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Toksicni efekti smesSe olova, kadmijuma, Zive i arsena na modelu subakutne izloZenosti
pacova: protektivno dejstvo probiotika

Sazetak

U okviru ove doktorske disertacije ispitivana je subakutna toksi¢nost smese metal(oid)a olova (Pb),
kadmijuma (Cd), zive (Hg) i arsena (As) kod pacova, kao i utvrdivanje potencijalnog protektivnog
efekta probiotika na umanjenje Stetnih efekata ispitivane smese metal(oid)a. Studija je sprovedena
na muzjacima Wistar pacova podeljenim u 8 grupa po 5 jedinki od kojih je jedna grupa bila
kontrolna, a 7 grupa je tretirano oralnim putem tokom 28 dana rastu¢im dozama smese (MIX:
Pb+Cd+Hg+As), od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)
(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As:
0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6), kao i monokomponentnim (5,16x10® CFU/kg/dan; Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii) 1 multikomponentnim probiotikom (8,78x10® CFU/kg/dan;
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum LP
6595, 1 Lactobacillus plantarum HEAL9) uz smesu najviseg doznog nivoa MIX 5. Ispitani su nivoi
toksi¢nih metal(oid)a u krvi, hematoloski, biohemijski, hormonski i parametri redoks statusa, kao i
nivoi bioelementa, dok su organi analizirani histopatoloski, uz odredivanje toksi¢nih metal(oid)a,
bioelemenata i redoks parametara, kao i aktivnosti acetilholinesteraze u mozgu. Modelovan je odnos
doza-odgovor i odredene su Benchmark doze za toksicne efekte pojedinac¢nih metal(oid)a u smesi.
Znacajan porast nivoa Pb, Cd Hg i As u krvi uocen je samo u grupi kojoj je davana najvisa doza,
dok je akumulacija toksi¢nih metala dobijena prvenstveno u jetri, bubrezima, mozgu i femuru.
Izlaganje najniZoj dozi ispitivane smese metala dovodi do znacanjih promena parametara anemije u
krvi, odnosno snizenja broja eritrocita, hemoglobina, hematokrita, i nivoa gvozda, kao i znaCajnog
povecanja parametra oksidativnog stresa, O,”, PAB i AOPP. Tkiva ispoljavaju razli¢itu osetljivost
na oksidativni stres izazvan rastu¢im dozama smeSe toksicnih metala (Pb, Cd, Hg, As).
Najizrazenije promene zabelezene su mozgu i plu¢ima, dok je u jetri dobijeno smanjenje SOD i
GSH pri ve¢ini doznih nivoa, dok je MDA snizen u srednjem i dva najvisa dozna nivoa u
bubrezima. Dodatno, vise doze smese Pb, Cd, Hg i As znacajno su smanjile aktivnost enzima AChE
u mozgu. Histopatoloska analiza ukazuje na progresivna osStecenja vecine organa pri izlozenosti
smes$i metal(a), sa uocljivijim efektima pri ve¢im doznim nivoima. Benchmark analiza utvrdila je
postojanje doza-odgovor pri ¢emu je najniza BMD vrednost za nivo srednjeg volumena eritrocita
(MCYV), koji predstavlja kriti¢ni toksicni efekat za svaki metal(oid) u ispitivanoj smesi i iznosi
3,15E-04 mg Pb/kg t.m./dan, 1,05E-03 mg Cd/kg t.m./dan, 2,10E-05 mg Hg/kg t.m./dan i 2,10E-04
mg As/kg t.m./dan. Probiotici, monokomponentni i mulitkomponentni, uticali su znacajno na
smanjenje Cd, Hg i As u krvi, kao i umanjenje pojedinih metala u jetri, bubrezima, plu¢ima i
femuru. Primena oba probiotika dovodi do normalizovanja izmenjenih vrednosti hematoloskih
parametara i TAS parametra u krvi, dok primena multikomponentnog probiotika normalizuje
vrednosti TAS u jetri, IMA u plu¢ima, TOS i O2.- u pankreasu i MDA u testisima i aktivnost
enzima acetilholinesteraze u mozgu koji su znacajno promenjeni pod uticajem smesSe ispitivanih
metal(oid)a. Dobijeni rezultati ukazuju da je mutikomponentni probiotik efikasniji u umanjenju
Stetnih efekata ispitivane smeSe olova, kadmijuma, Zive i arsena u odnosu na monokomponentni
probiotik.

