinja (0.4/0.13% DNCB+5ppm i 50ppm Cd) na koje je nanoSen DNCB. Pomoéu pinceta
razdvojene su ventralna i dorzalna straha uva i postavljene u plo¢u sa 24 mesta sa dodatim medijumom
(1350 ul, bez FCS) i dispazom (2.5 mg/ml kulture). Nakon inkubacije (preko no¢i, na 4°C) epiderm i
derm su razdvojeni, iseckani i postavljeni u nove ploce sa 24 mesta, nakon c¢ega su inkubirani sa
kolagenazom (3 mg/ml) i DNazom (10 mg/ml) u trajanju od 2 sata (na 37°C). Nakon inkubacije, ¢elije
epiderma i derma su propustene kroz najlon mrezice (50 um, BD Bioscience, Bedford, SAD) u istu
epruvetu, resuspendovane u medijumu (sa 5% FCS) i razblazene u 0.1% rastvoru tripana kako bi se
automatskim brojacem c¢elija (LUNA-IITM, Logos Biosystems, Inc) odredili njihov broj i vijabilnost.
Za dalju manipulaciju, ukupne éelije uva (epidermne i dermne) su podesene na 1x10° éelija/ml. 1x10°
¢elija/ml kulture u finalnoj zapremini od 210 pl kultivisano je tokom 48h sa medijumom (spontana
produkcija), LPS-om (100 ng/ml kulture) ili DNBS-om (10 pg/ml kulture) (stimulisana produkcija).
Nakon centrifugiranja (1200 rpm, 10 min) izdvojeni su supernatanti u kojima je odredivana
koncentracija IL-1B, TNF-a, IFN-y i IL-17.

3.12.4. Odredivanje vijabilnosti éelija koze i dLC

Metaboli¢ka vijabilnost ¢elija epiderma koze (1x10°), ukupnih éelija uva (1x10°) i njihovih
drenirajué¢ih limfnih &vorova (saLC i aLC, redom) (6x10° éelija) odredivana je kao §to je opisano u
protokolu (3.10.3. Odredivanje metabolicke vijabilnosti éelija koze MTT testom).

3.12.5. Odredivanje koncentracije citokina ELISA testom u ¢elijama uva i dLC

U fazi senzibilizacije i elicitacije odredivana je spontana (spontana) i stimulisana produkcija sa
LPS-om (100 ng/ml) IL-1B i TNF-0 u EC éelijama senzibilisane koZe ili ukupnim éelijama uva, redom.
Spontana (spontana) i stimulisana produkcija sa DNBS-om (10 ug/ml) IFN-y i IL-17 odredivana je u
¢elijama saL.C 24h i 72h nakon senzibilizacije, kao i ukupnim éelijama uva i aLC 24h nakon elicitacije.
Koncentracija citokina prera¢unata je pomocu standardne krive konstruisane na osnovu apsorbanci
poznatih koncentracija gore navedenih citokina i izraZena u pg/ml. Nivo citokina nakon LPS/DNBS
izraZen je kao indeks stimulacije (odnos stimulisane i spontane produkcije citokina).

3.12.6. Odredivanje zastupljenosti CD4* i CD8" ¢elija u fazi elicitacije

Ispitivanje zastupljenosti CD4* i CD8" ¢éelija radeno je 24h nakon elicitacije zivotinja u ukupnoj
populaciji ¢elija uva i aLC. Ekspresija mebranskih proteina CD4* (CD4) i CD8" (CDS8a) celija
odredivana je koris¢enjem direktno obelezih misjih anti-pacovskih anti-CD4 (sa fluorescein
izotiocijanatom, FITC) i anti-CD8 (sa fikoeritrinom, PE) antitela (eBioscience Inc, San Diego, CA,
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USA). Naime, 1x10° ¢elija/ml uva ili aLC inkubirano (30 min, na 4°C) je sa antitelima u finalnoj
zapremini od 100 ul. Nakon inkubacije celije su ispirane u PBS i fiksirane dodavanjem
paraformaldehida (1%). Za analizu srednje procentualne zastupljenosti CD4* i CD8" pozitivnih ¢elija u
ukupnojulaciji ¢elija uva ili aLC, koriéen je FACScalibur protoéni citofluorimetar (BD Biosciences,
Heidelberg, Germany), i analizirano je minimum 10000 dogadaja po uzorku. Mereni nivo
autofluorecence u kontrolnim uzorcima (gde nisu dodata antitela) bio je manji od 0.5 %.

3.13. Statisti¢cka obrada rezultata

Rezutati eksperimenata (iz najmanje tri, a najviSe Cetiri zasebna eksperimenta) predstavljeni su
kao srednja vrednost svih merenja sa standardnom devijacijom (x S.D.). Statisticka obrada podataka je
radena na kompjuterskom softveru Statsoft STATISTIKA v7.0.61.0. (StatSoft Inc., Tulsa, OK) i
kori$éen je neparametarski Mann-Whitney U test. Statisticki znacajnim smatrane su P vrednosti manje
od 0.05.
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4. REZULTATI
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4.1. Efekat oralnog unosa kadmijuma na telesnu masu i dnevni unos kadmijuma

Oralni tretman Cd u trajanju od 30 dana (produzeni tretman) nije doveo do razlika u telesnoj masi
i unosu vode izmedu tretiranih i kontrolnih Zivotinja kod oba soja pacova. Nisu zapazene razlike u
dnevnom unosu Cd izmedu DA i AO pacova, preratunatog na osnovu popijene vode i telesne mase
zivotinja (Tabela 3).

Tabela 3. Masa Zivotinja i dnevni unos kadmijuma Cd

DA AO
Doza Cd (ppm) Doza Cd (ppm)
0 5 50 0 5 50
masatelanakrajl - ou0450 261420 247+14 336+20°° 345+23% 330+20%
tretmana (g)
dobijanje na tezini (g) ~ 44+18 53+8.1 42+10.4 41+17.3 45+13.9 37+13.4
unos vode 140422 131419 132418 132416 125412 128+13
(ml/kg t.m.)
prosecni dnevni unos 4, 0.70.1 6.6+1.0 0.0£0.0 0.630.07 6.36£0.7

Cd (mg/kg t.m.)

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D; t.m. telesna masa.
Statisticki znacajne razlike: " %P < 0.01 u odnosu na Zivotinje DA soja.

4.2. Koncentracija kadmijuma u tkivima

Merenje koncentracije Cd u tkivima izolovanih iz tretiranih Zivotinja ukazalo je na vecu
koncentraciju ovog metala u krvi, kozi, dlaci, saLC, crevu, jetri i bubrezima (Slika 5) u poredenju sa
kontrolnim Zivotinjama. Najvisi nivoi Cd izmereni su u bubrezima i jetri, praceni visokim nivoima u
crevu, dlaci, ukupnoj kozi, epidermu i saL.C, dok su u krvi i dermu izmerene najnize vrednosti ovog
metala. U svim ispitivanim tkivima uocena je povecana koncentracija Cd nakon unosa vise doze (50
ppm) ovog metala, dok je nakon primene nize doze (5 ppm) poveéanje izostalo u dermu (oba soja
pacova) i krvi (AO pacovi). Dozno-zavisno (ve¢e na 50 ppm u poredenju sa 5 ppm Cd) povecanje
koncentracije Cd zapaZeno je u svim ispitivanim tkivima oba soja pacova, izuzev U Krvi, dermu (oba
soja pacova) i jetri gde je bilo prisutno samo kod DA pacova. Koncentracija Cd nije se razlikovala
izmedu DA 1 AO sojeva pacova (Slika 5).
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Slika 5. Deponovanje kadmijuma u tkivima. (A) DA soj. (B) AO soj. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D. Statisticki znadajne razlike: P < 0.05, "P < 0.1, ™P < 0.01 u
odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; *P < 0.05, #P < 0.01, P < 0.001 u odnosu na 50 ppm odgovarajuéeg soja.

4.3. Efekat oralnog unosa kadmijuma na akutno-fazne proteine i citokine u perifernoj Kkrvi
pacova

Sa ciljem dobijanja podataka o moguc¢em inflamatornom efektu kadmijuma na sistemskom nivou,
odredivana je koncentracija akutno-faznih proteina i citokina u perifernoj krvi pacova. Nivoi
haptoglobina, fibrinogena i albumina kod Zivotinja tretiranih sa Cd bili su istog opsega kao i kod
kontrolnih Zivotinja, i nisu uocene razlike izmedu sojeva (Tabela 4). Koncentracije 1L-6 i TNF-a
merene u plazmi bile su ispod nivoa detekcije kod kontrolnih i tretiranih Zivotinja oba soja pacova.
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Tabela 4. Nivo akutno-faznih proteina u perifernoj krvi

DA AO
Doza Cd (ppm) Doza Cd (ppm)
0 5 50 0 5 50
haptoglobin 1.0+£0.001 0.9+0.26 1.0£0.15 1.0+£0.001 1.0+0.4 1.0£0.2
fibrinogen 1.0£0.001 0.940.03 1.0+003 1.0+0.001 9+0.03 1.00.1
albumin 1.0£0.001 1.140.12 1.2+0.10 1.0+£0.001 0.1+0.2 0.910.2

Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti zivotinja tretiranih Cd u odnosu na kontrolne Zivotinje (kojima je dodeljena
vrednost 1) i prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D.

4.4. HistoloSka analiza koZe nakon oralnog unosa kadmijuma

4.4.1. Histoloska analiza koze nakon hematoksilin-eozin bojenja

Histoloska analiza koze nakon hematoksilin-eozin (H&E) bojenja ukazala je da oralni tretman Cd
dovodi do morfoloskih i strukturnih promena ovog tkiva kod tretiranih u poredenju sa kontrolnim
zivotinjama. Formiranje novih vaskularnih prostora, hiperkeratoza i1 hipergranuloza zapazeni su nakon
primene obe doze (5 ppm i1 50 ppm) Cd kod oba soja pacova. Prisustvo neutrofila uo¢eno je pri nizoj
dozi Cd kod DA pacova i na viSoj dozi kod oba soja pacova, dok su proSireni sebaceozni folikuli
primeceni samo kod DA pacova (Slika 6). Pored neutrofila, zapazeno je 1 prisustvo mast ¢elija kod
jedinki oba soja pacova, nakon primene obe doze (5 ppm i 50 ppm) Cd (Slika 7).
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Slika 6. HistoloSka analiza koZze (H&E bojenje) nakon unosa kadmijuma. DA (gore), uveli¢anje x 20; (A, B, C)
Epiderm i derm koze DA pacova na 0 ppm, 5 ppm i 50 ppm, redom. (D, E, F) Epiderm i derm koze AO pacova na 0 ppm, 5
ppm i 50 ppm, redom. Novoformirani vaskularni prostori (strelica), dilatacija sebaceoznih folikula (taraba), hiperkeratoza i
hipergranuloza. Inserti prikazuju infiltraciju neutrofila (zvezdica).

4.4.2. Efekat oralnog unosa kadmijuma na brojnost mast ¢elija u kozi

Kvantifikacija mast celija (Giemsa bojenje) pokazala je povecan broj mast Celija kod oba soja
nakon primene obe doze Cd (Slika 7A, B, C, D), bez razlika u njihovom broju izmedu sojeva (Slika
7E).
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Slika 7. Broj mast ¢elija nakon oralnog unosa kadmijuma. (A, B) DA soj i (C, D) AO soj na 5 ppm i 50 ppm, redom.
Inserti pokazuju kontrole (A) DA i (C) AO pacova. (E) Broj mast éelija kvantifikovan po polju, uvelicanje 400x (10x
okular/40x objektiv).

4.4.3. Efekat kadmijuma na aktivnost neutrofila koze

Infiltracija neutrofila u kozu, zapaZena nakon histomorfoloske analize ovog tkiva (H&E preseci),
potvrdena je MPO testom koji se koristi prilikom ispitivanja tkivne infiltracije polimorfonuklearnih
leukocita (Schierwagen i drugi, 1990), pri ¢emu se enzim mijeloperoksidaza (MPO) smatra markerom
aktiviranih neutrofila (Bradley 1 drugi, 1982). Nivo MPO bio je povecan nakon oralnog unosa Cd u
homogenatima koze (Slika 8). Porast aktivnosti MPO prisutan je kod DA pacova ve¢ nakon primene
nize doze Cd (5 ppm), dok je visa doza (50 ppm) Cd dovela do njegove povecane aktivnosti kod oba
soja pacova, ali bez razlika medu sojevima.
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Slika 8. Aktivnost MPO u homogenatima koZe. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta + S.D. Statisti¢ki znacajne razlike: P < 0.05, P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja.

4.5. Efekat oralnog unosa kadmijuma na parametre oStecenja kozZe

4.5.1. Propustljivost koze

Unosenje vise doze (50 ppm) Cd dovelo je do povecane propustljivosti koze kod oba soja (DA i
AO) pacova, za razliku od nize doze koja je ovakav efekat ispoljila samo kod Zivotinja DA soja. Nisu
zabeleZene razlike u propustljivosti koze izmedu sojeva (Slika 9).

Propustljivost koie
(relativni odnos)

=
=
i

e
=

DA

*E o0 ppm
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B 50 ppm

AO

Slika 9. Propustljivost koZe. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta +
S.D. Statisti¢ki znadajne razlike: "P < 0.05, ™P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja.
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4.5.2. Markeri oksidativnog oSte¢enja u homogenatima koze

Povecanje MDA, markera lipidne oksidacije (Gawel i drugi, 2004) koji se koristi kao mera
oStecenja ¢elija (Kato, 2016) zapazen je nakon unosa Cd. Kod DA pacova unos obe doze (5 ppm i 50
ppm) ovog metala doveo je do povecanja nivoa MDA, dok je kod AO pacova poveéanje uo¢eno samo
nakon unosa viSe doze (50 ppm) Cd. Nisu uocene razlike u nivou ovog produkta oksidacije izmedu
sojeva (Slika 10A). Merenje aktivnosti enzima antioksidativne zastite, SOD (Slika 10B), CAT (Slika
10C) i GST (Slika 10D), pokazalo je povecanje njihove aktivnosti nakon oralnog unosa obe (5 ppm i
50 ppm) doze Cd kod DA pacova. Kod AO pacova Cd je doveo do povecanja GST na 50 ppm, dok su
aktivnosti ostalih enzima ostale nepromenjene. Poredenje aktivnosti ovih enzima izmedu AO 1 DA soja
pokazalo je generalnu vecu aktivnost SOD (0 ppm, 5 ppm i 50 ppm Cd) i GST (50 ppm Cd) kod AO
pacova.
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Slika 10. Pokazatelji oksidativnih oSte¢enja u homogenatima koze. (A) MDA. (B) SOD. (C) CAT. (D) GST. Rezultati
su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta = S.D. Statisticki zna¢ajne razlike: "P <
0.05, P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; *P < 0.05, **P < 0.01 u odnosu na Zivotinje DA soja.

4.5.3. Nivo HMGB1 molekula u homogenatima koze

Nivo HMGB1 molekula, koji se oslobada iz ostecenih ili nekroti¢nih ¢elija (Scaffidi i drugi,
2002), povisen je samo kod DA pacova nakon unosa obe doze (P=0.08, na 5 ppm) Cd u odnosu na
kontrolne Zivotinje. Kod AO pacova nisu uocene razlike u koncentraciji ovog molekula izmedu
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kontrolnih i tretiranih Zivotinja, i njihov nivo bio je nizi u poredenju sa DA pacovima (nakon obe doze

Cd) (Slika 11).
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Slika 11. Nivo HMGB1 molekula u homogenatima koZe. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta = S.D. Statisticki znacajne razlike: “P < 0.05 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja.

4.6. Efekat oralnog unosa kadmijuma na vijabilnost koZe i produkciju proinflamatornih citokina

metodom organokulture eksplanata kozZe

4.6.1. Metabolicka vijabilnost

Koris¢enjem MTT testa za odredivanje metabolicke vijabilnosti pokazano je da Cd ne dovodi do
promene metabolicke aktivnosti c¢elija u sveze kultivisanim eksplantima koze i u 24-satnoj
organokulturi eksplanata koze (Tabela 5). MTT indeks (odnos redukovanog MTT u organokulturi
gajenoj 24h 1 Oh tj sveZe postavljenoj kulturi) nije se razlikovao izmedu kontrolnih 1 tretiranih Zivotinja
kod DA i AO pacova nakon unosa obe doze (5 ppm i 50 ppm) Cd.

Tabela 5. Metaboli¢ka vijabilnost organokulture eksplanata koze

DA AO
Doza Cd (ppm) Doza Cd (ppm)
g g@li‘;‘)’ 0 5 0 5 50
Oh 31.2+11.2 37.2+12.3 33.719.3 25.1+6.8 21.9+7.5 25.846.2
24h 21.3+6.2 26.4.+18.5 17.4+8.4 12.7.4+4.1 13.8£9.0 11.9+3.4
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24h/0h 0.7+0.2 0.8+0.6 0.6+0.3 0.5+0.2 0.7+0.2 0.5+0.2

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta = S.D.

4.6.2 Produkcija proinflamatornih (IL-1p, IL-6, TNF-a) citokina

U kondicioniranom medijumu organokulture eksplanata koze =zapazeno je povecanje
proinflamatornih (IL-1p, IL-6, TNF-a) citokina kod DA pacova tretiranih Cd, dok je njihov nivo ostao
nepromenjen kod AO pacova. Nivoi IL-1p (Slika 12B), IL-6 (Slika 12B) i TNF-a (Slika 12C) kod DA
soja bili su povecani nakon obe doze (5 ppm i 50 ppm) Cd, dok su niZe koncentracije IL-6 i TNF-a
zapazene kod AO soja (u poredenju sa DA sojem).
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Slika 12. Produkcija proinflamatornih citokina u organokulturi eksplanata koze. (A) IL-1B. (B) IL-6. (C) TNF-a.
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D. Statisticki znacajne
razlike: "P < 0.05, ™P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; *P < 0.05, **P < 0.01 u odnosu na Zivotinje DA soja.
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4.6.3. Produkcija azot-monoksida (NO)

Ispitivanje stvaranja NO, jo$ jednog medijatora inflamacije (Sharma i drugi, 2007), pokazalo je
da koza DA pacova na prisustvo Cd (obe doze) moze da odgovori pove¢anom produkcijom ovog
molekula. Koli¢ina oslobodenog NO kod AO pacova ostala je nepromenjena nakon primene Cd, i nisu
uocene sojne razlike izmedu DA 1 AO pacova (Slika 13).
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Slika 13. Produkcija azot-oksida u organokulturi eksplanata koze. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja
iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D. Statistic¢ki znadajne razlike: "P < 0.05 u odnosu na 0 ppm odgovarajuceg soja.

4.6.4. Produkcija antiinflamatornog citokina I1L-10

Ispitivanje produkcije IL-10 u kondicioniranom medijumu organokulture eksplanata koze
pokazalo je da Cd dovodi do njegove povecane produkcije kod tretiranih u poredenju sa kontrolnim
zivotinjama. Nivo IL-10 povecan je ve¢ pri niZzoj dozi (5 ppm), i pracen je poveCanjem i nakon vise
doze (50 ppm) Cd kod AO pacova, dok je njegov efekat na produkciju IL-10 kod DA pacova zapazen
samo pri vi$oj dozi (50 ppm). Na postojanje sojnih razlika u produkciji IL-10 od strane eksplanata
koze, ukazao je i generalno veci nivo ovog citokina kod sve tri grupe (0 ppm, 5 ppm i 50 ppm) AO soja
u odnosu na DA soj (Slika 14).
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Slika 14. Produkcija IL-10 u organokulturi eksplanata koZe. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D. Statisticki znadajne razlike: “P < 0.05 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja;

$P < 0.05, ¥P < 0.01, ¥¥P < 0.001 u odnosu na Zivotinje DA soja.

4.7. Efekat oralnog unosa kadmijuma na epidermne ¢elije koze

Kako je zapazeno da se Cd u vec¢oj meri deponuje u epidermu koze u poredenju sa dermom (Slika

00 ppm
@5 ppm
B50 ppm

5), nasa dalja istrazivanja usmerili smo na ispitivanje efekta oralnog unosa Cd na EC.

4.7.1. Vijabilnost epidermnih ¢elija

Tretman Cd nije doveo do promena u procentualnoj zastupljenosti vijabilnih ¢elija epiderma 1
njihovoj metabolickoj vijabilnosti merenoj MTT testom odmah nakon njihove izolacije (Oh), kod

tretiranih u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama (oba soja pacova) (Tabela 6).

Tabela 6. Vijabilnost ¢elija epiderma

DA AO
Doza Cd (ppm) Doza Cd (ppm)
0 5 50 0 5 50
vijabilnost (%)  66.2+11.2 69.2+12.3 64.9+12.3 63.5+5.5 64.6+7.4 61.7+9.8
MTT (Oh)
(A540nm) 0.16+0.11 0.18+0.11 0.15+0.06 0.16+0.10 0.15+0.09 0.17+0.09

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta = S.D.
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4.7.2. Odgovor epidermnih ¢elija na stres izazvan kadmijumom

Odgovor ¢elija koze na kadmijum je ispitivan merenjem osnovnih parametara stres odgovora
(IRNK za metalotioneine, koncentraciju GSH), kao i put transkripcionog faktora Nrf2. Tretman Cd
izazvao je stres odgovor EC kod oba soja pacova. Nivoi ekspresije iRNK za MT-1 (Slika 15A) i MT-2
(Slika 15B) poveéani su u EC DA i AO pacova na 50 ppm Cd, dok je kod AO pacova ovakav efekat Cd
primecéen ve¢ na 5 ppm. Poveéan bazalni nivo (u kontrolnim zivotinjama) ekspresije gena za MT kod
AO pacova u poredenju sa DA pacova, pracen je dodatnim povecanjem ovih gena kod tretiranih
zivotinja (na obe doze Cd). Razli¢it obrazac promena nakon tretmana Cd uoc¢en je u nivou GSH (Slika
15C) kod DA i AO pacova, odnosno smanjenje kod DA pacova, a povecanje ovog antioksidanta kod
AO pacova (veée u poredenju sa DA pacovima) nakon obe doze Cd. U EC oba soja pacova zapaZeno je
i povecanje Nrf2 proteina (Slika 15D) i ekspresije iRNK za HO-1 (Slika 15E) na 5 ppm i 50 ppm Cd.
Analiza sojnih razlika ukazala je na veéi nivo Nrf2 proteina (5ppm i 50 ppm) i HO-1 (50 ppm) kod
jedinki AO soja u poredenju sa DA pacovima (Slika 15D, E).
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Slika 15. Efekat kadmijuma na stres odgovor epidermnih éelija. (A) Ekspresija iRNK za MT-1 i (B) MT-2. (C) GSH.
(D) Ekspresija proteina za Nrf2. (E) Ekspresija iRNK za HO-1. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz
najmanje dva ili tri nezavisna eksperimenta + S.D. Statisti¢ki znacajne razlike: “P < 0.05, ™P < 0.01 u odnosu na 0 ppm
odgovarajuceg soja; *P < 0.05, ¥P < 0.01 u odnosu na Zivotinje DA soja.

4.7.3. Ispitivanje efekta kadmijuma na apoptozu i nekrozu epidermnih ¢elija

Ispitivanje apoptotskih gena pokazalo je da tretman Cd kod AO pacova dovodi do povecanja
iIRNK za Bax (Slika 16A) i Bcl-2 (Slika 16B) na obe doze Cd (Bax na 5 ppm P=0.07), kao i njihovog
odnosa (Bax/Bcl-2) (Slika 16C) koji se koristi za procenu apoptoze (Halder i drugi, 2008; Loncarevi¢-
Vasiljkovi¢ i drugi, 2016) na 50 ppm Cd. Sa druge strane, promene u nivou ovih apoptotskih gena nisu
uocene kod DA soja pacova nakon tretmana Cd, dok je analiza nivoa ekspresije izmedu sojeva ukazala
na generalno viSu ekspresiju Bax (obe doze Cd), kao i Bel-2 i Bax/Bcl-2 (50 ppm Cd) kod AO pacova
u poredenju sa DA pacovima. Zapazeno povecanje apoptoze kod AO soja dodatno je potvrdeno
analizom aktiviranih proteinskih formi casp-3 (Slika 16D) i PARP (Slika 16E), ¢iji su nivoi ve¢i nakon
primene vise (50 ppm) doze Cd u poredenju sa kontrolom. Iako je kod DA soja takode uocen povecani
nivo aktivirane forme casp-3 (50 ppm Cd), nivo ekspresije proteina PARP ostao je nepromenjen usled
oralnog unosa Cd. Ispitivanje nivoa LDH, markera nekroze, nije ukazalo na razlike izmedu kontrolnih 1
tretiranih grupa unutar sojeva, kao ni izmedu njih (Slika 16F).
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Slika 16. Ispitivanje apoptoze i nekroze epidermnih celija nakon oralnog unosa kadmijuma. (A) Ekspresija iRNK za
Bax i (B) Bcl-2. (C) Odnos iRNK Bax/Bcl-2. (D) Ekspresija proteina za aktiviranu formu casp-3 i (E) PARP. (F) LDH.
Bax/BCI-2 predstavlja odnos ekspresije Bax i BCI-2 gena. Akt. casp-3/aktin i akt. PARP/aktin predstavljaju odnose
ekspresije casp-3 i PARP proteina u odnosu aktin, redom. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz 2
nezavisna eksperimenta + S.D. Statisti¢ki znacajne razlike: “P < 0.05, ™P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; *P
< 0.05, %P < 0.01 u odnosu na zivotinje DA soja.

4.7.4. Ekspresija gena uklju¢enih u AHR put u epidermnim ¢elijama

S obzirom da AHR poseduje bitnu ulogu u odrZavanju integriteta koze (Esser i drugi, 2013) i da
je ukljucen u odgovor na ksenobiotike generalno, (o ¢emu, kada je Cd u pitanju skoro da nema
podataka) (Kluxen i drugi, 2012), analiziran je efekat oralnog unosa Cd na ekspresiju gena za AHR i
gena asociranih sa ovim receptorom tj CYP1A1 i CYP1B1 (Lin i drugi, 2003) u EC. Povecana
ekspresija gena za AHR (Slika 17A) i CYP1B1 (Slika 17B), a smanjena ekspresija za CYP1A (Slika
17C), zapaZena je kod DA (5 ppm 1 50 ppm) 1 AO (50 ppm) pacova nakon primene Cd. Visa doza (50
ppm) Cd dovela je do izraZenijih promena kod AO (povecanje AHR i CYP1BI, smanjenje CYP1Al) u
poredenju sa DA pacovima.

54



0.10
E 0.08 4 .
g 388
2 _ 0.06 -
E & 00 ppm
a Q 0.04 @S5 ppm
g ' * B S50 ppm
o *%
20,02 -
=
0.00 -
DA AO
B C.
0.30 - 0.10
- —
= <
A 0.24 - s & 0.08
: s :
N 0.18 3 _ 0.06 -
g 00 ppm Q e 00 ppm
Za @5 ppm Za @S5 ppm
= 012 4 = 0.04 4 *
= |50 ppm =2 o B 50 ppm
2 & %
2 0.06 4 2 0.02 A $8
2 2
0.00 - 0.00
DA AO

Slika 17. Efekat kadmijuma na ekspresiju gena AHR puta u epidermnim ¢elijama. (A) AHR. (B) CYP1B1. (C)
CYP1ALl. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D. Statisticki

znadajne razlike: "P < 0.05, P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; **P < 0.01, **¥P < 0.001 u odnosu na
zivotinje DA soja.

4.7.5. Citokinski odgovor epidermnih ¢elija

4.7.5.1. Ekspresija iRNK za proinflamatorne (IL-1f, IL-6, TNF-a) citokine

Tretman Cd uzrokovao je poveéanu ekspresiju gena za proinflamatorne citokine (IL-1p, 1L-6,
TNF-0) u EC DA pacova, dok su njihovi nivoi ostali nepromenjeni kod AO pacova (Slika 18). Niza
doza (5 ppm) Cd kod DA pacova povecala je nivo ekspresije iRNK samo za IL-1p (Slika 18A), dok je
visa (50 ppm) doza povecala ekspresiju gena za IL-6 (Slika 18B) i TNF-a (Slika 18C), pored IL-1.
Poredenjem nivoa izmedu sojeva, uocena je generalno niza ekspresija gena za IL-1p (5 ppm 1 50 ppm),
IL-6 (50 ppm) i TNF-a (50 ppm) kod AO pacova.
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Slika 18. Efekat kadmijuma na ekspresiju gena za proinflamatorne citokine u epidermnim ¢elijama. (A) IL-1p. (B)
IL-6. (C) TNF-0. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D.

Statisti¢ki znadajne razlike: P < 0.05, ”P < 0.01, ™ P < 0.001 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; *P < 0.05, P < 0.01
u odnosu na zivotinje DA soja.

4.7.5.2. Produkcija proinflamatornih (IL-15, IL-6, TNF-a) citokina

Unos Cd povetao je produkciju proinflamatornih citokina (IL-1f, IL-6, TNF-a) u
kondicioniranom medijumu EC izolovanih iz tretiranih u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama DA
pacova, dok su njihovi nivoi ostali nepromenjeni kod AO pacova (Slika 19). Spontana produkcija IL-
1B (Slika 19A) nakon primene obe doze Cd, i IL-6 (Slika 19C) i TNF-a (Slika 19E) samo na 50 ppm
Cd od strane EC DA pacova, u korelaciji je sa njihovom genskom ekspresijom. Manja produkcija TNF-
a kod AO pacova u poredenju sa DA pacovima, zapazena je na 5 ppm i 50 ppm Cd. Analiza indeksa
stimulacije (LPS/spontana produkcija), ukazala je na povecanje nivoa IL-6 (50 ppm Cd) (Slika 19D)
kod jedinki AO soja, za razliku od IL-1p (Slika 19B) i TNF-a (Slika 19F) ¢iji su indeksi stimulacije
ostali nepromenjeni kod oba soja pacova.
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Slika 19. Efekat kadmijuma na produkciju proinflamatornih citokina od strane epidermnih ¢elija. (A, B) Spontana
produkcija i indeks stimulacije za IL-1p, (C, D) IL-6 i (E, F) TNF-a. Indeks stimulacije predstavlja odnos LPS-stimulisane
produkcije i spontane produkcije (LPS/spontana produkcija). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta = S.D. Statisti¢ki znacajne razlike: "P < 0.05, “P < 0.01, ™ P < 0.001 u odnosu na 0
ppm odgovarajuéeg soja; *P < 0.05, P < 0.01 u odnosu na zivotinje DA soja.

4.7.5.3. Eskpresija gena i produkcija IL-10

Na nivou ekspresije gena za IL-10 (Slika 20A) uoceno je poveéanje iRNK za ovaj citokin kod
AO pacova vec¢ pri nizoj (5 ppm) dozi, ali i kod oba soja pacova pri viSoj (50 ppm) dozi Cd, dok je
uporedna analiza izmedu sojeva ukazala na generalno vecu ekspresiju gena (na 0 ppm, 5 ppm i 50 ppm
Cd) kod AO soja u poredenju sa DA sojem. Produkcija IL-10 od strane EC (Slika 20B) pratila je
ekspresiju gena, odnosno bila je povecana kod oba soja na 50 ppm, a kod AO pacova i na 5 ppm Cd
(ve¢e u odnosu na DA soj). Indeks stimulacije (LPS/spontana produkcija) za IL-10 nije ukazao na
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promenu u nivou produkcije ovog citokina izmedu tretiranih 1 kontrolnih grupa, kao ni izmedu sojeva
(Slika 20C).
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Slika 20. Efekat kadmijuma na IL-10 epidermnih ¢elija. (A) Ekspresija iRNK. (B) Spontana produkcija. (C) Indeks
stimulacije. Indeks stimulacije predstavlja odnos LPS-stimulisane produkcije i spontane produkcije (LPS/spontana
produkcija). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D. Statisti¢ki
znadajne razlike: "P < 0.05, ™P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuceg soja; ¥*P < 0.01 u odnosu na Zivotinje DA soja.

4.7.6. Produkcija NO od strane epidermnih cCelija

Zapazeno povecanje nivoa ekspresije gena za iNOS (Slika 21A) kod DA pacova na 5 ppm Cd,
praceno je povecanjem nivoa spontane produkcije NO (Slika 21B) merenog u kondicioniranom
medijumu EC. Tretman Cd nije uticao na spontanu produkciju NO od strane EC AO pacova (iako je
zapazen nizi nivo na 5 ppm Cd u poredenju sa DA pacovima), dok analiza odnosa stimulisane
produkcije NO sa LPS-om i spontane produkcije nije ukazala na promene njegovog nivoa kod oba soja
pacova (Slika 21C).
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Slika 21. Efekat kadmijuma na NO u epidermnim ¢elijama. (A) Ekspresija iRNK za iNOS. (B) Spontana produkcija
NO. (C) Indeks stimulacije za NO. Indeks stimulacije predstavlja odnos LPS-stimulisane produkcije i spontane produkcije.
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta £ S.D. Statisti¢ki znacajne
razlike: "P < 0.05, P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; **P < 0.01 u odnosu na Zivotinje DA soja.

4.7.7. Odgovor epidermnih ¢elija na S. epidermidis

Kako bi se dalje ispitalo da li Cd moze da pripremi EC za odgovor na dodatni imunologki
stimulus, analizirana je reaktivnost EC (izolovanih iz Zivotinja izloZenih ovom metalu ili kontrolnih) na
ex vivo stimulaciju komensalnom bakterijom koze S. epidermidis. Ova bakterija u nekim uslovima
moze da dovede do inflamacije, §to je pokazano i u in vitro istrazivanjima (Dong i drugi, 2019;
Megyeri i drugi, 2002; Wilsson i drugi, 2008). Analiza indeksa stimulacije (S. epidermidis/spontana
produkcija) citokina u kondicioniranom medijumu EC AO pacova pokazala je povecanje
proinflamatornih (IL-1B, IL-6 i TNF-a), a smanjenje antiinflamatornog citokina IL-10. Povecani
indeksi stimulacije citokina pokazani su za TNF-a (Slika 22C) nakon primene obe doze Cd, kao i IL-1p
(Slika 22A) i IL-6 (Slika 22B) samo nakon primene vise (50 ppm) Cd kod AO pacova, kao i smanjeni
indeks stimulacije za IL-10 nakon obe doze Cd (Slika 22D). Kod DA pacova indeks stimulacije nije
ukazao na promene u produkciji ovih citokina (Slika 22). Na visi nivo IL-6 (50 ppm), a nizi nivo IL-10,
(obe doze Cd) kod AO pacova ukazala je uporedna analiza citokina izmedu dva soja pacova.
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Slika 22. Efekat kadmijuma na produkciju citokina nakon ex vivo stimulacije epidermnih éelija sa S. epidermidis. (A)
IL-1B. (B) IL-6. (C) TNF-a. (D) IL-10. Indeks stimulacije predstavlja odnos S.epidermidis-stimulisane produkcije i
spontane produkcije (S.epidermidis/spontana produkcija). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz 2
nezavisna eksperimenta + S.D. Statisti¢ki znacajne razlike: “P < 0.05, ™P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; *P
< 0.05, P < 0.01 u odnosu na zivotinje DA soja.

4.7.8. Vijabilnost epidermnih ¢elija u kulturi

Ispitivanje efekta Cd na metaboli¢ku vijabilnost ¢elija u kulturi EC nakon kultivacije (48h), nije
ukazao na kompromitovanu redukciju MTT kod DA pacova (0.15+0.02, 0.16+0.02, 0.17+0.02 kod
spontane produkcije i 0.15+0.02, 0.15+0.02, 0.16+0.02 kod stimulacije LPS-om na 0 ppm, 5 ppm i 50
ppm, redom) i AO pacova (0.13+0.02, 0.14+0.02, 0.16+0.02 kod sponatne i 0.16+0.02, 0.15+0.02,
0.15+0.03 kod stimulacije LPS-om).

4.7.9. Produkcija citokina u kokulturi epidermnih ¢elija i limfocita

Kako je poznato da EC interaguju sa T éelijama u kozi (Nestle i drugi, 2009), naroéito tokom
razvoja hroni¢nih inflamatornih bolesti koze (Albanesi, 2010; Orlik 1 drugi, 2019), ispitan je efekat
oralnog unosa Cd na imunski potencijal EC da stimulisu T celije, u kokulturi naivnih limfocita
(izolovanih iz dLC koZe netretiranih Zivotinja) i EC izolovanih iz kontrolnih ili Zivotinja tretiranih sa
Cd (Slike 23, 24). Procena aktivnosti T ¢elija ukljucivala je ispitivanje produkcije proinflamatornih
(IFN-y, IL-17 i IL-6) i antiinflamatornog citokina (IL-10). Naime, pokazano je da keratinociti mogu da
dovedu do polarizacije Tul i Thl7 odgovora i produkcije IFN-y i IL-17 od strane T ¢elija (Orlik i
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drugi, 2019), dok IL-6 promovise proliferaciju T ¢elija (Li i drugi, 2018) i ucestvuje u diferencijaciji
Th17 Celija (Bettelli i drugi, 2006; Mangan i drugi, 2006; Veldhoen i drugi, 2006; Fujimoto i drugi,
2011).

4.7.9.1. Produkcija proinflamatornih (IL-6, IFN-y i IL-17) citokina u kokulturi epidermnih Celija i
naivnih limfocita

Kod DA pacova zapaZena je poveéana spontana produkcija IFN-y od strane samih EC nakon
primene obe (5 ppm i 50 ppm) doze Cd, pracena dodatnim povecanjem ovog citokina (na 50 ppm Cd)
nakon dodavanja ConA. U kokulturi EC i limfocita ovog soja zapaZen je porast u spontanoj (50 ppm
Cd) i ConA-stimulisanoj (5 ppm i 50 ppm Cd) produkciji IFN-y u poredenju sa kontrolama (Slika
23A), kao i u poredenju sa individualnim ¢elijama (Slika 23A). lako je generalno povecanje IFN-y bilo
zapazeno u kokulturi EC i limfocita (u poredenju sa individualnim ¢elijama) AO soja pacova, nisu
zapazene razlike izmedu kontrolnih i tretiranih zivotinja (Slika 23B).

Ispitivanje nivoa IL-17 pokazalo je da uprkos njegovoj generalno niskoj produkciji od strane EC
oba soja, primena vise doze (50 ppm) Cd povecala je spontanu produkciju ovog citokina kod DA
pacova u poredenju sa kontrolama. Kao i kod IFN-y, u kokulturi EC i naivnih limfocita doslo je
poveéane produkcije IL-17 kod pacova ovog soja koji su pili (5 ppm i 50 ppm) Cd u poredenju sa
kontrolnim ¢elijama, ali samo nakon dodatne stimulacije sa ConA, a uoceno je i dodatno povecanje
ovog citokina u poredenju sa individualnim ¢elijama (sve grupe) (Slika 23C). Kod AO pacova doslo do
generalnog povecanja ovog citokina u kokulturi EC i naivnih limfocita u odnosu na individualne ¢lije,
ali nisu uocene razlike izmedu kontrolnih i tretiranih zivotinja u spontanoj produkciji, kao ni nakon
stimulacije sa ConA (Slika 23D).

Analiza citokina urodene imunosti pokazala je pove¢anu produkciju IL-6 od strane samih EC DA
pacova nakon stimulacije sa ConA (Slika 23E), koje je bilo pra¢eno pove¢anom spontanom (50 ppm
Cd) i ConA-stimulisanom prrodukcijom (5 ppm i 50 ppm Cd) u kokulturi EC i naivnih limfocita.
Poredenje nivoa IL-6 od strane samih EC i u kokulturi, ukazalo je na poveéanu produkciju ovog
citokina nakon kokultivacije EC i limfocita (sve grupe). Kod jedinki AO soja nisu uo&ene razlike
izmedu kontrolnih i Cd tretiranih EC u produkciji IL-6, kao ni nakon kultivacije EC sa naivnim
limfocitima (Slika 23F). Ispitivanje sojnih razlika ukazalo je na nizu spontanu (IFN-y i IL-17) i
produkciju stimulisanu sa ConA (IL-6) na 50 ppm Cd u kokulturi EC i limfocita AO soja, u poredenju
sa DA sojem.
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Slika 23. Efekat kadmijuma na produkciju proinflamatornih citokina u kokulturi epidermnih éelija i limfocita. (A,
B) IFN-y. (C, D) IL-17. (E, F) IL-6. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz 3 nezavisna eksperimenta *
S.D. Statisti¢ki znacajne razlike: "P < 0.05, ™P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; *P < 0.05, %P < 0.01, %P <

0.001 u odnosu na zivotinje DA soja.

4.7.9.2. Produkcija antiinflamatornog citokina IL-10 u kokulturi epidermnih celija i limfocita

Oralni tretman Cd doveo je povecéanja spontane produkcije IL-10 od strane samih EC (50 ppm
Cd) kod jedinki DA soja. Uprkos generalno visem nivou ovog citokina u kokulturi (nakon stimulacije
sa ConA) u poredenju sa individualnim celijama, nisu zapaZene razlike u spontanoj i produkciji
stimulisanoj sa ConA izmedu kontrolnih 1 tretiranih grupa (Slika 24A). Sa druge strane, kod AO soja
oralni unos Cd (S5ppm i 50 ppm) doveo je do poveéanja spontane produkcije IL-10 od strane EC, kao i
u kokulturi EC i limfocita (spontana i nakon stimulacije sa ConA), u poredenju sa kontrolama (0 ppm
Cd). Dodatno, kod ovog soja uo¢ena je i generalno veca produkcija IL-10 u kokulturi u poredenju sa
individualnim ¢elijama, nakon stimulacije sa ConA (Slika 24B). Ispitivanje sojnih razlika ukazalo je na
veéi nivo IL-10 kod AO soja (5 ppm i 50 ppm Cd ) u EC (spontana produkcija i stimulacija sa ConA) i
kokulturi EC sa limfocitima (spontana produkcija), u poredenju sa DA sojem.
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Slika 24. Efekat kadmijuma na produkciju IL-10 u kokulturi epidermnih éelija i limfocita. (A) Zivotinje DA soja (B)
Zivotinje AO soja. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz 3 nezavisna eksperimenta + S.D. Statisticki
znacajne razlike: "P < 0.05, P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; *P < 0.05, P < 0.01, %P < 0.001 u odnosu
na zivotinje DA soja.