Kljuéne reci: smeSa olova, kadmijuma, zive i arsena, subakutna toksi¢nost, mono- i
multikomponentni probiotik, protektivni efekat, Benchmark doze

Naucna oblast: Farmacija
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Toxic effects of lead, cadmium, mercury and arsenic mixture in a subacute exposure model
for rats: protective effect of probiotics

Abstract

In this doctoral dissertation, the subacute toxicity of the metal(oid) mixture of lead (Pb), cadmium
(Cd), mercury (Hg) and arsenic (As) in rats was examined, as well as the determination of the
potential protective effect of probiotics on reducing the harmful effects of the investigated
metal(oid) mixture. The study was conducted on male Wistar rats divided into 8 groups of 5
individuals, one group was a control group, and 7 groups were treated orally for 28 days with
increasing doses of the mixture (MIX: Pb+Cd+Hg+As), from the lowest dose level - MIX 1 to the
highest dose level - MIX 5 (mg/kg bw/day) (Pb: 0.003, 0.01, 0.1, 0.3, 1; Cd: 0.01, 0.9, 3; Hg:
0.0006, 0.018, 0.06; As: 0.002, 0.006, 0.18, 0.6). (5.16x10® CFU/kg/day; Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii) and a multicomponent probiotic (8.78x10® CFU/kg/day; Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum LP 6595, and Lactobacillus
plantarum HEAL9) with the mixture of the highest dose level MIX 5. The levels of toxic
metal(oids) in the blood, hematological, biochemical, hormonal and redox status parameters were
examined, as well as the levels of bioelements, while the organs were analyzed histopathologically,
with the determination of toxic metal(oids), bioelements and redox parameters, as well as
acetylcholinesterase activity in the brain. A dose-response relationship was modeled and
Benchmark doses for the toxic effects of individual metal(oids) in the mixture were determined. A
significant increase in the levels of Pb, Cd, Hg and As in the blood was observed only in the group
that received the highest dose, while the accumulation of toxic metals was obtained primarily in the
liver, kidneys, brain and femur. Exposure to the lowest dose of the examined metal mixture leads to
significant changes in the parameters of anemia in the blood, i.e. a decrease in the number of
erythrocytes, hemoglobin, hematocrit, and iron levels, as well as a significant increase in the
parameters of oxidative stress, O2.-, PAB and AOPP. Tissues exhibit different sensitivity to
oxidative stress caused by increasing doses of a mixture of toxic metals (Pb, Cd, Hg, As). The most
pronounced changes were recorded in the brain and lungs, while SOD and GSH were reduced in the
liver at most dose levels, while MDA was decreased in the middle and two highest dose levels in
the kidneys. Additionally, higher doses of a mixture of Pb, Cd, Hg and As significantly decreased
the activity of the AChE enzyme in the brain. Histopathological analysis indicates progressive
damage to most organs upon exposure to the metal(s) mixture, with more noticeable effects at
higher dose levels. Benchmark analysis established the existence of a dose-response, where the
lowest BMD value for the mean erythrocyte volume (MCV) level, which represents the critical
toxic effect for each metal(oid) in the tested mixture, is 3.15E-04 mg Pb/kg bw/day, 1.05E-03 mg
Cd/kg bw/day, 2.10E-05 mg Hg/kg bw/day and 2.10E-04 mg As/kg body weight/day. Probiotics,
monocomponent and multicomponent, had a significant effect on the reduction of Cd, Hg and As in
the blood, as well as the reduction of certain metals in the liver, kidneys, lungs and femur. The use
of both probiotics leads to the normalization of the changed values of hematological parameters and
the TAS parameter in the blood, while the use of the multicomponent probiotic normalizes the
values of TAS in the liver, IMA in the lungs, TOS and O2.- in the pancreas and MDA in the
testicles and the activity of the acetylcholinesterase enzyme in the brain, which were significantly
changed under the influence of the mixture of investigated metal(oids). The obtained results indicate
that the multi-component probiotic is more effective in reducing the harmful effects of the examined
mixture of lead, cadmium, mercury and arsenic compared to the mono-component probiotic.