4.7.9.3. Vijabilnost celija u kokulturi EC i limfocita

Efekat Cd na metaboli¢ku vijabilnost ¢elija u kokulturi EC i limfocita ispitana je nakon
kokultivacije (72h), kako bi videli da se ona nalazi u osnovi nepromenjene produkcije citokina kod AO
pacova. MTT test nije pokazao kompromitovanu redukciju MTT kod AO pacova (0.28+0.07,
0.24+0.08, 0.29£0.08 kod spontane i 0.47+0.2, 0.46+0.2, 0.51+0.3 kod ConA-stimulisane produkcije
na 0 ppm, 5 ppm i 50 ppm, redom) kao ni promene kod DA pacova (0.3+0.1, 0.34+0.1, 0.29+0.1 kod
spontane i 0.47+0.2, 0.46+0.3, 0.51+0.3 kod ConA-stimulacije).

4.8. Efekat oralnog unosa kadmijuma na éelije derma

4.8.1. Vijabilnost ¢elija derma

Tretman Cd nije doveo do promena u procentualnoj zastupljenosti vijabilnih ¢elija derma kao ni
metabolickoj vijabilnosti ovih ¢elija, merenoj MTT testom odmah nakon njihove izolacije (Oh), kod
tretiranih u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama (oba soja pacova) (Tabela 7).
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Tabela 7. Vijabilnost celija derma

DA AO
Doza Cd (ppm) Doza Cd (ppm)
0 5 50 0 5 50
vijabilnost (%) 65.3+£9.0 63.1+9.8 66.3+3.4 68.314.1 69.6+9.1 67.67+2.1
MTT (0h) 0.11+0.02 0.12+0.02 0.13+0.02 0.09+0.01 0.10+0.01 0.107+0.02
(A540 nm)

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D.

4.8.2. Produkcija proinflamatornih (IL-1f, IL-6, TNF-a) citokina

Analiza citokina produkovanih od strane ¢elija derma (Slika 24) pokazala je povecanje nivoa
spontane produkcije TNF-a (Slika 25E) samo kod DA pacova, nakon primene obe (5 ppm i 50 ppm)
Cd, dok su nivoi IL-1p (Slika 25A) i IL-6 (Slika 25C) ostali nepromenjeni kod oba soja pacova. Indeks
stimulacije (LPS/spontana produkcija) nije ukazao na razlike u produkciji ovih citokina izmedu
kontrolnih i tretiranih Zivotinja (Slika 25B, D, F).
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Slika 25. Efekat kadmijuma na produkciju proinflamatornih citokina od strane éelija derma. (A, B) Spontana
produkcija i indeks stimulacije za IL-1B, (C, D) IL-6 i (E, F) TNF. Indeks stimulacije predstavlja odnos LPS-stimulisane
produkcije i spontane produkcije (LPS/spontana produkcija). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D. Statisti¢ki znacajne razlike: "P < 0.05 u odnosu na 0 ppm odgovarajuceg soja;
P < 0.05 u odnosu na Zivotinje DA soja.

4.8.3. Produkcija antiinflamatornog citokina IL-10

Ispitivanje produkcije IL-10 od strane ¢elija derma pokazalo je da oralni tretman visSom (50 ppm)
dozom Cd dovodi do smanjenja ovog antiinflamatornog citokina kod DA pacova. lako kod AO pacova
nisu uocene razlike u produkciji izmedu kontrola i tretiranih zivotinja, zapazen je generalno manji nivo
(¢ak 1 kod kontrole) IL-10 kod ovog soja u poredenju sa DA pacovima (Slika 26A). Indeks stimulacije
(LPS/spontana produkcija) nije ukazao na razlike u produkciji ovog citokina (Slika 26B).
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Slika 26. Efekat kadmijuma na produkciju IL-10 od strane celija derma koZe. (A) Spontana produkcija IL-10. (B)
Indeks stimulacije za IL-10. Indeks stimulacije predstavlja odnos LPS-stimulisane produkcije i spontane produkcije
(LPS/spontana produkcija). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz 3 nezavisna eksperimenta + S.D.
Statisti¢ki znacajne razlike: "P < 0.05 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; *P < 0.05 u odnosu na Zivotinje DA soja.
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4.8.4. Vijabilnost ¢elija derma u kulturi

Ispitivanje efekta Cd na metaboli¢ku vijabilnost éelija u kulturi EC nakon kultivacije (48h), nije
ukazao na kompromitovanu redukciju MTT kod DA pacova (0.20+0.03, 0.22+0.04, 0.18+0.04 kod
spontane produkcije i 0.17+0.05, 0.22+0.04, 0.19+0.04 kod stimulacije LPS-om) na 0 ppm, 5 ppm i 50
ppm, redom) i AO pacova (0.11+0.01, 0.13+0.2, 0.12+0.01 kod spontane i 0.14+0.01, 0.14+0.01,
0.13+0.02 stimulacije LPS-om).

4.9. Efekat oralnog unosa kadmijuma na drenirajuc¢e limfne ¢vorove (supraskapularne i
aksilarne) koze

Pored efekta Cd na kozu, ispitan je i uticaj ovog metala na aktivnost ¢elija koji dreniraju dorzalnu
povriinu koze, saLC. Nisu primeéene razlike u celularnosti, procentualnoj zastupljenosti vijabilnih
¢elija, kao ni metabolickoj vijabilnosti ¢elija izmedu kontrolnih i tretiranih Zivotinja kod oba soja
pacova. Analiza produkcije citokina od strane celija ovog tkiva DA i AO pacova pokazala je
nepromenjene nivoe spontane i ConA-stimulisane produkcije IFN-y i IL-17 na 5 ppm i 50 ppm Cd u
poredenju sa kontrolama. Kako bi proverili da 1i je ovakav nepromenjeni citokinski odgovor celija
saLC posledica pada njihove vijabilnosti, ispitana je vijabilnost éelija MTT testom 48h sati nakon
postavljanja kulture. Dobijeni rezultati nisu ukazali na promenu u vijabilnosti ¢elija (Tabela 8).

Tabela 8. Parametri aktivnosti ¢elija supraskapularnih i aksilarnih limfnih ¢vorova

AO DA
Doza kadmijuma (ppm) Doza kadmijuma (ppm)
Parametri
0 5 50 0 5 50
celularnost
(1x10° ¢elija) 28.1+10.2 19.747.0 30.348.2 32.8411.2 28.6+10.8 34.845.5
vijabilnost (%) 93.5+1.8 92.6+1.6 95.1+1.6 93.4+2.4 93.4+1.0 93.7£1.6
MTT Oh 0.12+0.02 0.11+0.01 0.12+0.01 0.11+0.01 0.12+0.02 0.11+0.03
(A540 nm)
IL-17 (pg/ml)
ConA 0 pg/ml 4254233 352+126 4524173 303+154 27870 236+28
ConA 1 pg/mi 14744357 1559+326 1448+432 1609+218 1788+221 14761461
IFN-y (pg/ml)
ConA 0 pg/ml 374164 311+24 369454 347+78 347+33 319437
ConA 1 pg/ml 2037£163 2122x125 2171+138 1849+406 1898+167 21044129
MTT 48h
(A540 nm)
ConA 0 pg/ml 0.36+0.04 0.38+0.03 0.35+0.09 0.43+0.10 0.046+0.05 0.39+0.04
ConA 1 pg/ml 0.92+0.12 0.86+0.04 0.89+0.13 0.87+0.18 0.7540.21 0.90+0.08

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D.
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4.10. Ispitivanje efekta kadmijuma na imunsku reaktivnost koZe nakon nanoSenja haptena
(DNCB) u reakciji kontaktne preosetljivosti

Kako bi dodatno analizirali uticaj Cd na imunsku reaktivnost koze, Zivotinje koje su pile Cd (ali i
kontrolnih) senzibilisane su topikalnim nanoSenjem eksperimentalnog haptena DNCB-a, i ispitan je
odgovor EC i éelija dLC. Naime, nakon oralnog tretmana Cd (30 dana) svim Zivotinjama (ukljucujudi i
kontrole koje su pile dejH20 bez Cd) je topikalno nanoSen 0.4% DNCB rastvoren u smesi acetona i
maslinovog ulja dva dana zaredom, izazivaju¢i na taj nacin senzibilizaciju Zivotinja (Popov 1 drugi,
2011). Takode, ispitan je efekat oralnog Cd i na ekspresiju reakcije kontaktne preosetljivosti (faza
elicitacije) gde je zivotinjama pet dana nakon senzibilizacije nanoSena tri puta manja koncentracija

DNCB-a (0.13%) na povrsinu uva (desno). Eksperimentalne grupe zZivotinja prikazane su u tabeli ispod
(Tabela 9).

Tabela 9. Doze kadmijuma i DNCB-a kori$cene u fazi senzibilizacije i elicitacije reakcije kontaktne preosetljivosti

uaca | QUADNCES  DoabNCBS  oncsic oncaC:
(senzibiliacija) (elicitacija)
0 ppm 0.4% 0.13% Ofo(;f)pr[:]NchB 0.4/2.01;? [c)dNCB
5 ppm 0.4% 0.13% Ofs?pch%B 0.4/2.§spt;/§ ngCB

4.10.1. Ispitivanje efekta kadmijuma na aktivnost epidermnih celija u fazi senzibilizacije reakcije

kontaktne preosetljivosti

4.10.1.1. Vijabilnost epidermnih celija

Tretman Cd nije doveo do promena u procentualnoj zastupljenosti vijabilnih ¢elija epiderma, dok
je visa doza Cd (50 ppm) povecala metabolicku vijabilnost ovih ¢elija, merenoj MTT testom odmah

nakon njihove izolacije (Oh), kod tretiranih u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama (oba soja pacova)
(Tabela 10).
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Tabela 10. Vijabilnost epidermnih éelija

DA AO

0.4% DNCB  0.4% DNCB 0.4% DNCB 0.4% DNCB 0.4% DNCB  0.4% DNCB
+0ppm Cd +5ppm Cd +50ppm Cd +0ppm Cd +5ppm Cd +50ppm Cd

vijabilnost (%) 72.8+8.8 78.142.2 79.742.5 79.4+4.5 80.1+8.5 80.7+6.8
MTT (Oh)
(A540 nm) 0.048+0.02 0.07+0.03 0.11+0.02" 0.06+0.04 0.08+0.05 0.14+0.05"

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D. Statisticki znacajne
razlike: "P < 0.05, ™P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja.

4.10.1.2. Ispitivanje citokinskog odgovora epidermnih celija 24h nakon senzibilizacije

Dvadeset cCetiri ¢asa nakon senzibilizacije ispitan je efekat Cd na produkciju citokina urodene
imunosti od strane EC koZe. Kod oba soja pacova zapaZena je nepromenjena spontana produkcija IL-
1B (Slika 27A), a poveéana produkcija TNF-a (Slika 27C) od strane EC. Poveana produkcija
(spontana) TNF-o primecena je nakon primene obe doze Cd (0.4% DNCB+5ppm Cd i 0.4%
DNCB+50ppm Cd) u poredenju sa senzibilisanim zivotinjama koje nisu pile Cd (0.4% DNCB-+0ppm
Cd grupom) kod DA i AO pacova, pri ¢emu je veéa produkcija zapazena na 5 ppm (0.4%
DNCB+5ppm Cd) u poredenju sa 50 ppm (0.4% DNCB+50ppm Cd) Cd. Analiza indeksa stimulacije
(LPS/spontana produkcija) nije ukazala na promenu nivoa IL-1p (Slika 27B) i TNF (Slika 27D) nakon
dodavanja LPS-a kod oba soja pacova, ¢ak je uoeno smanjenje TNF-a kod AO pacova na 5 ppm
(0.4% DNCB+5ppm Cd) Cd. Povecana produkcija antiinflamatornog citokina IL-10 (0.4 DNCB+5ppm
Cd), zapazena je samo kod jedinki AO soja, i bila je vi$a u poredenju sa DA sojem (Slika 27E).

dncb+50ppm Cd dncb+50ppm Cd

-
=)
.
by
=)
.

A. B.
50 5.0
=
40 A =§ 4.0
= 00.4% dncb E 00.4% dnchb
£ 30 | £ 3.0
= @0.4% = @0.4%
ET. 20 dncb+5ppm Cd % 2.0 dncb+5ppm Cd
= m0.4% < m0.4%
=

=)
.
el
=

DA AO

68



200 1

160 1

2 00.4% dnch

E: 120 4

~ 30.4% dncb+Sppm

-]

= 80 4 cd

4 B0.4% dncb+50pm
cd

=
(=1
L

=]

IL-10 (pg/ml)

100 A

Slika 27. Efekat kadmijuma na produkciju citokina urodene imunosti od strane epidermnih celija koZe 24h nakon
nano$enja DNCB-a u fazi senzibilizacije. (A, B) Spontana produkcija i indeks stimulacije za IL-1pB, (C, D) TNF-a i (E)
IL-10. Indeks stimulacije predstavlja odnos LPS-stimulisane produkcije i spontane produkcije (LPS/spontana produkcija).
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz 3 nezavisna eksperimenta + S.D. Statisticki zna¢ajne razlike: "P <
0.05 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja; *P < 0.05 u odnosu na 5 ppm odgovarajuéeg soja soja; *P < 0.05 u odnosu na

zivotinje DA soja.

4.10.1.3. Vijabilnost epidermnih celija u kulturi

Ispitivanje efekta Cd na metabolicku vijabilnost epidermnih ¢elija u kulturi nakon kultivacije
(48h), nije ukazao na kompromitovanu redukciju MTT kod DA (0.28+0.07, 0.24+0.08, 0.29+0.08 kod
spontane produkcije i 0.47+0.2, 0.46+0.2, 0.51+0.3 nakon stimulacije LPS-om) na 0.4% DNCB+0ppm
Cd, 0.4% DNCB+5ppm Cd i 0.4% DNCB+50 ppm Cd, redom) kao ni kod AO (0.3+0.1, 0.34+0.1,
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0.29+0.1 kod spontane produkcije i 0.47+0.2, 0.46+0.3, 0.51+0.3 stimulacije LPS-om) pacova.

69



4.10.2. Ispitivanje efekta kadmijuma na aktivnost ¢elija drenirajuéih limfnih &vorova (saLC)
koZe u fazi senzibilizacije

Dalje je ispitan efekat Cd na aktivnost éelija LC koji dreniraju dorzalnu povrinu koze (saLC), jer
je pokazano da topikalno nanoSenje DNCB-a (0.4%) na kozu pacova dovodi do poveéane produkcije
IFN-y 24h i 72h nakon senzibilizacije, kao i IL-17 nakon 72h, u ovom tkivu (Popov i drugi, 2011),
bitnih za aktivaciju hapten-specificnih T ¢elija (Kish i drugi, 2009).

4.10.2.1. Celularnost i vijabilnost celija saL.C

Tretman Cd (obe doze) 24h nakon senzibilizacije nije doveo do povecanja celularnosti, kao ni u
procentualnoj zastupljenosti vijabilnih ¢elija saLC kao ni metabolikoj vijabilnosti ovih éelija, 24h i
72h nakon senzibilizacije, merenoj MTT testom odmah nakon njihove izolacije (Oh), kod tretiranih u
poredenju sa kontrolnim zivotinjama (oba soja pacova) (Tabela 11).

Tabela 11. Celularnost i vijabilnost éelija saL.C

DA AO

0.4% DNCB 0.4% DNCB 0.4% DNCB 0.4% DNCB 0.4% DNCB 0.4% DNCB
+0ppm Cd +5ppm Cd +50ppm Cd +0ppm Cd +5ppm Cd +50ppm Cd

24h nakon
senzibilizacije
celularnost 99.74£26.3 101.2+14.1 110.3+47.7 42.9422.4 38.9+12.2% 31.9+12.0%
(1x108 ¢elija)
vijabilnost (%) 91.6+2.6 93.6+2.3 92.6+2.1 89.5+3.1 90.6+0.9 90.7+0.6
MTT (Oh)
(A540 nm) 0.01+0.006 0.01+0.004 0.01+0.007 0.01+0.007 0.01+0.004 0.01+0.005

72h nakon
senzibilizacije
celularnost 176.9+22.0 150.3+56.8 197.5+35.0 63.4+17.4% 55.7+16.4° 69.2+12.8%
(1x108 ¢elija)
vijabilnost (%) 86.9+2.7 88.145.1 90.1+1.9 83.9+2.3 81.6+3.0 86.3+5.1
MTT (Oh)
(A540 nm) 0.07+0.01 0.06+0.005 0.06+0.001 0.06+0.007 0.07+0.009 0.06+0.007

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D.

4.10.2.2 Ispitivanje citokinskog odgovora celija saL.C 24h nakon faze senzibilizacije

Analiza aktivnosti ¢elija saLC ukazala je na pove¢anu produkciju citokina IFN-y i IL-17, nakon
oralnog unosa Cd samo kod DA soja (Slika 28), IFN-y (Slika 28A) nakon primene 5 ppm (0.4%
DNCB+5ppm Cd) i IL-17 (Slika 28C) nakon primene 50 ppm (0.4% DNCB+50ppm Cd) Cd, dok je
njihov nivo ostao nepromenjen kod AO pacova (i nizi u odnosu na DA), uz povecanje IL-10 (0.4%
DNCB+5ppm i 50ppm Cd) (Slika 28E), u odnosu na senzibilisane kontrole. Specifi¢an odgovor ¢elija
saLC ispitan je nakon dodavanja DNBS-a, vodosolubilne forme DNCB-a, u kulturu ovih éelija
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analizom indeksa stimulacije (DNBS/spontana produkcija). Indeksi stimulacije nisu ukazali na
promenu nivoa IFN-y (Slika 28B) i IL-17 (Slika 28D), dok je IL-10 bio snizen (Slika 30F) kod oba soja

pacova.
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Slika 28. Efekat kadmijuma na produkciju citokina od strane ¢elija saLC 24h nakon nanoSenja DNCB-a u fazi
senzibilizacije. (A, B) Spontana produkcija i indeks stimulacije za IFN-y, (C, D) L-17 i (E, F) IL-10. Indeks stimulacije
predstavlja odnos DNBS-stimulisane produkcije i spontane produkcije (DNBS/spontana produkcija). Rezultati su prikazani
kao srednje vrednosti merenja iz 3 nezavisna eksperimenta + S.D. Statisti¢ki znacajne razlike: “P < 0.05 u odnosu na 0 ppm
odgovarajuceg soja; ; *P < 0.05u odnosu na 50 ppm odgovarajuéeg soja; *P < 0.05 u odnosu na Zivotinje DA soja.
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4.10.2.3 Ispitivanje citokinskog odgovora celija saLC 72h nakon faze senzibilizacije

U cilju ispitivanja potencijalno odlozene aktivnosti ¢elija saLC kod AO soja pacova nakon unosa
Cd, analizirali smo produkciju citokina od strane ovih ¢elija i 72h nakon nanoSenja DNCB-a. Medutim,
ni 72h nakon senzibilizacije nije zapazena promena u spontanoj (Slika 29B) produkciji IFN-y i IL-17
kod jedinki AO soja (koja je bila manja u odnosu na DA soj) uz poveéanje IL-10 (Slika 29E) kod
senzibilisanih Zivotinja koje su pile Cd (0.4% DNCB+ 5ppm i 50 ppm Cd, na 5 ppm P=0.09) u odnosu
na kontrolne zivotinje (samo senzibilisane). Sa druge strane, kod DA pacova zapaZena je samo
povecana spontana produkcija IFN-y (ve¢a u odnosu na AO soj) na 5 ppm (0.4% DNCB+5ppm Cd) Cd
(Slika 29A). Analiza hapten-specifi¢ne produkcije (izrazene preko indeksa stimulacije) nije pokazala
promenu nivoa IFN-y (Slika 29B) i IL-17 (Slika 29D) kod oba soja pacova, dok je nivo IL-10 bio
snizen kod AO soja nakon obe doze Cd (na 0.4% DNCB+50ppm Cd, P=0.08).
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Slika 29. Efekat kadmijuma na produkciju citokina od strane ¢elija saLC 72h nakon nanoSenja DNCB-a u fazi
senzibilizacije. (A, B) Spontana produkcija i indeks stimulacije za IFN-y, (C, D) IL-17 i (E, F) IL-10. Indeks stimulacije
predstavlja odnos DNBS-stimulisane produkcije i spontane produkcije (DNBS/spontana produkcija). Rezultati su prikazani
kao srednje vrednosti merenja iz 3 nezavisna eksperimenta = S.D. Statisti¢ki znacajne razlike: “P < 0.05 u odnosu na 0 ppm
odgovarajuceg soja; *P < 0.05 u odnosu na Zivotinje DA soja.