Keywords: mixture of lead, cadmium, mercury and arsenic, subacute toxicity, mono- and
multicomponent probiotic, protective effect, Benchmark doses
Academic expertise: Pharmacy

Major in: Toxicology
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1. UVOD
1.1. TOKSICNI METALI

Prirodne i daleko vise antropogene aktivnosti dovele su do znacajnog zagadenja zivotne sredine
brojnim toksi¢nim supstancama, medu kojima se nalaze i toksi¢ni metali i metaloidi. Ove supstance
su normalni sastojak Zemljine kore, ali su razliCite pojave, poput erupcije vulkana, pozara,
eksplozija, kao i njihova Siroka primena u brojnim industrijama doprineli da se njihova
koncentracija u zivotnoj sredini znacajno poveca. Prisutni su u zemljiStu, vodi i vazduhu,
akumuliraju se u biljkama i zivotinjama, §to doprinosi sve vecoj izloZenosti ljudi, i to ne
pojedinacnom toksi¢nom metalu/metaloidu, ve¢ njihovim smesama (1). Imajuéi ovo u vidu, kao i
dobro poznat toksi¢ni potencijal, Svetska zdravstvena organizacija (SZO) prepoznala je metale
olovo (Pb), kadmijum (Cd) i zivu (Hg) i metaloid arsen (As) kao supstance od posebnog znacaja za
javno zdravlje (5). Osim toga, o toksikoloskom znacaju ovih supstanci u 21. veku, govori i ¢injenica
da su As, Pb, Hg i Cd navedeni na prvom, drugom, tre¢em i sedmom mestu na Listi prioritetnih
supstanci objavljenoj od strane Agencije za registar toksi¢nih supstanci i bolesti (engl. Agency for
Toxic Substances and Disease Registry, ATSDR) u 2022. godini, a uzimaju¢i za kriterijume
toksi¢nost same supstance, ucestalost izloZzenosti populacije i prisutnost u zivotnoj sredini (5).
Siroka upotreba metala trajala je do devedesetih godina proslog veka, nakon ega se postepeno
smanjuje, dok ogranienja i zabrane njihovog koriS¢enja, kao i prisustva u vodi, hrani i vazduhu,
dodatno doprinose njihovom manjem prisustvu u Zivotnoj sredini i smanjenju izloZenosti (5).

Uprkos znacajnim naporima da se nivoi toksi¢nih metala i metaloida u Zivotnoj sredini smanje,
izlozenost Pb, Cd, Hg i As preko zagadene hrane, vode, vazduha, predmeta opste upotrebe, kao i
duvanskog dima i dalje predstavlja rizik po zdravlje ljudi. Dodatno, svojstvo metala da ostaju
otporni na razgradnju u prirodnom okruzenju predstavlja kljucni razlog njihove dugotrajne
prisutnosti u zivotnoj sredini (2). Ovi metal(oid)i nemaju prepoznatu biolosku ulogu u ljudskom
organizmu i njihovi toksicni efekti se ispoljavaju kroz interakciju s razli¢itim fizioloSkim sistemima
(3,4).

Pokazano je da toksi¢ni metali i metaloidi izazivaju niz Stetnih efekata po zdravlje ljudi
ispoljavajuéi negativno dejstvo na sve organe i sisteme organa, a posebno na nervni, renalni,
respiratorni, reproduktivni i kardiovaskularni sistem. Neki od njih, poput As i Cd su humani
karcinogeni, odnosno svrstani su u prvu grupu karcinogena prema Medunarodnoj agenciji za
istrazivanje karcinoma (engl. International Agency for Research on Cancer, IARC) (5). Pojedini
metali su prepoznati i kao endokrini ometaci (5). U organizmu deluju toksicno brojnim
mehanizmima od kojih su primarni vezivanje za funkcionalne grupe proteina, interakcija sa
bioelementima, izazivanje oksidativnog stresa, zatim epigenetski mehanizmi, indukcija inflamacije i
apoptoze (6-10). Iako su ovi mehanizmi odavno proucavani jo§ uvek nije dovoljno jasno koji su
najznacajniji mehanizmi kojima metali i metaloidi deluju toksi¢no pri produzenoj izlozenosti
niskim dozama, a posebno kada su prisutni u smesi (11,12). Rezultati istrazivanja u poslednje dve
decenije sve vise ukazuju da se izloZenost upravo niskim dozama Pb, Cd, Hg i As moZe dovesti u
vezi sa razvojem brojnih bolesti, poput dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti, zatim metabolickih
poremecaja, poremecaja endokrine funkcije, kao i nastanka razlic¢itih karcinoma (13).

1.1.1. Olovo

Olovo (Pb) je toksicni metal koji, zbog svoje Siroke primene u industriji i rasprostranjenosti u
zivotnoj sredini, predstavlja ozbiljan rizik po zdravlje (14). Njegove jedinstvene karakteristike, kao
Sto su mekoca, velika savitljivost, niska tacka topljenja i otpornost na koroziju, doprinele su Sirokoj
primeni u razli¢itim industrijskim sektorima, ukljucujuci automobilsku industriju, proizvodnju boja,
keramike i plastike (12).



Prirodni izvori olova su Zemljina kora, gde se nalazi u stenama, zemljiStu i vodi, a u zivotnu sredinu
dospeva kroz procese poput razlaganja stena i vulkanske aktivnosti, pri cemu se Cesto nalazi u
obliku minerala, poput galenita (PbS), ali i drugih olovnih ruda (15). Antropogeni izvori olova u
zivotnoj sredini su gradski otpad, kanalizacioni sistemi, termoelektrane, keramicka proizvodnja,
galvanizacija, upotreba dubriva, pesticida, ali i nekih igracaka i namestaja (16). lako je upotreba
olovnih boja postepeno smanjivana od druge polovine 20. veka i zabranjena u mnogim zemljama,
one i dalje predstavljaju znacajan izvor izlozenosti olovu u pojedinim delovima sveta (17) 5). Pored
toga, Pb moze dospeti u zivotnu sredinu atmosferskim taloZzenjem povezanim sa koriS¢enjem
olovnog benzina koji se decenijama koristio zbog poboljSanja performansi motora. Medutim, zbog
ozbiljnih zdravstvenih rizika poput neuroloskih poremecaja kod dece, njegova upotreba se
postepeno smanjivana od 1970-ih godina, dok nije u potpunosti zabranjena 2021. na globalnom
nivou (16) 5).

Profesionalna izloZenost Pb najcesée se javlja u industrijskim procesima kao §to su topljenje i
sagorevanje ovog metala, proizvodnji grncarije, izgradnji Camaca, radu sa cevima od olova
reciklaza baterija (rad u sekundarnim topionicama), proizvodnji oruzja, kao i upotrebi boja i
pigmenata koje sadrze olovne komponente u zemljama gde jo$ uvek nije zabranjena njihova
upotreba (17). Opsta populacija je izlozena Pb putem zagadene vode, vazduha i hrane, dok dodatne
izvore izlozenosti predstavljaju prisustvo Pb u predmetima svakodnevne upotrebe, u prasini, kao i
izloZenost duvanskom dimu (17).