4.10.2.4. Vijabilnost celija saLC u kulturi

Ispitivanje efekta Cd na metaboli¢ku vijabilnost ¢elija saLC u kulturi nakon kultivacije (48h),
nije ukazao na kompromitovanu redukciju MTT 24h (DA pacovi, 0.28+0.07, 0.24+0.08, 0.29+0.08 kod
spontane produkcije i 0.47+0.2, 0.46+0.2, 0.51+0.3 kod stimulacije DNBS-om na 0.4% DNCB+0ppm
Cd, 0.4% DNCB+5ppm Cd i 0.4% DNCB+50 ppm Cd, redom, i AO pacovi 0.3+0.1, 0.34+0.1,
0.29+0.11 0.47+0.2, 0.46+0.3, 0.51+0.3), kao ni 72h (DA pacovi 0.28+0.07, 0.24+0.08, 0.29+0.08 kod
spontane produkcije i 0.47£0.2, 0.46+0.2, 0.51+0.3 kod stimulacije DNBS-om, i AO pacovi 0.3£0.1,
0.34+0.1, 0.29+0.1 1 0.47+0.2, 0.46+0.3, 0.51+0.3) nakon senzibilizacije.

4.10.3. Ispitivanje efekta kadmijuma na aktivnost ¢elija uva u fazi ekspresije reakcije kontaktne
preosetljivosti

Efekat Cd na aktivnost ¢éelija uva i aLC u fazi elicitacije reakcije kontaktne preosetljivosti, ispitan
je 24h nakon nanoSenja 0.13% DNCB-a na uvo (desno), jer je u ovom terminu pokazan maksimalni
nivo reakcije kontaktne preosetjivosti (KP) (Cho i Hough, 1986; Ferguson i drugi, 1994).

4.10.3.1. Ispitivanje otoka uva

U cilju kvantifikacije edema uva, koji nastaje usled infiltracije imunskih ¢elija u ovo tkivo i
ispoljavanja njihovih efektorski aktivnosti, a koji se koristi kao mera ekspresije reakcije KP, analizirana
je razlika u debljini uva nakon i pre elicitacije (24h-0h) kod Zivotinja oba soja, i izrazena kao relativni
odnos (u odnosu na kontrolu). Pove¢an otok zapaZen je u desnom uhu (na koje je nanoSen 0.13%
DNCB) na obe doze (0.4/0.13% DNCB+5ppm i 0.4/0.13% DNCB+50ppm Cd) Cd kod DA, a samo
nakon primene viSe doze (0.4/0.13% DNCB+50ppm Cd) kod AO pacova (Slika 31A), bez razlika u
nivou otoka izmedu sojeva. Nije zapazen otok levog uva na koje je nanoSen rastvor acetona i
maslinovog ulja kod oba soja pacova (Slika 30B).
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Slika 30. Efekat kadmijuma na otok uva u fazi elicitacije. (A) Desno uvo. (B) Levo uvo. Otok uva predstavljen je kao
razlika u debljini uva izmerena 24 ¢asa nakon elicitacije reakcije i pre elicitacije Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
merenja iz 2 nezavisna eksperimenta + S.D. Statisticki zna¢ajne razlike: "P < 0.05; ™P < 0.001 u odnosu na 0 ppm

odgovarajuceg soja.
4.10.3.2. Histoloska analiza tkiva uva

Histopatoloska analiza tkiva uva u fazi ekspresije reakcije KP ukazala je na poveéani edem ovog
tkiva nakon oralnog unosa obe doze (0.4/0.13% DNCB+5ppm i 50ppm Cd) kod jedinki DA soja, a
samo nakon primene viSe doze (0.4/0.13% DNCB+50ppm Cd) Cd kod AO soja, u poredenju sa
kontrolnim zivotinjama (0.4/0.13% DNCB+0ppm Cd). lako su nekroticne promene epiderma i
infiltracija imunskih ¢elija prisutni i kod kontrola, nakon oralnog unosa Cd ove promene bile su vec¢eg
intenziteta, Naime, kod DA soja (nakon obe doze Cd) zapaZa se masivan edem, pracen nekrozom tkiva
i infiltracijom mononuklearnih ¢elija, i u manjoj meri neutrofila (Slika 33A, B, C), dok se nakon
primene vise doze Cd kod jedinki AO soja uoCavaju odvajanje nekroti¢nog epiderma (sa obe strane),
nekroza subkutisa i folikula, takode praceno prisutvom mononuklearnih ¢elija i neutrofila (Slika 33D,
E, F).




Slika 33. HistoloSka analiza uva (H&E bojenje) nakon unosa kadmijuma u fazi ekspresije reakcije kontaktne
preosetljivosti. DA (gore), uveli¢anje x 10; (A, B, C) Epiderm i derm koze DA pacova na 0.4/0.13% DNCB+0 ppm Cd,
0.4/0.13% DNCB+5 ppm Cd i 0.4/0.13% DNCB+50 ppm Cd, redom i (D, E, F) AO pacova.

4.10.3.3. Vijabilnost celija uva

Tretman Cd nije doveo do promena u procentualnoj zastupljenosti vijabilnih ¢elija uva kao ni u
metaboli¢koj vijabilnosti ovih ¢elija, merenoj MTT testom odmah nakon njihove izolacije (Oh), kod
tretiranih u poredenju sa kontrolnim zivotinjama (oba soja pacova) (Tabela 12).

Tabela 12. Vijabilnost ¢elija uva

DA AO
0.4/0.13% 0.4/0.13% 0.4/0.13% 0.4/0.13% 0.4/0.13% 0.4/0.13%
DNCB DNCB DNCB DNCB DNCB DNCB
+0ppm Cd +5ppm Cd +50ppm Cd +0ppm Cd +5ppm Cd +50ppm Cd
vijabilnost
(%) 66.7+3.3 69.7+4.4 75.7+7.8 59.245.0 61.8+4.5 64.0+7.1
MTT (0h)
(A540 nm) 0.16+0.04 0.12+0.04 0.15+0.01 0.14+0.04 0.13+0.04 0.1840.03

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta £ S.D.

4.10.3.4. Promena broja glavnih subpopulacija T éelija u tkivu uva

Analiza broja celija uva (Slika 31A) ukazala je da oralni unos Cd nije ugrozio celularnost i
proliferaciju ¢elija aLC izmedu tretiranih i kontrolnih Zivotinja, kao ni izmedu sojeva. S obzirom da je
zapazen povecan otok uva (desnog) nakon primene Cd u odnosu na senzibilisanu kontrolu (0.4/0.13%
DNCB) (Slika 31B), dalje je ispitan broj CD4" i CD8" ¢elija u ovom tkivu. Primeceno je povecanje
CD4" i CD8" ¢elija nakon primene obe (0.4/0.13% DNCB+5ppm i 0.4/0.13% DNCB+50ppm Cd) doze

Cd kod DA pacova, a samo nakon primene viSe doze Cd kod AO pacova (0.4/0.13% DNCB+50ppm
Cd), i nize u odnosu na DA soj (Slika 31B, C).
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Slika 31. Efekat kadmijuma na infiltraciju CD4* i CD8* ¢elija u tkivu uva tokom faze elicitacije u reakciji kontaktne
preosetljivosti. (A) Broj ¢elija uva. (B) CD4* ¢elije. (C) CD8" cCelije. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja
iz 3 nezavisna eksperimenta + S.D. Statisti¢ki znacajne razlike: "P < 0.05, P < 0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuceg

soja; °P < 0.05 u odnosu na Zivotinje DA soja.

4.10.3.5. Produkcija citokina urodene imunosti (IL-1f i TNF-a) od strane celija uva

Kako bi se ispitao efekat Cd na funkcionalnost ¢elija urodene imunosti u fazi elicitacije reakcije
kontaktne preosetljivosti, analizirana je produkcija citokina IL-1p i TNF-a (Slika 32). Kod oba soja
pacova zapazena je nepromenjena spontana produkcija IL-1p (Slika 32A), a povecana produkcija TNF-
a (Slika 32C). Poveéana produkcija (spontana) TNF-a primecena je nakon primene obe doze Cd
(0.4/0.13% DNCB+5ppm Cd i 0.4/0.13% DNCB+50ppm Cd) u poredenju sa 0.4/0.13% DNCB+0ppm
Cd grupom kod DA pacova, a samo nakon primene vise doze (0.4/0.13% DNCB+50ppm Cd) Cd kod
AO pacova. Analiza indeksa stimulacije (LPS/spontana produkcija) nije ukazala na promene u IL-1p
(Slika 32B) i TNF-a (Slika 32D) citokina nakon dodavanja LPS-a kod oba soja pacova.
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Slika 32. Efekat kadmijuma na produkciju citokina urodene imunosti od strane ¢elija uva tokom faze elicitacije u
reakciji kontaktne preosetljivosti. (A, B) Spontana produkcija i indeks stimulacije za IL-1B i (C, D) TNF-a. Indeks
stimulacije predstavlja odnos LPS-stimulisane produkcije i spontane produkcije (LPS/spontana produkcija). Rezultati su
prikazani kao srednje vrednosti merenja iz 3 nezavisna eksperimenta + S.D. Statisticki zna¢ajne razlike: P < 0.05 u odnosu
na 0 ppm odgovarajuéeg soja.

4.10.3.6. Produkcija citokina adaptivne imunosti (IFN-y i IL-17) od strane ¢elija uva

Sa ciljem ispitivanja efekta Cd na funkcionalnost celija adaptivne imunosti u fazi elicitacije
reakcije kontaktne preosetljivosti, analizirana je produkcija IFN-y i IL-17 (Slika 33). Kod jedinki DA
soja uoceno je povecanje spontane produkcije IFN-y 1 IL-17 nakon viSe doze (0.4/0.13%
DNCB+50ppm Cd) Cd (Slika 33A, B), a samo IFN-y i nakon niZe doze (0.4/0.13% DNCB+5ppm Cd)
Cd (Slika 33A). Indeks stimulacije (DNBS/spontana produkcija) ukazuju na dodatno poveéanje ovih
citokina nakon dodavanja DNBS-a, dok je efekat Cd kod AO pacova zapazen samo nakon stimulacije
¢elija uva sa DNBS-om, u smislu povecanih indeksa stimulacije za IFN-y (Slika 33B) i IL-17 (Slika
33D) nakon unosa vise (0.4/0.13% DNCB+50ppm Cd) doze Cd.
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Slika 33. Efekat kadmijuma na produkciju citokina adaptivne imunosti od strane ¢elija uva tokom faze elicitacije u
reakciji kontaktne preosetljivosti. (A, B) Spontana produkcija i indeks stimulacije za IFN-y (C, D) i IL-17. Indeks
stimulacije predstavlja odnos DNBS-stimulisane produkcije i spontane produkcije (DNBS/spontana produkcija). Rezultati
su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz 3 nezavisna eksperimenta + S.D. Statisticki znacajne razlike: "P < 0.05, ™P <

0.01 u odnosu na 0 ppm odgovarajuceg soja.

4.10.3.7. Vijabilnost ¢elija uva u kulturi

Ispitivanje efekta Cd na metaboli¢ku vijabilnost ¢elija uva u kulturi nakon kultivacije (48h), nije
ukazao na kompromitovanu redukciju MTT kod DA (0.25+0.02, 0.25+0.02, 0.28+0.02 kod spontane
produkcije, 0.20+£0.04, 0.22+0.05, 0.24+0.02 kod stimulacije LPS-om i 0.21+£0.02, 0.20+0.02,
0.22+0.03 kod stimulacije DNBS-om na 0.4/0.13% DNCB+0ppm Cd, 0.4/0.13% DNCB+5ppm Cd i
0.4/0.13% DNCB+50 ppm Cd, redom) kao ni kod AO (0.25+0.02, 0.24+0.02, 0.22+0.03 kod spontane
produkcije, 0.21+0.02, 0.24+0.03, 0.20£0.02 kod LPS-stimulisane i 0.19+£0.02, 0.18+0.01, 0.19+0.01
kod stimulacije DNBS-om) pacova.

4.10.4 Ispitivanje efekta kadmijuma na aktivnost ¢elija aLC u fazi ekspresije reakcije kontaktne
preosetljivosti

4.10.4.1. Vijabilnost ¢elija aLC

Tretman Cd nije doveo do promena u procentualnoj zastupljenosti vijabilnih ¢elija aLC kao ni
metaboli¢koj vijabilnosti ovih ¢elija, merenoj MTT testom odmah nakon njihove izolacije (Oh), kod
tretiranih u poredenju sa kontrolnim zivotinjama (oba soja pacova) (Tabela 13).
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Tabela 13. Vijabilnost ¢elija Al¢

DA AO
0.4/0.13% 0.4/0.13% 0.4/0.13% 0.4/0.13% 0.4/0.13% 0.4/0.13%
DNCB DNCB DNCB DNCB DNCB DNCB
+0ppm Cd +5ppm Cd +50ppm Cd +0ppm Cd +5ppm Cd +50ppm Cd
vijabilnost
(%) 91.6+2.4 92.0+1.2 88.8+2.9 89.7+3.7 87.1+4.0 89.10+4.4
MTT (0h)
(A540 nm) 0.21+0.08 0.23+0.04 0.51+0.26 0.19+0.04 0.19+0.01 0.17+0.02

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz najmanje tri nezavisna eksperimenta + S.D.

4.10.4.2. Promena broja CD4" i CD8" ¢elija u aLC u fazi elicitacije

Smanjenje celularnosti (broja ¢elija) zapazeno je samo kod DA soja nakon primene vise doze
Cd (0.4/0.13% DNCB+50ppm Cd), dok su ovi osnovni parametri aktivnosti ¢elija aLC ostali
nepromenjeni kod jedinki AO soja pacova. Poredenje broja ¢elija izmedu sojeva pokazalo je generalno
manju celualrnosti aLC kod AO soja u poredenju sa DA sojem (Slika 34A). Analiza broja ¢elija u aLC,
kod jedinki DA soja ukazala je na smanjenje CD4" (0.4/0.13% DNCB+50ppm Cd) (Slika 34B), a
povecanje CD8* (0.4/0.13% DNCB+5ppm Cd) (Slika 34C) ¢elija nakon primene vise (0.4/0.13%
DNCB+50ppm Cd) tj nize (0.4/0.13% DNCB+5ppm Cd) doze Cd, redom. Sa druge strane, kod jedinki
AO soja zabeleZeno je povecanje broja obe subpopulacije ¢elija, CD4" pri nizoj dozi (0.4/0.13%
DNCB+5ppm Cd) (Slika 34B) i CD8" pri obe doze (0.4/0.13% DNCB+5ppm i 0.4/0.13%
DNCB+50ppm Cd) metala (Slika 34C). Uporedna analiza izmedu sojeva ukazala je na generalno nizi
broj CD4" i CD8" ¢éelija kod AO pacova u odnosu na DA pacove (Slika 34B, C).
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Slika 34. Efekat kadmijuma na infiltraciju T limfocita u aLC tokom faze elicitacije u reakciji kontaktne
preosetljivosti. (A) Prinos ¢elija uva. (B) CD4* T Celije. (C) CD8* T ¢elije. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
merenja iz 3 nezavisna eksperimenta + S.D. Statisti¢ki znacajne razlike: “P < 0.05 u odnosu na 0 ppm odgovarajuéeg soja;
P < 0.05, P < 0.01 u odnosu na Zivotinje DA soja.

4.10.4.3. Produkcija citokina adaptivne imunosti (IFN-y i IL-17) u aLC u fazi elicitacij

Efekat Cd na spontanu produkciju IFN-y (Slika 35A), IL-17 (Slika 35C) i IL-10 (Slika 35E) od
strane aLC DA pacova izostao je u fazi elicitacije reakcije kontaktne preosetljivosti. Nakon stimulacije
éelija aLC DNBS-om dobijen je slian obrazac odgovora, mada je u nekim slu¢ajevima doslo do
odsustva razlike izmedu kontrolnih i tretiranih grupa, §to ukazuje na moguzu imunosupresiju, mada
rezultati nisu konzistentni (rezultati nisu prikazani). Medutim, indeks stimulacije pokazao je kod ovog
soja porast nivoa IFN-y (Slika 35B) nakon obe (0.4/0.13% DNCB+5ppm Cd i 0.4/0.13%
DNCB+50ppm Cd) doze Cd i IL-17 (Slika 35D) samo nakon primene nize (0.4% DNCB+5ppm Cd)
doze Cd. Sa druge strane, jedinke AO soja odgovorile su na prisustvo Cd povecanom spontanom
produkcijom IFN-y (0.4% DNCB+50ppm Cd) i smanjenom produkcijom IL-10 nakon primene obe
doze (0.4/0.13% DNCB+5ppm i 50ppm Cd) Cd (manje u odnosu na DA soj kod svih grupa), a
povecanom DNBS-stimulisanom produkcijom (indeks stimulacije) 1L-17 (0.4/0.13% DNCB+5ppm
Cd). Nisu uocene razlike u produkciji ovih citokina izmedu sojeva, izuzev smanjenog nivoa IFN-y
nakon primene vise (grupa 0.4/0.13% DNCB-+50ppm Cd) doze Cd nakon stimulacije DNBS-om (Slika
35B).
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Slika 35. Efekat kadmijuma na produkciju citokina adaptivne imunosti od strane éelija aLC tokom faze
elicitacije u reakciji kontaktne preosetljivosti. (A, B) Spontana produkcija i indeks stimulacije za IFN-y i (C, D) IL-
17. Indeks stimulacije predstavlja odnos DNBS-stimulisane produkcije i spontane produkcije (DNBS/spontana
produkcija). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja iz 3 nezavisna eksperimenta + S.D. Statisticki
znacdajnerazlike: "P < 0.05 u odnosuna 0 ppm odgovarajuéegsoja; *P < 0.05 u odnosuna Zivotinje DA soja.

4.10.4.4. Vijabilnost éelija aLC u kulturi

Ispitivanje efekta Cd na metaboli¢ku vijabilnost éelija aL.C u kulturi nakon kultivacije (48h),
nije ukazao na kompromitovanu redukciju MTT kod DA (0.60+0.15, 0.71+0.20, 0.66+0.248 kod
spontane produkcije i 0.38+0.13, 0.57+0.25, 0.40£0.30 kod indeksa stimulacije (DNBS/spontana
produkcija) na 0.4/0.13% DNCB+0ppm Cd, 0.4/0.13% DNCB+5ppm Cd i 0.4/0.13% DNCB+50
ppm Cd, redom) kao ni kod AO (0.39+0.1, 0.34+0.1, 0.31+0.1 kod spontane produkcije i 0.20£0.15,
0.13£0.02, 0.12+0.01 kod indeksa stimulacije (DNBS/spontana produkcija) pacova.



5. DISKUSIJA
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U ovom radu ispitan je efekat oralnog (30 dana) unosa dve sredinski bitne doze kadmijuma
(Cd) na markere sistemske inflamacije (periferna krv), kao i na aktivnost koze i limfnih ¢vorova
koji dreniraju ovo tkivo, kod Dark Agouti (DA) i Albino Oxford (AO) sojeva pacova. U ukupnoj
kozi (homogenati i organo-kultura eksplanata koze) ispitani su parametri oksidativnog stresa i
inflamacije, dok je efekat Cd na izolovane EC koZe procenjivan analizom stres odgovora,
imunske/inflamatorne aktivnosti ovih éelija, kao i reaktivnosti EC na dodatni ex vivo stimulus,
komensalnu bakteriju S.epidermidis, i potencijala EC da stimuli$u naivne limfocite u kokulturi.
Efekat oralnog unosa Cd ispitan je i na osnovne parametre imunske aktivnosti é¢elja derma i dLC
koze (saLC). Dodatno, ispitana je i reaktivnost koZe na dodatni zapaljenski stimulus (DNCB),
analizom parametara imunske aktivnosti éelija koze i dLC u fazi senzibilizacije (koza i saLC) i
elicitacije (usi i aLC) reakcije kontaktne preosetljivosti (KP), nakon oralnog unosa Cd.

Oralni unos Cd predstavlja glavni put njegovog dospevanja u organizam (Klaassen i drugi,
2009). Razli¢ite studije pokazale su da izlaganje Cd predstavlja veliku opasnost po zdravlje ljudi
(Satarug i drugi, 2010), gde sredinsko izlaganje niskim dozama ovog metala vodi ka pove¢anom
riziku za razvoj bolesti kostiju, bubrega, pluca, srca i nervnog tkiva (Nair i drugi, 2014). Doze Cd
koriS¢ene u ovoj studiji, odgovaraju sredinskom zagadenju kojem su bile izloZene Zene obolele od
,,itai itai bolesti (5 ppm Cd) (Bhattacharyya i drugi, 1988), kao i koncentraciji ovog metala (50
ppm Cd) u visoko zagadenim podrucjima ili okruzenjima gde su ljudi profesionalno izlozeni Cd
(Wang i drugi, 2003), i u skladu su sa koncentracijama Cd koriS¢enim u drugim studijama na
zivotinjama (Lukacinova i drugi, 2011; Lafuente i drugi, 2004; Ansari i Khan, 2015). lako je
pokazano da Cd moze da utiCe na imunoloSke (npr. produkcija citokina) i biohemijske (npr.
aktivnost enzima koji metaboliSu ksenobiotike) procese, za koje se zna da su vazni za odrzavanje
homeostaze koze (Merk, 2009), podataka o efektu oralnog unosa Cd na kozu gotovo da nema.