Primarni putevi unosa Pb u organizam su oralni i inhalacioni, dok je apsorpcija kroz kozu takode
moguca, iako manje zastupljena (17). Apsorpcija Pb u gastrointestinalnom traktu zavisi od unosa
hrane, pri ¢emu prisustvo hrane moze smanjiti apsorpciju Pb rastvorljivog u vodi, dok odredeni
nutritivni elementi, poput Ca, Fe, PO i Zn, smanjuju njegovu bioraspolozivost (4). Takode,
apsorpcija Pb zavisi od opSteg stanja organizma i starosne dobi, pri ¢emu deca apsorbuju 4-5 puta
viSe Pb u poredenju s odraslima (5). Deca su posebno osetljiva na uticaj Pb zbog aktivnog procesa
razvoja nervnog sistema, kao i specificnih ponasanja koja povecavaju rizik od izloZenosti, poput
aktivnosti koja ukljucuje kontakt ruke sa ustima (5). Nakon apsorpcije, oko 95% Pb se u krvi vezuje
za proteine eritrocita, dok preostali deo ostaje u plazmi (5). Iz krvotoka, Pb se dalje distribuira ka
razli¢itim ciljnim organima, ukljucujuéi centralni i periferni nervni sistem, kardiovaskularni sistem,
bubrege, reproduktivni sistem, miSi¢no-skeletne strukture i hematopoetska tkiva (18). Olovo se
primarno deponuje u mineralizovanim tkivima, poput kostiju, kod odraslih oko 95%, a kod dece
priblizno 70%, odakle se moze osloboditi u krvotok ¢ak i nakon prestanka izlaganja, tokom
resorpcije kostiju. Primarno meko tkivo akumulacije Pb je jetra (5). Eliminacija Pb se dominantno
vrs$i putem bubrega, prolazeéi kroz proces glomerularne filtracije i tubularne reapsorpcije, dok
sekundarni putevi izlu¢ivanja, poput fecesa, znoja, majc¢inog mleka, semene teCnosti i kose,
doprinose znatno manjem delu ukupne eliminacije (5). Eliminacija Pb iz ljudskog organizma odvija
se u vise faza, Sto odrazava njegovo distribuiranje u razlicite telesne rezervoare sa specificnim
dinamikama zadrzavanja i izlu¢ivanja. U longitudinalnoj studiji sprovedenoj na radnicima u penziji,
identifikovane su tri faze eliminacije olova iz krvi sa poluzivotima od priblizno 34 dana (22%), 1,2
godine (28%) i 13 godina (50%), ukazujuéi na kompleksnu redistribuciju izmedu krvi, mekih tkiva i
skeleta. Procene monoeksponecijalnog poluzivota olova u kostima iznose oko 16 godina, S$to
potvrduje ulogu kostiju kao glavnog dugotrajnog rezervoara. Kod dece je eliminacija zna¢ajno brza
i zavisi od uzrasta: modelovanjem je utvrdeno da poluZzivot olova u krvi iznosi 6,9 dana kod dece
uzrasta 1-3 godine, dok se kod starije dece poluzivot produzava na oko 19 dana 5.

Olovo izaziva brojne Stetne posledice narusavajuci normalne fizioloske procese (17). IzloZenost Pb
ima posebno nepovoljan uticaj na funkcije nervnog, kardiovaskularnog, hematoloskog i
reproduktivnog sistema (12,17). Olovo inhibira enzim dehidratazu delta aminolevulinske kiseline
(0-ALAD) i ostale enzime koji ucestvuju u sintezi hema, te na taj nacin ometa sintezu hemoglobina
i moze dovesti do anemije (19). Centralni nervni sistem (CNS) je posebno osetljiv na izlozenost Pb
i njegovo dejstvo je povezano sa poremecajima ponasanja, smanjenjem kognitivnih sposobnosti,



anksiozno$¢u, depresijom, glavoboljom itd. (20). Izlaganje Pb u kriticnom periodu razvoja kod
dece, ukljuCujuc¢i prenatalni period, takode se dovodi u vezu sa intelektualnim deficitom,
hiperaktivnos¢u i razvojnim poremecajima (21). Poviseni nivoi Pb u krvi uoceni su kod pacijenata
sa razlic¢itim neuroloSkim bolestima kao Sto su: Alchajemerova bolest, Parksinsonova bolest,
amiotrofi¢ka lateralna skleroza, depresija, Sizofrenija, bipolarni poremeéaj itd. (22,23). Stetno
dejstvo Pb na renalni sistem ogleda se u smanjenju glomerularne filtracije, oste¢enju tubula i
nastanku proteinurije (24). Smanjena brzina glomerularne filtracije povezana s prisustvom Pb u
krvi, ¢ak 1 pri koncentracijama manjim od 5 pg/dL, ukazuje na to da Pb uti¢e na disfunkcije
renalnog sistema koje mogu znacajno doprineti razvoju hipertenzije i poveéanom riziku od
kardiovaskularnih bolesti (25). Olovo ostvaruje Stetne efekte i na reproduktivni sistem, dovode¢i do
hormonskih, histoloskih i funkcionalnih poremecaja reproduktivnog sistema zena i muskaraca Sto
za posledicu moze imati smanjenje plodnosti (26,27).