Poznato je da genetska gentska varijabilnost predstavlja bitan faktor koji doprinosi osetljivosti
ljudi na Cd (Satarug i drugi, 2000). Kako bi identifikovali potencijalne sojne razlike u odgovoru
koze na prisustvo Cd, ispitana je njegova dermatotoksi¢nost kod dva soja pacova (DA i AO) koja se
Siroko koriste u imunoloskim istrazivanjima, usled razlika u osetljvosti imunskih ¢elija na razlicite
agense (Miljkovic i drugi, 2006; Popov Aleksandrov i drugi, 2015; Kovacevic-Jovanovic i drugi,
2015; Mirkov i drugi, 2015). Tako su jedinke DA soja osetljivije na razvoj eksperimentalnog
autoimunskog encefalomijelitisa, eksperimentalno indukovanog artritisa i reakcija kontaktne
preosetljivosti u poredenju sa AO pacovima (Miljkovic i drugi, 2006; Popov Aleksandrov i drugi,
2015; Kovacevic-Jovanovic i drugi, 2015). Takode ova dva soja su pokazala razli¢itu osetljivost na
imunotoksi¢ne efekte Cd u gastrointestinalnom traktu, slezini i plu¢ima (Ninkov i drugi, 2016;
Demenesku i drugi, 2016).

5.1. Efekat oralne primene Cd na osnovne parametre toksi¢nosti

Prilikom testiranja supstanci koje se primenjuju oralno, putem hrane ili vode, neophodno je
pratiti unos vode i potencijalnu promenu telesne mase svake pojedina¢ne zivotinje, pre tretmana i
najmanje jednom nedeljno tokom tretmana, kao i pre zrtvovanja zivotinja (OECD, 2005). Osnovni
parametri koji ukazuju na toksicne efekte neke supstance, jesu smanjenje telesne mase zivotinja i
smanjen unos vode (Ajani i drugi, 1990). Oralni tretman Cd nije doveo do promene telesne mase ni
kod jednog soja pacova (iako je telesna masa AO pacova generalno visa), kao ni do razlika u unosu
vode (po kg t.m.) u odnosu na kontrolne zivotinje. Rezultati dobijeni u ovom radu u skladu su sa
studijom Mei 1 drugi (2017), u kojoj su miSevi tretirani Cd rastvorenim u vodi za pice (10, 30 1 50
mg/kg) u trajanju od 8 nedelja, kao i sa rezultatima dobijenim na pacovima nakon hroni¢nog
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tretmana (12 nedelja) istim dozama (5 ppm i 50 ppm) (Brzoska i drugi, 2003) Cd.

5.2. Deponovanje kadmijuma u tkivima i esencijalnih metala u kozi (Fe, Cu, Zn)

Oralni unos Cd doveo je do dozno-zavisnog povecanja ovog metala u dlaci, ukupnoj kozi,
epidermu, saLC, duodenumu, bubrezima i jetri (samo kod AO pacova), dok je poveéanje u dermu
zapazeno samo nakon primene viSe doze, kod oba soja pacova. Kao $to je i ocekivano, najveca
koncentracija Cd u kozi, pronadena je u dlaci, koja sluzi kao sistem za akumulaciju i izbacivanje
teSkih metala iz organizma (Friberg i1 drugi, 1985; Morton i drugi, 2002), i ve¢ dugo se koristi kao
pouzdan biomarker izlozenosti ljudi teskim metalima (Harkins i Susten, 2003; Agusa i drugi, 2005;
Rashed i Hossam, 2007), pa tako i Cd (Patra i drugi, 2006). Nivo deponovanja Cd u dlaci bio je
slican nivoima ovog metala u jetri i bubrezima, primarnih ciljnih organa njegovog delovanja
(Satarug i drugi, 2010; Hiratsuka i drugi, 1999). Deponovanje Cd u dlaci pokazano je i u brojnim
epidemioloskim studijama (Wibowo i drugi, 1986; Lauwerys i drugi, 1994). Odsustvo regionalnih
razlika u deponovanju Cd, odnosno izmedu dorzalne i ventralne (0.017 £ 0.005, 0.044+0.02,
0.112+0.03 kod DA i 0.011+0.004, 0.02 £0.004, 0.466+0.004 kod AO na 0 ppm, Spmm i 50 ppm,
redom) koze kod oba soja pacova, u skladu je sa studijom Mei i drugi (2017) na miSevima koji su
bili izloZzeni oralnom Cd u trajanju od 8 nedelja. Veée deponovanje Cd u epidermu koZe u
poredenju sa dermom, verovatno je posledica vezivanja Cd za SH grupe cisteina keratina, kojima su
bogate epiderme éelije (EC) (Vallee i Ulmer, 1972; Fasanya-Odewumi i drugi, 1998; Patra i drugi,
2007), a koje su u dermu mnogo manje zastupljene (Goldblum i drugi, 1954). Kako je pokazano da
se teski metali nakon deponovanja u dermu (unutar folikula dlake) transportuju do gornjih slojeva
dlake (Patra 1 drugi, 2006), to moZe objasniti izostanak deponovanja Cd u dermu nakon primene
nize doze Cd.

Efekat Cd ispitan je i na koncentraciju esencijalnih metala (Fe, Cu, Zn) u kozi koji imaju
ulogu u odrzavanju njene homeostaze (Wright i drugi, 2014; Wintergerst i drugi, 2007) i sa kojima
je ovaj metal u kompeticiji za receptore (Chmielnicka 1 Sowa, 1996). Medutim, oralni unos Cd nije
znacajno uticao na koncentraciju Fe, Cu i Zn u kozi (rezultati nisu prikazani), verovatno usled
njihove velike koncentracije u kozi pre oralnog tretmana zivotinja Cd (kontrolne Zivotinje imaju
veéi nivo deponovanja Fe, Cu 1 Zn u poredenju sa Cd).

5.3. Efekat oralnog unosa kadmijuma na markere sistemske inflamacije

Oralni unos Cd doveo je do povecanja nivoa ovog metala u krvi nakon primene obe d oze, kod
oba soja pacova. Koli¢ina Cd u krvi predstavlja dobar biomarker skorije izlozenosti ovom teskom
metalu (2-3 meseca) (Julin i drugi, 2011; Lauwerys i drugi, 1984), $to je u skladu sa rezultatima
dobijenim u ovom radu, s obzirom da su zivotinje zrtvovane odmah nakon tretmana Cd u trajanju
od 30 dana, dok se izostanak njegovog dozno-zavisnog deponovanja moze objasniti devijacijama
unutar grupa. Akutno-fazni proteini (engl. Acute-phase proteins, APPs) produkuju se u plazmi kao
odgovor na infekciju i inflamaciju, gde uestvuju u mobilizaciji leukocita u cirkulaciju i
povecavanju protoka krvi ka mestu povrede ili infekcije tkiva (Janciauskiene i drugi, 2011). Oralni
tretman Cd nije doveo do razlike u nivou akutno-faznih proteina, haptoglobina, fibrinogena i
albumina u odnosu na kontrolne zivotinje kod oba soja pacova, $to sugeriSe odsustvo sistemske
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zapaljenske reakcije. Kako je poznato da je sinteza ova tri APP regulisana inflamatornim citokinima
(Moshage i drugi, 1987; Koj, 1985; Kushner i Mackiewicz, 1993), ispitani su nivoi IL-6 i TNF-o,
koji imaju najvec¢i doprinos u njihovoj sintezi (Beutler i Cerami, 1986; Heinrich i drugi, 1990;
Waage i drugi, 1992). ZapaZeni niski nivoi ovih citokina (ispod nivoa detekcije), pokazani i u
drugim studijama (Ullum i drugi, 1994), mogu objasniti izostanak efekta Cd na APP. Ipak, postoje
studije koje pokazuju da oralni tretman Cd (50 ppm i 100 ppm) u trajanju od 7 nedelja dovodi do
povecanja IL-6 i TNF-a u plazmi pacova (Afolabi i drugi, 2012), $to ukazuje da efekat Cd na
produkciju citokina i APP u perifernoj krvi, zavisi od doze i duzine izlozenosti ovom metalu.
Nemogucénost detekcije IL-6 i TNF-a moZe se pripisati i osetljivosti testa koriS¢enog za detekciju
ciljnih citokina, s obzirom da je nivo IL-6 u plazmi jako nizak (0-3.5 pg/ml) u fizioloskim uslovima.

5.4. Efekat oralnog unosa kadmijuma na histoloski vidljive promene u Kkozi i
infiltraciju/aktivnost imunskih celija

Da Cd dovodi do oSte¢enja koZe pokazala je analiza histoloskih preseka ovog tkiva gde je
zapazeno prisustvo hiperkeratoze 1 hipergranuloze, formiranje novih vaskularnih prostora i
infiltracija imunskih ¢elija kod oba soja pacova, kao 1 dilatacija sebaceoznih folikula samo kod
pacova DA soja. Poznato je da oralni tretman Cd dovodi do histoloski vidljivih promena i u drugim
tkivima, pre svega jetri i bubrezima, kao glavnim ciljnim organima delovanja ovog teskog metala
(Waalkes i Goering, 1990). Pojava hiperkeratoze i hipergranuloze u tkivu koze tretiranih Zivotinja
oba soja u skladu je sa rezultatima dobijenim na Harlan Sprague-Dawley pacovima nakon dermalne
aplikacije (42 dana) ovog metala (28 mg/kg) u studiji Fasanya-Odewumi i drugi (1998), gde je Cd
uzrokovao lezije koze u vidu hiperkeratoze, akantoze i pojave krasti, eritema i alopecije. Studija
Kaji 1 drugi (1992) pokazala je da Cd ostecuje endotelne celije i da svojim citotoksi¢nim efektima
razdvaja celije doprinose¢i tako nastanku vaskularnih prostora, kao i da ihibicijom celijske
proliferacije spreCava reparaciju novonastalih prostora, ¢ime bi se mogli objasniti nastanak
novoformiranih vaskularnih prostora kod oba soja pacova (obe doze Cd kod DA pacova, samo visa
doza Cd kod AO pacova) i Sirenje sebaceoznih folikula zabeleZzenih samo kod DA soja (obe doze
Cd). Nakon primene obe doze Cd kod DA pacova, a samo nakon primene vise doze kod AO pacova
doslo je do infiltracije neutrofila, sude¢i po povecanom nivou MPO u homogenatu koze koji se
koristi kao mera infiltracije polimorfonuklearnih celija u tkivo (Schierwagen i drugi, 1990).
Migracija neutrofila u kozu moze biti posledica direktnog delovanja Cd, jer je pokazano u in vitro
studiji da ovaj metal (25 uM CdCl2) moze da stimuliSe migraciju granulocita (Hernandez i Macia,
1996). Sa druge strane, infiltracija neutrofila moze biti posledica indirektnog delovanja Cd. Naime,
Cd indukuje oksidativna ostecenja tkiva i tako neposredno deluje na redoks-osetljive transkripcione
faktore (TF) NF-xB i AP-1, koji imaju ulogu u regulaciji proinflamatornih citokina, TNF-a i IL-
lo/B, a koji dalje stimuliSsu produkciju molekula vaznih za regrutovanje, vezivanje i aktivaciju
cirkuliSu¢ih inflamatornih ¢elija, poput neutrofila (Rikans i Yamano, 2000). Broj mast celija, za
koje je pokazano da odgovaraju na mnoge sredinske stimuluse (Theoharides i drugi, 2012), povecan
je kod DA i AO pacova nakon oralnog unosa obe doze Cd. Ovakav efekat Cd na infiltraciju mast
Celija pokazan je i u in vitro studiji Walczak-Drzewiecka i drugi (2003), gde su niske doze Cd (104
M Cd?*) dovele do aktivacije mast ¢elija miSa.
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5.5. Efekat oralnog unosa kadmijuma na markere oStecenja koze

Barijernu funkciju koze, od kojih je najbitnija regulacija njene propustljivosti, vrsi epiderm
pomocu hidrofobnih lipida (Elias i Menon, 1991) u vancelijskim domenima keratinocita sloja
stratum corneum (Elias, 2005), i pomocu tesnih veza izmedu ovih ¢elija (Yoshida i drugi, 2013;
Furuse 1 drugi, 2002). Oralni tretman Cd doveo je do narusavanja barijerne funkcije koze,
povecanjem njene propustljivosti kod DA pacova ve¢ nakon primene nize doze Cd, i kod AO nakon
primene vise doze metala. Povecanje propustljivosti moze biti posledica Stetnog efekta Cd na veze
izmedu epitelnih ¢elija, kao $to je pokazano u in vitro studijama na epitelnim ¢elijama pluéa (Cao i
drugi, 2015) i bubrega (LLC-PK1), gde je Cd (60 mM) doveo do narusavanja meducelijskih veza i
remeéenja aktinskih filamenata (Prozialeck i Niewenhuis, 1991). Izostanak efekta Cd na
propustljivost koze jedinki AO soja nakon primene nize doze (5 ppm) ovog metala, verovatno je
posledica manje osetljivosti ovog soja na uticaj spolja$njih agenasa koji imaju sposobnost da remete
veze izmedu epitelnih Celija, usled Cega je neophodna primena vece doze Cd (50 ppm) kako bi
doslo do ispoljavanja njegovog dermatotoksi¢nog efekta. U prilog ovome idu i epidemioloske
studije na 2400 uzoraka koze (pune debljine) poreklom od 112 donora, koje su pokazale da postoji
individualna varijabilnost u transepidermnoj propustljivosti koZe kod ljudi (Meidan i Roper, 2008).

Skorije studije ukazale su na povezanost propustljivosti epidermalne barijere i antioksidativne
odbrane, gde kod oboljenja koze nastalih usled poremecaja njene propustljivosti, uglavnom dolazi
do razvoja oksidativnih oSteCenja celija (Scharschmidt i drugi, 2009; Kostyuk i drugi, 2010;
Sapuntsova i drugi, 2011). U vezi sa tim, zapazeno je povecanje lipidne peroksidacije, mereno
nivoom MDA, u homogenatima koze kod DA (obe doze Cd) i AO (samo visa doza Cd) pacova,
reakcije posredovane slobodnim radikalima nastalim usled oksidativnih oStec¢enja polinezasicenih
lipida celijskih membrana (Rosenblum i drugi, 1989), gde dolazi do oslobadanja MDA kao jednog
od njenih produkata (Marnett, 1999). Prema jednom od predlozenih mehanizama njegovog
delovanja, Cd dovodi do oslobadanja jona gvozda (Belyaeva i drugi, 2008; Pathak i Khandelwal,
2006; Dorta i drugi, 2003; Yeh i drugi, 2009), koji dalje Fentonovom reakcijom povecavaju
produkciju ROS unutar ¢elija (Harrison i Arosio, 1996). Ukoliko ROS prevazidu antioksidativnu
zastitu dolazi do lipidne peroksidacije (Bagchi i drugi, 1997; Waisberg 1 drugi, 2003). Slican
rezultat dobijen je u in vitro studiji na humanoj liniji keratinocita (HaCaT), gde je primena visokih
doza Cd (50 i 100 uM) dovela do oksidacije lipida (Nzengue i drugi, 2008). Da je glavni
mehanizam delovanja toksi¢nosti Cd oksidativni stres, pokazano je na mnogim animalnim
modelima nakon svih puteva izlaganja (Manca i drugi, 1994; Kayama i drugi, 1995b; Yamano i
drugi, 2000; Amara i drugi, 2008), kao i na ¢elijskim kulturama (Liu i drugi, 1990; Hart 1 drugi,
1999; Liu i Jan, 2000; He i drugi, 2008).

Povecanje lipidne peroksidacije nakon primene ve¢ nize doze Cd, ukazuje na veéu osetljivost
DA soja na toksicne efekte Cd u poredenju sa AO sojem. U prilog ovome ide i povecana aktivnost
enzima antioksidativne zastite CAT, SOD i GST nakon primene obe doze Cd kod DA soja, koja se
moze protumaciti kao zaStitni odgovor ¢elija na prisustvo ROS kako bi se ograni€ilo oste¢enje koze.
Iako je povecana produkcija ROS uglavnom pra¢ena smanjenjem aktivnosti SOD i CAT (Morales i
drugi, 2006; Sidhu i drugi, 1993), postoje i studije koje ukazuju na povecanu aktivnost ovih enzima
u odgovoru na toksi¢nost izazvanu Cd (Haouem i El Hani, 2013; Radosavljevic i drugi, 2012;
Ognjanovic 1 drugi, 2003). Povecanje GST nakon primene Cd pokazano je 1 u drugim studijama na
pacovima (Ognjanovic i drugi, 1995) i zamorcima (Iscan i drugi, 1994). Kod AO pacova
povecanje GST nakon primene viSe (50 ppm) doze ovog metala, i nepromenjeni nivoi CAT 1 SOD,
ukazuju na postojanje niskog nivoa oksidativnog stresa, ali ipak dovoljnog da dovede do zapazenih
ostecenja koze.
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HMGB1 molekul, kao jedan od markera inflamacije, poveéan je kod DA soja pacova na 5
ppm (tendencija povecanja P=0.08) i 50 ppm Cd. HMGB1 (engl. High-mobility group box 1
protein) molekul spada u jedan od najbolje proucenih molekulskih obrazaca ostecenja (engl. Danger
Associated Molecular Patterns, DAMPS), koji kada se nade van celije utice na diferencijaciju
(Sparatore 1 drugi, 1996; Passalacqua i drugi, 1997), migraciju (Fages i drugi, 2000), metastazu
(Taguchi i drugi, 2000; Huttunen i drugi, 2002), apoptozu (Brezniceanu i drugi, 2003) i inflamatorni
odgovor ¢elija (Wang i drugi, 1999b; Scaffidi i drugi, 2002). Poveéanje nivoa HMGB1 kod DA
pacova verovatno je posledica nekroze tkiva koze, jer je pokazano da nekroti¢ne i/ili oStecene celije
imaju sposobnost da pasivno oslobadaju velike koli¢ine ovog molekula u vanéelijski medijum
(Andersson i drugi, 2000; Falciola i drugi, 1997), i tako pokrenu proces inflamacije (Scaffidi i
drugi, 2002; Degryse i drugi, 2001; Andersson i drugi, 2000; Falciola i drugi, 1997). Uticaj Cd na
povecéanje HMGBI1 proteina pokazan je i u in vitro studiji Ou i drugi (2017) na Celijskoj liniji
spermatocita misa (GC-2spd). Povetanje HMGB1 molekula mozZe se povezati sa povecanom
produkcijom IL-1p, IL-6 i TNF-a kod DA soja pacova zapazenim u supernatantima organo-kulture
eksplanata koze nakon primene obe doze Cd, koji mogu da pokrenu i amplifikuju proces
inflamacije u kozi (Williams i Kupper, 1996; Fischer i Maier, 2015). Naime, pokazano je da
ukoliko se HMGB1 molekul blokira, dolazi do smanjenja ekspresije gena za ove citokine (Mittal i
drugi, 2010), kao i da izlaganje makrofaga ovom molekulu vodi ka produkciji IL-1p i TNF-a
(Andersson 1 drugi, 2000) koji pozitivnom povratnom spregom dovode do dodatnog povecanja
HMGBI1, pojacavajuci na taj na¢in inflamatorni odgovor (Wang i drugi, 1999a, b).

Takode, povecana produkcija proinflamatornih citokina (IL-1B, TNF-o i IL-6) moze se
povezati sa oksidativnim stresom kod jedinki DA soja. Naime, poznato je da je inflamatorni
odgovor modulisan oksidativnim stresom, gde ukoliko postoji poremecen redoks balans dolazi do
razvoja inflamatornog odgovora kao zaStitnog mehanizma, dok usled hroni¢nog gubitka redoks
balansa dolazi do razvoja nekontrolisanog inflamatornog odgovora (Griffiths i drugi, 2005; Jayaraj i
drugi, 2017). U prilog tome ide i povecana produkcija azot-oksida (NO) kod jedinki DA soja (obe
doze Cd), s obzirom da se ovaj molekul sintetiSe, a zatim i oslobada, pod delovanjem
proinflamatornih citokina tokom procesa inflamacije (Guzik i drugi, 2003; Sharma i drugi, 2007).
Povecanje antiinflamatornog citokina IL-10 kod jedinki DA soja na 50 ppm Cd u skladu je sa in
vitro (Odewumi i drugi, 2015) studijom nakon primene 50 uM i 100 uM CdCl2 na ¢elijama pluca
(MRC-9) gde je pokazano da se IL-10 produkuje zajedno sa proinflamatornim citokinom IL-1.
Naime, pokazano je da nakon eksperimentalnog izazivanja opekotina koze, zajedno sa produkcijom
proinflamatornih citokina dolazi i do produkcije antiinflamatornog citokina IL-10 (Angst i drugi,
2008), koji se produkuje verovatno kao mera zastite od prekomerne inflamacije.

Oksidativni stres niskog nivoa, zajedno sa nepromenjenim nivoom HMGB1 molekula,
verovatno nije bio dovoljan za razvoj proinflamatornog odgovora kod jedinki AO soja, pa nije
zapazena povecana produkcija IL-1B, TNF-a 1 IL-6, kao ni NO, §to sve zajedno ukazuje na bolje
kontrolisanu reakciju u kozi AO pacova na oralni unos Cd. Dodatno, generalno visi nivo SOD kod
AO pacova (i u kontrolama) moze se povezati sa nepromenjenom produkcijom TNF-a, jer je
pokazano da agensi slicni SOD (TEMPOL) mogu smanjiti nivo TNF-o u bubrezima (Elmarakby i
Sullivan, 2012). Sa druge strane, kako je poznato da IL-10 moze da inhibira produkciju
proinflamatornih citokina (D'andrea i drugi, 1993; Fiorentino i drugi, 1991; Akdis i Blaser, 2001;
Vital i drugi, 2004; Maurer i drugi, 2003), njegovo povecanje nakon obe doze Cd kod ovog soja (i
generalno vise u odnosu na DA) moze biti odgovorno za nepromenjene nivoe IL-1p3, IL-6 i TNF-a.
Sudeéi po rezultatima MTT testa koriS¢enog za procenu vijabilnosti eksplanata koze, nepromenjena
produkcija proinflamatornih citokina kod jedinki AO soja nije posledica pada vijabilnosti, (Klein i
drugi, 1996), jer nisu uocene razlike u metabolickoj vijabilnosti izmedu tretiranih i kontrolnih
zivotinja ni kod DA ni kod AO soja.
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5.6. Stres odgovor epidermnih celija

Kako je pokazano da nakon oralnog unosa Cd u epidermu koze dolazi do dozno-zavisnog
povecanja ovog metala (veéeg nego u dermu), dalje je ispitan odgovor EC koje predstavljaju prvu
liniju odbrane koze od Stetnih agenasa i za koje je pokazano da posreduju u imunskim odgovorima
(Nestle i drugi, 2009). Oralni unos Cd povecao je ekspresiju iRNK za metalotioneine (MT)-11i -2 u
EC oba soja, kod DA pacova nakon primene vise doze i kod AO pacova nakon obe doze ovog
metala. Pored toga S§to se koriste kao biomarkeri izlozenosti Cd (Nzengue i drugi, 2011; Coyle i
drugi, 2002; Klaassen i drugi, 2009), s obzirom da Cd moze da se veze za tiolne grupe MT Cime se
neutraliSe njegov toksi¢ni efekat (Kagi i Vallee, 1960), razli¢ite studije su pokazale da ovi proteini
imaju veliki doprinos u zastiti tkiva i organa od toksi¢nih efekata Cd kao antioksidantni faktori
(Kluxen i drugi, 2012; Tsunoo i drugi, 1979; Sabolic i drugi, 2010). Povecana ekspresija MT ve¢ pri
nizoj dozi Cd kod AO soja i generalno veca ekspresija gena za MT (i u kontrolama) u poredenju sa
DA pacovima, sugerisu da bi ovi metaloproteini mogli obezbediti zastitu EC od toksi¢nih efekata
Cd kod ovog soja. Naime, zastitna uloga MT u detoksifikaciji teSkih metala zapaZena je kod
transgenih miseva sa povec¢anom ekspresijom gena za MT u akutnoj toksi¢nosti Cd (Liu i Klaassen,
1996), i u jetri pacova gde presintetisani MT dovode do povecane otpornosti na toksicni efekat Cd
(Goering 1 Klaassen, 1984). Sojne razlike (izmedu DA i1 AO pacova) u ekspresiji gena za ove
proteine pokazane su i u studiji Grubic-Kezele i drugi (2013), gde je povecana ekspresija MT u jetri
AO pacova povezana sa njihovom smanjenom osetljivoS¢u na razvoj eksperimentalnog
autoimunskog encefalomijelitisa (EAE). Uprkos deponovanju Cd na 5 ppm u epidermu kod DA
pacova, ovakav zastitni efekat MT-1 i MT-2 izostao je kod ovog soja pri istoj dozi ovog metala.
Moguce je da niza doza Cd, kod soja viSe osetljivog na prisustvo ovog metala, ispoljava vece
toksic¢ne efekte usled vecée koli¢ine slobodnog (nevezanog) Cd (Liu i drugi, 1998).

Da Cd ispoljava svoje toksicne efekte vec¢ pri nizoj dozi kod DA pacova pokazuje smanjenje
koncentracije GSH nakon primene obe doze kod ovog soja, dok je njegova koncentracija povecana
kod AO pacova tretiranih sa Cd. Epiderm usled svoje izloZenosti spoljasnjoj sredini sadrzi najvecu
koli¢inu ROS, a samim tim i antioksidante (Vermeij i drugi, 2011) poput GSH, koji ima sposobnost
da veze ROS odrzavaju¢i tako redoks balans unutar ¢elije (Du i drugi, 2009). Medutim, Cd ima
sposobnost da se veze za tiolne grupe GSH troSe¢i njegove unutarCelijske rezervoare ¢ime
indirektno povecava koli¢inu ROS 1 stvara oksidativno okruzenje (Lopez i drugi, 2006). Smanjen
nivo GSH kod DA pacova u saglasnosti je sa rezultatima dobijenim u in vitro (Chan i Cherian,
1992; Lopez i drugi, 2006) i in vivo (Dudley i Klaassen, 1984; Eybl i drugi, 2006) studijama.
Povisen nivo GSH kod AO soja nakon primene obe doze Cd, moze biti pokusaj EC da se zastite od
toksi¢nih efekata Cd (Jovanovic i Jovanovic, 2013; Kamiyama i drugi, 1995). Tako je pokazano da
primena niskih doza Cd (u trajanju od 12 meseci) dovodi do povecanog nivoa GSH u jetri i
bubrezima, sugerisu¢i da on verovatno ima glavnu ulogu u zastiti ¢elija od citotoksi¢nosti izazvane
Cd (Kamiyama i drugi, 1995; Nzengue i drugi, 2008). Nivoi GSH u tkivu zavise od zivotinjskog
modela ili soja koris¢enog u ispitivanjima (Matovi¢ i drugi, 2011), Sto moze biti obja$njenje za
diferencijalne efekte Cd na nivo GSH kod DA 1 AO soja pacova u nasoj studiji.

Kod oba soja pacova nakon primene obe doze (5 ppm i 50 ppm) Cd doslo je do povecanja
nivoa Nrf2 (engl. Nuclear factor erythroid 2 related factor 2) proteina u EC, transkripcionog faktora
(TF) koji moze da detektuje nizak stepen oksidativnog oStecenja (Nemmiche, 2017). Naime, pored
klasi¢nih enzima antioksidativne zastite (CAT, SOD, GST) ¢ijom aktivacijom c¢elije odgovaraju na
toksi¢ne efekte Cd, pokazano je da ovaj metal moze da aktivira i Nrf2 poveéanjem produkcije ROS
i stvaranjem oksidativne sredine (Liu i drugi, 2008; Yamada i drugi, 2009). Isti efekat Cd pokazan
je u drugim in vitro (proksimalne tubule bubrega i vaskularne endotelne celije) i in vivo (korteks
bubrega) (Chen i Shaikh, 2009; Nair i drugi, 2014; Shinkai i drugi, 2016) studijama. Pod normalnim
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uslovima, Nrf2 se degraduje ubikvitinacijom u citoplazmi preko interakcije sa Keapl inhibitorom
(Itoh i drugi, 1999), medutim, poveéanje koncentracije ROS pod delovanjem Cd vodi ka disocijaciji
Nrf2-Keapl kompleksa, ulaska Nrf2 u jedro i koordinisane aktivacije gena koji imaju ulogu u zastiti
¢elija (He 1 drugi, 2008), poput hemoksigenaze-1 (HO-1), ¢ija je ekspresija iRNK u ovoj studiji
takode poveéana kod EC oba soja nakon primene obe doze Cd. Poveéanje Nrf2 kod jedinki AO soja
moze biti uzrok porasta nivoa GSH, jer je pokazano da se antioksidativna funkcija Nrf2 proteina
manifestuje kroz povecanu ekspresiju y-glutamilcistein sintaze, enzima bitnog za sintezu GSH
(Steele i1 drugi, 2013). Sa druge strane, kod DA pacova povecan nivo Nrf2 proteina pracen je
smanjenjem GSH, moguce usled poremecaja u regulaciji sinteze ovog molekula (Lu, 2013). Visi
nivoi Nrf2 u svim Cd grupama AO pacova u poredenju sa DA pacovima, mogu biti odgovorni za
dodatno povecanje antioksidativnih funkcija ovog molekula (Talalay i drugi, 2003) u ovom soju.

Poznato je da Cd moze da indukuje apoptozu ili nekrozu ¢elija, u zavisnosti od modela, puta i
doze izlaganja ovom metalu (Wang i drugi, 2017). Povecana ekspresija gena za Bax i Bcl-2 (obe
doze Cd) zapazena je kod AO pacova, sugerisuci da Cd indukuje pro-apoptotske i anti-apoptotske
signale, redom, u ovom soju. Ipak, povecanje Bax/Bcl-2 odnosa, kao i aktiviranih formi kaspaze
(casp)-3 i njenog supstrata PARP, klju¢nog proteina za odigravanje apoptoze (Chaitanya i drugi,
2010), pokazuje da Cd dovodi do apoptoze ko AO soja nakon primene vise (50 ppm) doze Cd.
Povecana apoptoza kod AO pacova u skladu je sa drugim studijama koje povezuju apoptozu sa stres
odgovorom celija na Cd (Nair i drugi, 2014; Galan i drugi, 2001), kao mehanizam uklanjanja trajno
osStecenih celija (Martindale 1 Holbrook, 2002; Qu 1 drugi, 2007). Naime, Cd dovodi do oslobadanja
jona gvozda (Belyaeva i drugi, 2008; Pathak i Khandelwal, 2006; Dorta i drugi, 2003; Yeh i drugi,
2009), koji dalje Fentonovom reakcijom vode ka produkciji ROS unutar ¢elije (Harrison i Arosio,
1996), uzrokujuéi nepovratna oStecenja cCelijskih organela i smrt same celije (Thevenod i Lee,
2013).Takode, pokazano je u in vivo i in vitro studijama da Cd moze da dovede do apoptoze Celija u
testisima (Cherkasov i drugi, 2006), bubrezima (Komoike i drugi, 2012), jetri (Cannino i drugi,
2009), imunskom sistemu (Tsangaris i Tzortzatou-Stathopoulou, 1998) i misjim fibroblastima koze
(Wang i drugi, 2017), kao i da apoptoza inflamatornih ¢éelija moze predstavljati mehanizam manje
osetljivosti pacova AO soja na inflamaciju (Lukic i drugi, 2001). Sa druge strane, nepromenjen
odnos IRNK za Bax i Bcl-2 (Bax/Bcl-2) i izostanak promena u PARP (engl. poly(ADP-ribose)
plymerase) proteinu, ukazuju na odsustvo procesa apoptoze kod jedinki DA soja. Poveéan nivo
seCene casp-3, bez aktivacije PARP, sugeriSu na inhibiciju aktivacije casp-3 u ovom soju (Silke i
drugi, 2001; Shi, 2004). Usled odsustva apoptotskog odgovora kod DA soja, ispitane je nekroza kao
jos jedan mehanizam delovanja Cd (Blanco i drugi, 2007; Messner i drugi, 2012), merenjem
oslobadanja laktat dehidrogenaze (LDH) iz EC koji se koristi kao marker nekroze (Burd i Usategui-
Gomez, 1973). Medutim, nisu zapazene promene u nivou LDH kod ovog soja pacova, kao ni kod
AO soja. Moguce da je kod DA pacova oralni unos Cd izazvao drugi tip ¢elijske smrti, kao §to je
pokazano u in vitro studiji na celijskoj liniji bubrega pacova gde je tretman Cd doveo do
partanatoze (Luo i drugi, 2017), programirane celijske smrti razli¢ite od apoptoze (David i drugi,
2009). Takode, niska apoptotska aktivnost, sa nepromenjenom ekspresijom pro-apoptotskih i anti-
apoptotskih gena, zapazena je u mi§jim splenocitima nakon in vitro izlaganja Cd, i povezana je sa
visokim nivoom oksidativnog stresa tj visokim nivoom ROS (Chatterjee i drugi, 2009).

Oralni tretman kadmijumom doveo je do povecane ekspresije gena za nuklearni receptor
AHR (engl. Aryl hydrocarbon receptor) u EC DA (5 ppm i 50 ppm Cd) i AO (50 ppm Cd) pacova,
koji uCestvuje u odrzavanju homeostaze koze (Furue i drugi, 2014) kao i detoksifikaciji
ksenobiotika, poput Cd (Anwar-Mohamed i drugi, 2009; Rowlands i Gustafsson, 1997). Dodatno,
Cd je ispoljio diferencijalni efekat (povecanja ekspresija gena za CYP1B1 i smanjena za CYP1A1
kod DA na 5 ppm i 50 ppm, a kod AO na 50 ppm Cd) na ekspresiju gena koji se nalaze pod
kontrolom AHR. Povecéana ekspresija gena za AHR i CYP1BI u skladu je sa studijama u kojima je
pokazana aktivacija AHR puta nakon tretmana Cd, in vitro na ¢elijskoj liniji jetre (Hepa lclc7)
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(Elbekai i EI-Kadi, 2007) i in vivo na uterusu i tankom crevu (Kluxen i drugi, 2012, 2013). lako je
povecana ekspresija AHR | CYP1BI1 zapazena kod oba soja, veca ekspresija kod AO pacova (u
poredenju sa DA pacovima) moze biti posledica izrazenije zastitne uloge AHR kod ovog soja, s
obzirom da ovaj receptor ucestvuje u regulaciji, tj. smanjenju inflamatornih stanja koze (D1 Meglio i
drugi, 2014). Smanjena ekspresija gena za CYP1A1 u skladu je sa studijama koje su pokazale da Cd
smanjuje ekspresiju ovog gena u uterusu (Kluxen i drugi, 2012), tankom crevu (Kluxen i drugi,
2013) i bubrezima (Elbekai i El-Kadi, 2007), uprkos nepromenjenoj (Kluxen i drugi, 2013) ili
povecéanoj (Kluxen i drugi, 2012) ekspresiji AHR. Ovakvi rezultati sugeriSu da efekat Cd na AHR i
gene povezane sa ovim receptorom, zavisi od doze 1 duZine izloZenosti Cd, tipa ciljnih celija
(Kluxen i drugi 2012, 2013), kao i soja (Kiyohara i drugi, 1996, 1998).

5.7. Efekat oralnog unosa Cd na imunsku aktivnost epidermnih ¢éelija

Oralna primena Cd dovela je do povecane ekspresije iRNK za proinflamatorne citokine IL-6,
TNF-o (vi$a doza Cd) i IL-1p (obe doze Cd) u EC DA pacova, §to je bilo praéeno poveéanom
spontanom produkcijom njihovih proteinskih produkata, za razliku od AO pacova kod kojih nisu
zapazene ovakve promene. Ovi rezultati pokazali su da je proinflamatorni potencijal Cd na EC
zavistan od soja (dovodi do proinflamatornog odgovora samo kod DA soja), kao $to je zapazeno i u
drugim studijama na razli¢itim tkivima (Knoflach i drugi, 2011; Kundu i drugi, 2009; Hsu i drugi,
2009; Stosic i drugi, 2010; Ninkov i drugi, 2016), gde je ovaj metal direktno stimulisao produkciju
citokina (Hyun i drugi, 2007; Lag i drugi, 2010; Kayama i drugi, 1995a). Pove¢ana proinflamatorna
aktivnost epiderma verovatno poti¢e od keratinocita, za koje je pokazano da imaju sposobnost
drugi, 2001; Schmalz i drugi, 1998). Pored direktnog efekta Cd, inflamatorni odgovor EC mozZe biti
posledica i indirektnog delovanja ovog teSkog metala (Kayama i drugi, 1995a), remecéenjem
antioksidativne odbrane i aktivacije redoks osetljivin TF, kao §to su NF-kB i AP-1 (Chen i Shi,
2002; Morgan i Liu, 2011; Daffada i drugi, 1994) ukljucenih u aktivaciju gena za proinflamatorne
citokine. Tako se inflamatorni odgovor kod DA pacova moZe povezati sa smanjenjem GSH u EC,
kao S$to je pokazano u drugim studijama gde je tretman Cd doveo do smanjenja antioksidativnih
molekula i razvoja inflamacije (Kirschvink i drugi, 2006). 1zostanak inflamatornog odgovora u EC
AO pacova nakon tretmana Cd, rezultat je njihove manje osetljivosti na toski¢ne efekte, Sto je
pokazano u razli¢itim modelima inflamatornih bolesti (Miljkovic i drugi, 2006; Kovacevic-
Jovanovic i drugi, 2015). Da nepromenjena produkcija proinflamatornih citokina od strane EC AO
soja nije posledica citotoksi¢nog efekta Cd na ove Celije, potvrdila je analiza procentualne
zastupljenosti vijabilnih EC pomocéu tripan plavog, kao i metaboli¢ke vijabilnost MTT testom.

Pored efekta na proinflamatorne citokine, Cd je ispoljio efekat na antiinflamatorni citokin IL-
10, jer je primena visSe doze Cd dovela do povecane produkcije ovog citokina (kao i genske
ekspresije) od strane EC oba soja pacova, a nize doze samo kod AO soja. Pored keratinocita (Gasim
i drugi, 1998) i Langerhansove éelije (LC) (Flacher i drugi, 2006) mogu da produkuju ovaj citokin.
Naime, Cd moze direktno da dovede do aktivacije antiinflamatornih citokina uporedo sa
aktivacijom proinflamatornih citokina, kao §to je pokazano u studiji na epitelnim ¢elijama pluca
coveka (Odewumi i drugi, 2016). Veéa produkcija IL-10 (na nizoj dozi), kao i veca ekspresija gena
kod AO soja pacova u poredenju sa DA pacovima, moze se dovesti u vezu sa odsustvom
proinflamatornog odgovora (nepromenjena produkcija IL-1B, IL-6 i TNF-a), jer I1L-10 moze da
deluje kao snazan inhibitor proinflamatornih citokina (de Waal Malefyt i drugi, 1991; Akdis i
Blaser, 2001; lyer i Cheng, 2012). Svakodnevno subkutano injeciranje 1L-10 (8 pg/kg) tokom 24
dana, suprimira inflamaciju kod pacijenata sa psorijazom (Asadullah i drugi, 1998). Dodatno,
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pokazano je da je ACI soj (engl. August Copenhagen Irish) pacova sa ve¢om bazalnom ekspresijom
IL-10 u oku, otporniji na razvoj inflamacije u ovom organu i autoimunskog eksperimentalnog
uveitisa (Sun i drugi, 2000).

Na prisustvo nize doze Cd (5 ppm), EC DA soja pacova odgovorile su poveéanom
ekspresijom inducibilne azot-oksid sintaze (iNOS) i posledi¢cnom produkcijom azot-oskida (NO),
Sto je pokazano i u in vitro studiji gde je izlaganje Cd (0.6 uM) dovelo do povecane produkcije NO
u J774A.1 ¢elijskoj liniji MF (Hassoun i Stohs, 1996), kao i u in vivo studijama na jetri, srcu i
testisima (Chen i1 drugi, 2003). Sa druge strane kod AO pacova nisu uocene ovakve promene.
Poznato je da INOS predstavlja enzim koji katalizuje nastanak azot-oksida (NO), i ve¢ dugo
vremena svrstan je u medijatore inflamacije (Knowles i Moncada, 1994). S obzirom da je pokazano
da IL-1B stimulise produkciju NO (Lichten i drugi, 2009), moguce je da je ovaj citokin doprineo
poveéanju NO kod DA pacova, dok je sa druge strane izostanak ovog citokina u EC AO pacova
odgovoran za nepromenjenu produkciju NO kod ovog soja. Inhibicija iINOS od strane vise doze Cd
kod DA soja pacova, u skladu je sa studijom na ¢elijskoj liniji (epitelnoj) creva (Cavicchi i drugi,
2000) nakon inkubacije ¢elija sa visokim dozama CdCl2 (10-40 uM).

Kako bi ispitali da li Cd moze da ispolji diferencijalni efekat na pripremu EC dva soja pacova
za odgovor na in vitro egzogeni (inflamatorni), kultivisali smo EC sa 100 ng/ml lipopolisahardida
(LPS), endotoksina gram negativnih bakterija za koji je pokazano da poseduje proinflamatorni
potencijal (Bliss i drugi, 1998). Medutim, EC na ovakav dodatni stimulus generalno nisu odgovorile
dodatnim povecanjem produkcije citokina, ukazuju¢i na neresponsivnost ovih Celija. Zapazeno je
povecanje samo IL-6 nakon LPS-stimulacije kod AO pacova (na 50 ppm Cd), sugeriSuci da je za
izazivanje inflamatornog odgovora od strane EC ovog soja verovatno potreban dodatni stimulus
(pored Cd), bar za IL-6. Izostanak odgovora EC, u smislu produkcije citokina, nakon primene 100
ng/ml LPS-a pokazana je i u drugim studijama (Lebre i drugi, 2007; Kollisch i drugi, 2005).

Dalje smo EC kultivisali sa S. epidermidis, jednom od najzastupljenijin komensalnih bakterija
koze (Otto, 2009) koja u uslovima naruSene funkcionalnosti epidermne barijere moze da izazove
infekciju (Nguyen i drugi, 2017) i za koju je pokazano da poseduje proinflamatorni potencijal in
vitro (Dong i drugi, 2019; Megyeri i drugi, 2002). EC izolovane iz Zivotinja tretiranih sa Cd,
odgovorile su pove¢anom produkcijom proinflamatornih citokina IL-1B, IL-6 (50 ppm Cd) i TNF-a
(obe doze Cd) nakon stimulacije sa S. epidermidis kod AO pacova, pra¢eno smanjenom
produkcijom IL-10. Ovi rezultati pokazuju da oralni tretman Cd moZe da pripremi EC AO soja za
odgovor na dodatni stimulus (sam tretman Cd nije bio dovoljan da izazove odgovor) i produkciju
proinflamatornih citokina, utiCu¢i tako na homeostatske mehanizme koze. Sa druge strane,
nepromenjena produkcija ovih citokina kod DA pacova, sugeriSe da stimulacija EC sa S.
epidermidis, nije dovoljna da dodatno poveca proinflamatorni odgovor prethodno potaknut oralnim
unosom Cd kod ovog soja.

Kako bi dodatno ispitali aktivnost EC nakon oralnog unosa Cd, analizirali smo potencijal ovih
¢elija da stimuliSu T ¢elije u kokulturi, kao in vitro testom koji se Kkoristi za ispitivanje
komunikacije ovih ¢elija u inflamatornim bolestima koze (Orlik i drugi, 2019). U kokulturi naivnih
limfocita (izolovanih iz dLC netretiranih Zivotinja) sa EC kontrolnih i tretiranih Zivotinja ispitana je
produkcija inflamatornih citokina. Tako je kod DA pacova doslo do povecane produkcije IL-17 i
IFN-y u kokulturi, dok je ovakav odgovor izostao kod pacova AO soja ukazujuci na sojne razlike u
potencijalu EC da stimulidu limfocite nakon delovanja Cd. Kako je poznato da su IL-1B, IL-6 i
TNF-a ukljuceni u aktivaciju T ¢elija koji produkuju IFN-y i IL-17 (Johansen i drugi, 2011; Lai i
Dong, 2016; Onderdijk i drugi, 2015) u mnogim bolestima koze poput psorijaze (Lowes i1 drugi,
2008; Ho i Kupper, 2019) i kontaktnog dermatitisa (Suto i drugi, 2018), zapaZene razlike u
stimulatornom potencijalu EC verovatno su posledica razli¢itog citokinskog odgovora na prisustvo
Cd (kao §to je gore diskutovano). Visa doza Cd dovela je do poveéanja nivoa IL-6 u EC DA soja
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nakon stimulacije sa ConA, produkovanog verovatno od strane infiltriranih T ¢elija (Toshitani i
drugi, 1993; Scheller i1 drugi, 2011), sude¢i po studijama gde je pokazano da se ovaj citokin
produkuje u kozi tokom inflamacije i atopijskog dermatitisa od strane T celija periferne krvi, kao i
samih keratinocita epiderma u razli¢itim patoloskim stanjima koze (Neuner i drugi, 1991; de Vos i
drugi, 1994; Goodman i drugi, 2009). Naime, poznato je da IL-6 ucestvuje u usmeravanju naivnih T
¢elija ka IL-17 produkujué¢im ¢elijama (Bettelli i drugi, 2006; Acosta-Rodriguez i drugi, 2007), Sto
je verovatno uticalo na poveéanu produkciju ovog citokina u kokulturi EC i limfocita. Na poveéanje
produkcije IFN-y i IL-17 u kokulturi DA soja verovatno su doprinele i same EC, jer je znacajno
povecéanje produkcije 1L-17 (50 ppm) i IFN-y (50 i 50 ppm) zabelezeno nakon primene Cd.
Produkciji IL-17 od strane EC mogu doprineti rezidentne y5 T ¢elije (MacLeod i drugi, 2013; Cua i
Tato, 2010) epiderma, ali i sami keratinociti za koje je pokazano da u psorijazi mogu da produkuju
IL-17 (IL-7E formu), ¢ime dalje aktiviraju MF derma da produkuju proinflamatorne citokine poput
TNF-a, 1 privlade druge imunske celije, poput mast celija i neutrofila u kozu (Lin i drugi, 2011;
Senra i drugi, 2016). Sa druge strane, rezidentne T celije epiderma ili T ¢elije koje su infiltrirale u
epiderm mogu biti odgovorne za povecanu spontanu produkciju IFN-y (Ho 1 Kupper, 2019) od
strane EC DA pacova. Dodatno povecanje IFN nakon dodavanja ConA govori u prilog ovoj
pretpostavci. Dodatno, povecana produkcija IL-10 kod DA pacova moze se povezati sa pove¢anom
produkcijom IFN od strane EC, jer je pokazano da je produkcija IL-10 uglavnom pra¢ena visokim
nivoom IFN-y, kao mera zastite od neograni¢enog inflamatornog, imunskog odgovora (Jankovic i
drugi, 2007; Saraiva i drugi, 2009). Sa druge strane, veéi stimulatorni potencijal EC AO soja u
kokulturi naivnih limfocita i EC pokazan je u produkciji antiinflamatornog citokina IL-10, §to je
moglo dovesti do supresije produkcije proinflamatornih citokina kod ovog soja, kao Sto je pokazano
u hroni¢nim infekcijama koze (Jankovic i drugi, 2007; Anderson i drugi, 2007). Regualcija IFN-y i
IL17 od strane 1L-10 pokazana je i u ranijim studijama (Fiorentino i drugi, 1991; de Waal Malefyt i
drugi, 1991). Moguce je da je povecanoj produkcijij IL-10 u kokulturi doprinela i produkcija ovog
citokina od strane samih EC.

Pored EC, ispitan je citokinski odgovor dermnih ¢elija (DC) koZe nakon oralnog unosa Cd.
Kod oba soja pacova DC nisu odgovorile na prisustvo Cd produkcijom proinflamatornih citokina
(IL-1pB, IL-6), izuzev povecanjem TNF-a (obe doze Cd) kod DA soja, koji moze biti produkovan od
strane makrofaga, mast ¢elija, fibroblasta i T ¢elija (Smookler i drugi, 2006; Bonneville i drugi,
2010). Povecanje TNF-a kod DA soja uprkos izostanku deponovanja metala (5 ppm) u dermu,
moze se povezati sa efektom Cd na proinflamatorni odgovor keratinocita, kako je poznato da ove
¢elije oslobadanjem proinflamatornih citokina (pe svega IL-f i TNF-a) mogu da pokrenu
inflamatornu kaskadu u kozi (Freedberg i drugi, 2001; Pasparakis i drugi, 2014). Dodatno,
povecanje TNF-a. moZe se povezati i sa smanjenjem IL-10 (50 ppm Cd) kod jedinki DA soja, s
obzirom da je pokazano da subkutana primena IL-10 inhibira produkciju TNF-a kod pacijenata
obolelih od psorijaze (Asadullah i drugi, 1998). Veéi inflamatorni odgovor EC DA soja (produkcija
citokina), ukazuje na njihovu vecu osetljivost na prisustvo Cd u koZi u poredenju sa DC.

5.8. Efekat oralnog unosa Cd na limfne &vorove (saL.C) koZe

Oralni unos obe doze Cd doveo je do dozno-zavisnog poveéanja nivoa ovog metala u limfnim
¢vorovima koji dreniraju dorzalnu kozu, kod oba soja pacova. Kako se koza na dorzalnoj strani tela
drenira preko saLC (Lengele i drugi, 2007), u ovim limfnim tkivima detektovan je sli¢an nivo
deponovanja Cd kao i u kozi. Medutim, iako se Cd deponovao u saLC, ni kod jednog soja Cd nije
ispoljio svoj efakat na broj celija, njihovu metabolicku vijabilnost 1 produkciju inflamatornih
citokina (IFN-y i IL-17), spontanu kao ni ConA-stimulisanu. Ovakvi rezultati sugeri$u da saLC nisu
uklju¢eni u odgovor koze na Cd i da su ¢elije koza osetljivije na delovanje Cd u poredenju sa
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¢elijama dreniraju¢im limfnim ¢vorovima, uzimaju¢i u obzir sliCan nivo deponovanja Cd u dva
kompartmana.

5.9. Efekat oralnog unosa Cd na reaktivnost koZe nakon nanosSenja DNCB

U ovom radu, dalje je ispitan efekat oralne primene Cd na imunsku reaktivnost koze nakon
nanoSenja haptena (mali molekuli koji svojstvo imunogenosti sticu tek nakon vezivanja za vece
proteinske nosae (Murphy i Weaver, 2012), 24-dinitrohlorobenzena (DNCB), u fazi
senzibilizacije (aferentna faza) kontaktne preosetljivosti (KP), i koji se pored oksazolona najcesce
koristi za senzibilizaciju eksperimentalnih zivotinja (Al-Otaibi i Algahtani, 2015).

U fazi senzibilizacije nakon prodora haptena u epitel koze 1 vezivanja za proteinske nosace
domacina (Lepoittevin 1 Karlberg, 1994; Lepmttevm 2006), dolazi do prepoznavanja hapten-
proteln kompleksa od strane LC, aktivacije i sazrevanja ovih éelija u antlgen-prezentujuce celije
(APC) pod delovanjem citokina IL-1p i TNF-a produkovanlh od strane LC i keratinocita, redom
(Enk i Katz, 1992, 1995; Anderson i drugi, 2011), i njihove migracije u dLC koze (Cumberbatch i
Kimber, 1995; Cumberbatch i drugi, 1997; Kabashima i drugi, 2003; Yamamoto i drugi, 2007) gde
vrse prezentaciju haptena naivnim T ¢elijama (Divkovic i drugi, 2005). Nepromenjena procentualna
zastupljenost vijabilnih ¢elija, uz povecannje MTT testa (Oh) kod Zivoinja DA i AO soja, koje su
nakon oralnog unosa Cd senzibilisane DNCB-om (0.4% DNCB+50ppm Cd), sugerise da Cd moze
da poveca metabolicku aktivnost EC koZe. U ovoj studiji zapaZena je pove¢ana spontana produkcija
TNF-0 od strane EC izolovanih iz jedinki DA i AO soja pacova koji su pili Cd (0.4% DNCB+5ppm
i 50ppm Cd), u poredenju sa celijama izolovanim iz kontrolnih senzibilisanih jedinki (0.4%
DNCB+0ppm Cd), kao i antiinflamatornog citokina IL-10 samo kod AO soja pacova (0.4%
DNCB+5ppm Cd), dok je produkcija IL-1p ostala nepromenjena kod oba soja. Iako je pokazano da
topikalno nanosenje DNCB-a dovodi do povecanja nivoa TNF-a u kozi (Holliday i drugi, 1997),
veéi nivo produkcije ovog citokina od strane EC izolovanih iz Zivotinja tretiranih sa Cd i DNCB (u
poredenju sa 0.4% DNCB+0ppm Cd), ukazuje da ovaj metal moZe da poveca responsivnost EC na
nanosenje spoljasnjeg stimulusa kao $to je DNCB. Izostanak efekta Cd na produkciju IL-1p (meren
24h nakon izazivanja senzibilizacije) nakon primene DNCB-a (0.4% DNCB+5ppm i 50 ppm Cd),
verovatno je posledica toga $to se ovaj citokin produkuje ubrzo nakon nanosenja haptena (Enk i
Katz, 1992; Enk i drugi, 1993), prema studiji Enk i Katz (1995) ve¢ nakon 15 minuta, dovodeéi do
migracije hapten-specifi¢nih LC iz koze u dLC (Macatonia i drugi, 1996). Hope i drugi (1994) su
pokazali da se IL-1p tokom senzibilizacije produkuje od strane LC u dLC koZe veé¢ tokom prvih
12h, a da se 24h nakon nanoSenja haptena (dicikloheheksilmetan-4,4-diizocijanat, HMDI) nivo
produkcije ovog citokina vra¢a na nivo kontrola. Nepromenjeni nivo produkcije antiinflamatornog
citokina IL-10 od strane EC senzibilisanih DA jedinki, ukazuje da Cd svoj efekat ne ostvaruje
delovanjem na ovaj citokin u fazi senzibilizacije reakcije KP. Sa druge strane, kod jedinki AO soja,
zajedno sa poveéanjem TNF-a zapazen je i povecan nivo IL-10 (0.4% DNCB+5ppm Cd), verovatno
kao mehanizam izbegavanja prekomerne aktivacije ¢elija na prisustvo haptena, sugeriSuc¢i na bolju
regulaciju odgovora EC ovog soja.

Dalje je ispitan odgovor éelija u dLC koze, mesta gde dolazi do aktivacije hapten-specifi¢nih
T Celija u fazi senzibiliazacije reakcije KP (Robert i Kupper, 1999). Naime, nakon prezentacije
haptena, eksprimiranih na povrsini dendritskih ¢elija (u sklopu MHC molekula I i Il klase), naivnim
hapten-specifiénim T ¢elijama u dLC, dolazi do njihove aktivacije i proliferacije (Bour i drugi,
1995; Divkovic i drugi, 2005), produkcije proinflamatornih citokina IFN-y i IL-17 (Nguyen i drugi,
2011) i ulaska ovih ¢elija u cirkulaciju ¢ime se zavrSava faza senzibilizacije (Picker i drugi, 1990).
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Tretman Cd doveo je do povecane spontane produkcije IFN-y (0.4% DNCB+5ppm Cd) 1 IL-17
(0.4% DNCB+50ppm Cd), samo od strane éelija saLC senzibilisanih (24h nakon nanosenja DNCB-
a) DA pacova, u poredenju sa kontrolnom grupom (0.4% DNCB+0ppm Cd), dok su nivoi ovih
citokina ostali nepromenjeni kod jedinki AO soja. Produkcija IFN-y od strane ¢elija dLC, citokina
neophodnog za razvoj efektorskih celija u KP, a kasnije i IL-17, pokazana je nakon primene
dinitrofluorebenzena (DFNB) (He i drugi, 2006), kao i nakon topikalnog nanoSenja DNCB -a koje je
dovelo do povecanja T ¢elija u perifernoj krvi i stimulacije proinflamatornog TH1l odgovora nakon
senzibilizacije (Stricker i drugi, 1997; Traub 1 drugi, 1997; Yoshizawa drugi, 1999, 2000). Ovi
rezultati pokazuju da oralni unos Cd povecava produkciju citokina (IFN-y i IL-17) bitnih za
aktivaciju efektorskih ¢elija u fazi senzibilizacije (Kish i drugi, 2009). lako je pokazano da DNBS
(10 pg/ml), analog DNCB-a rastvorljiv u vodi, moze da ex vivo izazove povecanu produkciju
citokina od strane celija saLC Zivotinja senzibilisanih sa 0,4% DNCB (hapten specifi¢na
produkcija) (Popov Aleksandrov i drugi, 2015), odsustvo ovog efeka na Celijama saLC DA
zivotinja koje su pile Cd (nepromenjeni indeksi stimulacije), a kod kojih je zabeleZzena veca
spontana produkcija citokina, moze da bude posledica dostizanja platoa reakcije, koja nije mogla da
bude dodatno podstaknuta primenom DNBS-a. Kako je kod AO zivotinja tretiranih Cd zapazeno
odsustvo odgovora saLC u odnosu na kontrolne senzibilisane Zivotinje 24 ¢asa nakon nanosenja
haptena, uprkos povecéanoj reaktivnosti celija koZe, analizirana je aktivnost saLC celija 72h nakon
senzibilizacije, kako bi se ispitala potencijalno odloZena aktivnost celija saLC AO. Naime,
pokazano je da je reakcija na DNCB u dLC koze u fazi senzibilizacije intenzivnija 3. dana u
poredenju sa 1. danom (24h) i kod DA i AO soja pacova (Popov i drugi, 2011). Medutim, kod AO
pacova koji su pili Cd ni 72h nakon nanosSenja haptena nije doslo do promena u spontanoj i hapten-
specifiénoj produkeiji IFN-y i IL-17 u saLC, sugeriSuéi odsustvo aktivacije hapten-specifi¢nih
efektorskih T ¢elija u fazi senzibilizacije kod ovog soja.

Kako je poznato da nakon senzibilizacije miSeva sa DFNB dolazi do poveéanja iRNK za IL-
10 u dLC koze (Fujisawa i drugi, 1996), dalje je ispitana produkcija ovog antiinflamatornog
citokina. Povecanje spontane produkcije I1L-10 kod AO pacova (0.4% DNCB+5ppm i 50 ppm Cd)
tokom faze senzibilizacije (24h i 72h), moze se povezati sa nepromenjenom produkcijom IFN-y i
IL-17 nakon delovanja Cd, jer je poznato da je IL-10 inhibitor produkcije Tn1 odgovora (Trinchieri,
2007) i produkcije IL-17 (Gu i drugi, 2008). Takode, sa nepromenjenom produkcijom IFN-y i IL-17
u saLC moZe se povezati i poveéanja produkcija IL-10 (spontana) od strane EC AO soja pacova
koji su pili Cd (u fazi senzibilizacije), jer je pokazano da IL-10 ostvaruje inhibitorni efekat na
migraciju dendritskih ¢elija u dLC, u kojima se vrsi aktivaciju naivnih hapten-specifi¢nih T éelija
(Wang i drugi, 1999c). Nepromenjena spontana produkcija 1L-10 (24h i 72h) kod DA soja pacova
nakon primene Cd (0.4% DNCB+5ppm i 50 ppm Cd), uz povecanje IFN-y (24h i 72h) i IL-17
(24h), ukazuje dodatno na jatu inflamatornu aktivnost ¢elija saLC nakon primene Cd u ovom soju
pacova. Sa druge strane, indeksi stimulacije za IL-10 (DNBS/spontana produkcija) pokazali su pad
u hapten-specifi¢noj produkciji ovog citokina kod oba soja (0.4% DNCB+5ppm i 50ppm Cd) 24h
nakon senzibiliazcije, uz nepromenjenu hapten-specifi¢nu produkciju (indeksi stimulacije) IFN-y i
IL-17 kod ovih sojeva, a kod jedinki AO soja i nakon 72h, ukazuju¢i na inhibiciju pri odgovoru
ovih ¢elija na DNBS stimulaciju, nakon oralnog unosa Cd. Nepromenjeni nivoi MTT testa u kulturi
kod tretiranih (DNCB+Cd) u poredenju sa kontrolnim (DNCB) zivotinjama, ukazuju da pokazani
efekat Cd na produkciju citokina nije bio posledica njegovog delovanja na metaboli¢ku vijabilnost
¢elija. 1z ovih rezultata mozemo da zaklju¢imo da, uprkos povecanoj produkciji citokina u kozi kod
oba soja pacova, tretman Cd dovodi do aktivacije proinflamatornog odgovora ¢elija salL.C samo kod
DA pacova.

Senzibilizacija koze i aktivacija hapten-specificnih T celija predstavljaju preduslov za
ekspresiju reakcije kontaktne preosetljivosti (faza elicitacije), koja se izaziva nakon ponovnog
nanoSenja DNCB-a kod Zivotinja koje su prethodno senzibilisane istim haptenom, kao Zivotinjskog
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modela alergijskog kontaktnog dermatitisa (AKD) (Krasteva i drugi, 1999) ali i modela koji se
koristi za testiranje imunotoksi¢nog potencijala ksenobiotika (EPA, 2003) kod miseva (Zhang i
drugi, 2009; Kim i drugi, 2014) i pacova (Popov i drugi, 2011; Popov Aleksandrov i drugi, 2015).
Da bi ispitali da li oralna primena Cd menja ekspresiju reakcije KP kod pacova, 5 dana nakon
senzibilizacije zivotinje su elicitirane sa 0.13% DNCB-om, i nakon 24h ispitan je odgovor celija
uva i aLC. Poznato je da u ranoj fazi elicitacije dolazi do jakog priliva ¢elija urodene imunosti u
kozu, mast ¢elija (Dudeck i drugi, 2011; Otsuka i drugi, 2011) i neutrofila (Biedermann i drugi,
2000), ¢ija aktivacija vodi ka infiltraciji hapten-specifi¢nih T ¢elija u epiderm i derm koze, u toku
prvih 24h nakon ponovne primene haptena (Honda i drugi, 2013). Oslobadanje citokina i hemokina
od strane keratinocita dodatno doprinosi ulasku hapten-specifiénih T ¢elija u tkivo koze gde je
topikalno nanet hapten (Watanabe i drugi, 2007; Honda i drugi, 2013; Nakae i drugi, 2003).

Da oralno primenjen Cd uti¢e na ekspresiju reakcije KP, pokazano je usled veceg otoka uva,
koji se koristi kao mera ekspresije reakcije KP (Gaspari i drugi, 2016) kod DA (obe doze Cd) i AO
(visa doza Cd) soja pacova u poredenju sa otokom uva kontrolnih pacova koji nisu pili kadmijum
(0.4/0.13% DNCB). Histopataloska analiza tkiva uva ukazala je na edem, praten nekrozom i
infiltracijom mononuklearnih ¢elija 1 neutrofila kod oba soja pacova na viSoj dozi (0.4/0.13%
DNCB+50ppm Cd) Cd, a samo kod DA pacova nakon primene nize doze (0.4/0.13% DNCB+5ppm
Cd) ovog metala. Naime, poznato je da u fazi elicitacije KP dolazi do karakteristicnog edema
(otoka) uva usled infiltracije neutrofila (Dilulio i drugi, 1999; Engeman i drugi, 2004) koji su
neophodni za dalje privlacenje leukocita na mesto nano$enja haptena (Kish i drugi, 2011), kao i
drugih leukocita (He i drugi, 2009) bitnih za ekspresiju reakcije KP. Sa druge strane, tretman Cd
doveo je do znacajnog povecanja otoka uva cak i pri dozi DNCB-a (0.4/0.13%) koja u naSim
prethodnim istrazivanjima nije dovela do znacajnog povecanja otoka uva (Popov Aleksandrov i
drugi, 2015). Povecan otok uva moze sa povezati sa efektom Cd na povecanu spontanu produkciju
TNF-a, citokina bitnog za migraciju leukocita na mesto elicitacije (Petri i drugi, 2008), od strane
¢elija uva kod DA pacova, nakon primene obe doze (0.4/0.13% DNCB+5ppm i 50ppm Cd), a kod
jedinki AO soja samo nakon primene vise doze (0.4/0.13% DNCB+50ppm Cd) Cd, u odnosu na
senzibilisane kontrole. Sa druge strane, produkcija IL-1p ostala je nepromenjena kod zivotinja koje
su pile Cd u odnosu na kontrolne Zivotinje kojima je samo nanet DNCB. lako IL-1p, spada u
citokine koji, zajedno sa TNF-a, mogu da se produkuju od strane keratinocitia i LC (Biedermann i
drugi, 2000), kao i mast ¢elija nakon infiltracije u derm, i koji su bitni za stimulaciju migracije
hapten-specifi¢nih ¢elija na mesto elicitacije (Watanabe i drugi, 2002; Honda i drugi, 2013; Nakae i
drugi, 2003), nepromenjena produkcija IL-1B moze se objasniti dinamikom odgovora oslobadanja
ovih citokina u fazi elicitacije. Naime, IL-1p se produkuje u kozi u toku prvih nekoliko sati nakon
nanoSenja haptena u fazi ekspresije reakcije (Nakae i drugi, 2003) i opada nakon 24h (Hartmann i
drugi, 2006). Pored IL-17 (He i drugi, 2006), IFN-y je glavni efektorski citokin (Wakabayashi i
drugi, 2005; He i drugi, 2009) uklju¢en u dalji priliv imunskih ¢elija bitnih za otok uva, §to je
pokazano i nakon primene DNCB-a (Ulrich i drugi, 2001; He i drugi, 2006). Naime, 24h nakon
eliciticije dolazi do produkcije IFN-y (Xu i drugi, 1997) 1 IL-17 (He i drugi, 2006) od strane CD8* T
¢elija i IL-17 od strane pomoénickih (efektorskih) CD4* T celija (Nakae i drugi, 2002), koji
doprinose inflamaciji i ostecenju tkiva (Pennino i drugi, 2010). Tretman Cd povecao je broj CD4* i
CD8* ¢elija u tkivu uva, u grupama 0.4/0.13% DNCB+Cd (obe doze Cd kod DA pacova, visa doza
kod AO pacova), kao i efektorsku aktivnost ovih ¢elija u poredenju sa kontrolama (sam DNCB),
sude¢i po povecanju spontane produkcije i indeksa stimulacije (DNBS/spontana produkcija) za
IFN-y (0.4/0.13% DNCB/+5ppm i 50ppm Cd) i IL-17 (0.4/0.13% DNCB/+50ppm Cd) kod DA soja
pacova. Kod AO pacova uocena je samo hapten-specifi¢na produkcija (DNBS/spontana produkcija)
IFN-y i IL-17 nakon vise doze (0.4/0.13% DNCB+50ppm Cd) Cd, sto ukazuje da ovaj metal
povecava reaktivnost Celija uva tek nakon dodatne stimulacije haptenom. Dodatno, poveéanje IFN-y
(zajedno sa povecanjem TNF-0), moze se povezati sa povecanim otokom uva, jer kod miseva sa
delecijom gena za ove citokine ne dolazi do razvoja faze elicitacije i edema tkiva uva (Wakabayashi
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i drugi, 2005). Povecana produkcija IFN-y i IL-17 kod oba soja pacova, ukazuje da Cd u koZi svoj
efekat ostvaruje aktivacijom Thl/tipl i Tul7/tipl7 imunskog odgovora, u fazi ekspresije reakcije
KP. Nepromenjena vijabilnost i celualrnost ¢elija uva, ukazuju da pokazani efekti Cd na produkciju
citokina nisu posledica njegovog delovanja na ove osnovne parametre aktivnosti.

Dalje je ispitan efekat Cd na aktivnost ¢éelija dLC uva (aLC), jer je pokazano da nakon
elicitacije uva dolazi do infiltracije CD4* i CD8" éelija u ove regionalne LC (Larsen i drugi, 2007),
produkcije IFN-y (Ishizaki i drugi, 2007) i IL-17 (Popov Aleksandrov i drugi, 2015), kao i migracije
ovih ¢elija na mesto elicitacije (Robert i Kupper, 1999). Oralni unos Cd nije doveo do promena u
spontanoj produkciji citokina (IFN-y, IL-17 i 1L-10) kod DA soja pacova, ali je zapazeno povecanje
indeksa stimulacije (DNBS/spontana produkcija) za IFN-y (0.4/0.13% DNCB+5 ppm i 50 ppm Cd)
i 1L-17 (0.4% DNCB+5ppm Cd). Analiza broja éelija u dLC u fazi elicitacije ukazala je da tretman
Cd kod DA pacova dovodi do povecanja broja CD8* ¢elija (0.4% DNCB+5ppm Cd), a smanjena
broja CD4* éelija (0.4% DNCB+50ppm Cd). Kako je pokazano da se u fazi elicitacije u dLC nalazi
veéi broj aktiviranih CD8* T ¢elija u odnosu na CD4* T ¢elije (Larsen i drugi, 2007), kao i da su
ove ¢elije glavne efektorske Celije koje imaju sposobnost produkcije i IFN-y i IL-17 u dLC (Xu i
drugi, 1997; Cavani i drugi, 1998; He i drugi, 2006; Ishizaki i drugi, 2007), moze se pretpostaviti da
Cd kod DA soja pacova svoj efekat vecim delom ostvaruje preko CD8" Celija. Izostanak efekta vise
doze Cd na broj CD8* ¢elija i smanjenje u pogledu broja CD4" ¢elija kod ovog soja, verovatno su
posledica pada celularnosti éelija u aLC nakon primene vise doze Cd, moguée usled njihove
poveéane emigracije u tkivo uva ili smanjene migracije u aLC. Sa druge strane, kod AO soja pacova
zapazena je spontana povecana produkcija IFN-y (0.4% DNCB+50ppm Cd), a smanjena produkcija
IL-10, uz povecan broj CD4*(0.4% DNCB+5ppm Cd) i CD8* ¢elija (0.4% DNCB+50ppm Cd), dok
je nakon stimulacije sa DNBS-om kod ovog soja zapazeno povecanje indeksa stimulacije za 1L-17
(0.4% DNCB+5ppm Cd). Povecana produkcija IFN-y i IL-17 ukazuju na aktivaciju Tul/tipl i
Th17/ipl7 odgovora éelija dLC u fazi elicitacije kod ovog soja. Poveéana produkcija IFN-y mozZe
se povezati sa smanjenom produkcijom IL-10 kod AO soja, prirodnog regulatora ekspresije reakcije
KP, jer je pokazano da subkutana primena IL-10 pre nano$enja haptena smanjuje efektorsku fazu
KP (Ferguson i drugi, 1994). Manji broj CD4* i CD8* ¢elija kod jedinki AO soja, verovatno je
posledica manje celularnosti aLC, ili manjeg broja CD25* ¢elija kod ovog soja, kao §to je pokazano
u drugim studijama (Mostarica-Stojkovi¢ i drugi, 1988; Popov Aleksandrov i drugi, 2015), u
poredenju sa DA sojem. Analiza vijabilnosti ¢elija aLC kod oba soja pacova u éelijskoj kulturi nije
ukazala na promene nakon unosa Cd koje bi doprinele zapazenim citokinskim odgovorima ¢elija
ovog tkiva u fazi elicitacije.

Iz ovih rezultata mozemo zakljuciti da je oralni tretman Cd nakon topikalnog nanoSenja
DNCB-a doveo do aktivacije Tr1/tipl i TH17/tipl7 odgovora ve¢ 24h nakon senzibilizacije kod DA
soja pacova, dok je kod AO soja doslo do razvoja antiinflamatornog odgovora i produkcije 1L-10.
Sa druge strane, u fazi elicitacije oralna primena Cd je dovela do povecane ekspresije reakcije kod
oba soja pacova, sudeci po poveéanom otoku uva i povecanoj produkciji efektorskih citokina IFN-y
i 1L-17 u ovom tkivu, kao i do aktivacije Tul/tipl i Tu17/tipl7 imunskih odgovora u dLC uva.
Naime, iako je poznato da je AO soj manje osetljiv na delovanje kseobiotika, dobijeni rezultati
pokazuju da Cd moze da poveca reaktivnost celija koze na dodatni zapaljenski stimulus (DNBS)
cak 1 kod ovog soja, i dovede do probijanja zastitnih mehanizama koji su se odrzavali kod ovog soja
nakon oralnog unosa samog Cd, uzrokujuci razvoj zapaljenske reakcije u ovom tkivu.
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6. ZAKLJUCCI
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U skladu sa dobijenim rezultatima mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Oralni produzeni unos Cd u dozama 5 ppm i 50 pmm na sistemskom nivou ne dovodi do
promena u akutno-faznom i inflamatornom odgovoru periferne krvi kod oba soja pacova
(nepromenjeni nivoa haptoglobina, fibrinogena i albumina, kao i citokina IL-6 i TNF-o u
cirkulaciji).

2. Oralna primena Cd dovodi do dozno zavisnog povecanja deponovanja ovog metala u dlaci,
ukupnoj kozi, epidermu, saLC, duodenumu, bubrezima i jetri (samo kod AO pacova), dok je
povecanje u dermu zapazeno samo nakon primene vise doze, kod oba soja pacova.

3. Uprkos sli¢cnom nivou deponovanja u kozi kod oba soja pacova, Cd svoj toksi¢ni efekat u
ovom tkivu ostvaruje izazivanjem razli¢itog obrasca i veceg intenziteta promena kod jedinki DA
soja u poredenju sa AO sojem, tako $to:

Mereno U ukupnoj koZzi:

=» Uzrokuje infiltraciju ¢elija i ostecenje tkiva koze DA soja pacova ve¢ pri nizoj dozi Cd

=» Dovodi do promena u veéem broju parametara oksidativnog stresa u homogenatima
koze DA soja pacova

=> lzaziva razvoj proinflamatornog odgovora u eksplantima organokulture koze kod DA
soja, a antiinflamatornog odgovora kod AO soja pacova

Mereno u izolovanim celijama koze:

=> Izaziva jadi stres odgovor EC kod AO soja pacova
=> Aktivira spontani proinflamatorni odgovor EC kod DA soja pacova
=» Aktivira antiinflamatorni odgovor od strane EC AO soja kao potencijalni mehanizam
zastite, pri ¢emu stimulacija sa S. epidermidis dovodi do razvoja proinflamatornog
odgovora (uz snizenje antiinflamatorne aktivnosti)
=» Povecava proinflamatorni i antiinflamatorni potencijal EC kod jedinki DA i AO soja,
redom, u kokulturi naivnih T limfocita izolovanih iz dLC koZe (netretiranih Zivotinja) i
EC izlovanih iz jedinki koje su pile Cd
4, Kadmijum koji u kozu dospeva oralnim putem, povecava imunsku reaktivnost koze nakon
dodatnog zapaljenskog stimulusa, kontaktnog alergena haptena (DNCB), dovodec¢i do povecanja
parametara reakcije KP kod DA (ve¢ nakon primene nize doze Cd) i AO pacova (samo nakon
primene vise doze Cd), tako Sto:
=> U fazi senzibilizacije poveéava proinflamatorni citokinski odgovor EC kod oba soja pacova
(uz odrzavanje antiinflamatornog odgovora kod AO soja)
=> U fazi senzibilizacije poveéava Tul/tipl i Tu17/tipl7 citokinski odgovor drenirajué¢ih saLC
24h 1 72h nakon nanosenja DNCB-a samo kod DA soja pacova, dok odgovor ¢elija AO soja
nije potaknut ni nakon 72h
=> U fazi elicitacije, poveéava otok uva uz povec¢anu produkciju proinflamatornih citokina, kao
i broj i produkciju efektorskih citokina ¢elija uva i dLC uovom tkivu, kod oba soja pacova

Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da uprkos slicnom deponovanju Cd, zabelezena veca
oksidativna 1 inflamatorna aktivnost kod DA soja, ve¢ nakon primene nize doze Cd (uz vecu
prevalencu odgovora na viSoj dozi Cd), kao i stimulacija citokina T c¢elija (bitnih za razvoj
inflamatornih/patoloskih stanja koze) od strane EC, ukazuje na veéu osetljivost ovog soja na
dermatotoksi¢ne efekte Cd. Sa druge strane, celije AO soja mogu bolje da odgovore na toksicne
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efekte Cd u kozi nakon njegovog oralnog unosa, angazovanjem zaStitinih mehanizama bez
aktivacije proinflamatornog odgovora. Ipak, nakon topikalne primene dodatnog zapaljenskog
stimulusa (DNCB) dolazi do razvoja inflamatornog (Tn1/tipl i TH17/tipl7) odgovora kod oba soja
pacova, sugeriSu¢i da kod AO pacova dolazi do probijanja zaStitnih mehanizama koji su se
odrzavali nakon primene samog Cd, makar nakon primene viSe doze metala. Ova studija moZe biti
korisna prilikom ispitivanja veze oralnog unosa Cd (putem vode i hrane) i razli¢ite osetljivosti koze
na razvoj zapaljenskih reakcija i patoloskih stanja.
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Hpwuor 1.

U3sjaBa o ayTopcTBY

I[Tornucanu-a Jduna Tynosuh

opoj unmexca _B3013/2014

MzjaBbyjem

Jla je JOKTOpCKa AucepTalinja moa HacIoBOM

«EdexTn opanHor yHoca KaaMH]yMa Ha MMYHCKH CHCTEM KOXKE IMaIoBa»

® pe3yNTaT CONCTBEHOT UCTPaXMBAYKOT paja,

e J1a peuIoKeHa JMcepTannja y MeJMHN HU Y JIeJIOBUMa HHUje Onla mpeiokeHa 3a 100Hujam e
OUJI0 KOje JUIIOME ITpeMa CTYIUjCKUM IPorpaMuMa JPyTruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAaHOBA,

® J1a Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HAaBEJICHU U

e Jla HUCAM KpILMO/JIa ayTOpcKa MpaBa U KOPUCTUO UHTENEKTYaIHy CBOJUHY IPYTUX JIUIIA.

HoTnuc nokTopanga

V¥ beorpany,




Hpwuior 2.

U3jaBa 0 nCTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOpPCKOr paga

Nwme u npesume aytopa duna Tynosuh
bpoj nnnexca 63013/2014

Crynujcku nporpam buosoruja-MMyHo6uosioruja

Hacno pana EdexTu opanHor yHOCa KaJiMH]yMa Ha MMYHCKH CHCTEM KOJKE TaloBa

MenTtop ap Anekcanjpa [lonos AsnekcanpoB

[Moriucann/a

N3jaBipyjeM ma je mrammnana Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOJY
caM mpenao/ia 3a 00jaBJbMBAmkE Ha MOPTATY JIMIMTAJIHOI pemno3uTOpHjyMa YHHUBEpP3UTEeTa y
Beorpany.

Jlo3BosbaBaM Ja ce o0jaBe MOjU JIMUHU MOJALM BE3aHH 3a J00Mjame aKaJeMCKOT 3Bama JJOKTOpa
HayKa, Kao ITO Cy UMe U IIpe3nuMe, TOANHA U MeCTO pol)era i 1aTyM oJ0paHe paja.

OBM IIMYHM TOJAIIM MOTY ce OOjaBUTH Ha MpPEXHHM CTpaHUIlaMa AUTUTAIHE OubinoTeke, y

eJIGKTPOHCKOM KaTaJloTy U y myOnukanujama YHuBepsurteray beorpany.

HoTnuc noKkTopanga

VY beorpany,




Hpwuaor 3.

U3sjaBa o kopuwhemwy

Opnawhyjem VYHuBepsutercky Oubauorexky ,Cserozap MapkoBuh* na y JdurutamHu
pero3uTopujyM YHuUBep3uTeTay beorpany yHece Mojy HOKTOPCKY AMCEPTALN]y IO HACIOBOM

«EdexTn opangor yHoca KaaMujyMa Ha UMYHCKH CUCTEM KOKE I1aroBa»

KOja je MOje ayTOpCKO JIEIO.
Jucepranujy ca CBUM TIPHUIIO3UMA TPEAa0/na caM y eIeKTPOHCKOM (opMaTy IMOTrOJHOM 3a TPajHO
apXUBHpambE.
Mojy IOKTOpCKYy JIHcepTanujy NOXpameHy y JWrutanmHu perno3uTopujyM YHUBEp3UTETa Yy
beorpamy Mory ma Kopucrte CBHU KOjH IOIITYjy OIpeade caapkaHe y ofa0bpaHoOM THUIY JIHIICHIIE
Kpearusne 3ajequuiie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce 0uTy4no/Ja.
1. AyropctBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]aTHO
@AyTOpCTBO — HEeKOMepLHjaaHo — 0e3 npepaze
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIMJATHO — AECTUTH MO UCTUM yCIOBUMA
5. AyropctBo — 0e3 mpepajne
6. AyTOpCTBO — AEIUTHU MOJ UCTUM YCIOBHMA
(MonuMo 51a 320KpYXKHTE CaMo jeJHY OJ IIEeCT MOHYh)eHUX JTHUIICHIIH, KpaTaK OITHC JIMLEHIH JIaT je

Ha mojehuHu aucra).

Hornuc noKkropanga

VY beorpany,

1. AyropctBo - Jl03BOJbaBaTe yMHOXKaBaWbE, AMCTPUOYIIH]Y U jaBHO CAaoMILITaBamke Jieia, U mpepase,

aKko ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JUIEHLE, YaK U Y



KoMepuujanHe cepxe. OBo je Hajcno00AHM]a 01 CBUX JTUIECHIIH.

2. AyrtopctBo — HekoMmepuwjamHo. Jlo3BoshaBare yYMHOXKaBame, JUCTPUOYIHM]Y € JaBHO
caomuITaBame JieJa, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauMH ojpeleH o cTpaHe ayTopa
WM 1aBaona auienIe. OBa JIMIIeHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIHjaTHY yIoTpeOy aena.

3. AyTopcTBO - HeKkoMmeplujanHO — 0e3 mpepaje. Jlo3BojbaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYLU]Y U
JaBHO caomIITaBame jena, 6e3 mpoMeHa, MpeodIMKOBama WM YIIOTpeOe Iena y CBOM eIy, aKo Ce
HaBeJle UMe ayTopa Ha HauMH ojpeheH ox cTpaHe ayTopa WiM naBaola julleHIe. OBa JHIleHIIa He
JI03BOJbaBa KOMEPIIHjalIHy YIoTpeOy aena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaje JIMIIEHIIe, OBOM JIMIICHIIOM Ce
orpanuyaBa Hajaehu oOuM npaBa Kopuithema Jena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIUHJATHO — JCIUTH TIOJ UCTUM ycioBuma. J[03BoJbaBaTe yMHOKABAE,
JUCTPUOYIMjy M jaBHO CAOIIITaBam€ JieNa, U Ipepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HauyuH
onpeleH oJ1 cTpaHe ayTopa WITH JTaBaolla JIMIIEHIIe W aKo ce Ipepaja JUCTPUOYyHpa MO HCTOM HITH
cIMYHOM JuIeHIIoM. OBa JTUIIEHIIa He JI03B0JbaBa KOMEPIIUjalIHy YIIOTpeOy Jena u npepaja.

5. AyrtopcTtBo — 6e3 npepazae. Jlo3BosbaBaTe YMHOKaBame, TUCTPUOYIM]y U JaBHO CAOTIITABAME
nena, 0e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamba UM yIoTpede Aeia y CBOM JIelly, aKo Ce HaBele UMe ayTopa
Ha HauuH onpeheH ox cTpaHe ayTropa WM JaBaona juieHre. OBa IUIEHIIA 03BOJbaBa
KOMEpIHUjaJiHy yrnoTpedy aena.

6. AyTOpPCTBO - AeNUTU NO4 UCTUM ycnoBmMa. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBY LK)y 1 jaBHO
caonwiTaBare Aena, v npepage, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
Wnn gaBaoua NULEHLE 1 ako ce npepaaa AncTpudyupa nog UCTom Unu CNnYHoMm nuueHuomM. Oea

nuueHua ao3BorbaBa koMepuwujanHy ynoTpeby pena v npepaga. CnvdHa je copTBEPCKUM

nvueHuama, 0ogHOCHO NnuueHuamMa OTBOpeHor Koaa.