Mehanizmi toksi¢nog delovanja Pb u organizmu su kompleksni i ukljuc¢uju indukciju oksidativnog
stresa, jonsku mimikriju, interakcije sa esencijalnim bioelementima, vezivanje za funkcionalne
grupe proteina, epigenetske modifikacije, kao i pokretanje inflamatornih procesa i indukciju
apoptoze (4,12);5).

Neorganska jedinjenja olova su prema IARC klasifikaciji svrstana u Grupu 2A, §to znaci da se
smatraju verovatno karcinogenim za ljude (5). Ova klasifikacija temelji se na ograni¢enim
dokazima iz epidemioloskih istrazivanja kod ljudi, kao i na rezultatima studija na zivotinjama, koje
ukazuju na povezanost izlozenosti Pb sa razvojem malignih oboljenja (5). Posebno se isti¢u rezultati
istrazivanja profesionalne izlozenosti koje povezuju dugotrajnu izlozenost Pb s pove¢anim rizikom
od karcinoma pluéa i drugih maligniteta (5). Karcinogeni potencijal Pb moze se objasniti
mehanizmima kao $to su indukcija oksidativnog stresa, oste¢enje DNK i ometanje signalnih puteva
odgovornih za regulaciju ¢elijskog rasta i apoptoze (5).

1.1.2. Kadmijum

Izuzetna savitljivost, duktilnost i elektricna provodljivost Cd omoguc¢ili su njegovu Siroku primenu
u razli¢itim komercijalnim proizvodima, kao Sto su elektrode, pigmenti, aditivi, stabilizatori i
antikorozivna sredstva (28). Sredinom 20. veka u Japanu zabelezZen je prvi poznati slu¢aj masovnog
trovanja Cd. Jalovina iz rudnika cinka dospela je u reku, ¢ija je voda koris¢ena za navodnjavanje
pirinCanih polja. Lokalno stanovni$tvo, Cija se ishrana temeljila na pirincu, pretrpelo je ozbiljne
posledice u vidu oStecenja i bolova u kostima, spontanih preloma, bubrezne insuficijencije i
problema sa gastrointestinalnim sistemom, dok su se mnogi slucajevi trovanja zavrsili i fatalno (29).
Bolest je nazvana itai-itai, $to na japanskom znaci ,,boli-boli“ ili ,,jao-jao*“(29).

Znacajni prirodni izvori oslobadanja Cd u zZivotnu sredinu su razlaganje stena, Cestice tla u vazduhu
(poput onih iz pustinja), Sumski pozari, vulkani, ali i podzemne vode i hidrotermalni izvori (30).
Kadmijum je Siroko kori$¢en u industriji, prvenstveno kroz proizvodnju nikl-kadmijumskih baterija,
Sto je oznacilo njegovu primarnu globalnu upotrebu (31). Glavni antropogeni izvori ovog metala
ukljucuju profesionalnu izlozenost u industrijama poput metalurgije, gde se koristi za proizvodnju
obojenih metala, zatim u proizvodnji pigmenata (kadmijum-sulfata i kadmijum-selenida), kao
stabilizator u polivinil plastici, te u industrijama gvozda, Celika i cementa. Dodatni izvori Cd
obuhvataju spaljivanje uglja, komunalnog i kanalizacionog otpada, proizvodnju fosfatnih dubriva i
primenu u automobilskom sektoru, gde se koristi za galvanizaciju (30,32,33). . Pored toga, znacajan
doprinos prisustvu Cd u Zivotnoj sredini imaju saobracajna prasina i koriS¢enje fosilnih goriva
(30,32).

Dramati¢an porast proizvodnje i potrosnje proizvoda koji sadrze Cd doveo je do njegovog
povecanog oslobadanja u zivotnu sredinu i izlozenosti opSte populacije (33,34). Neke biljke
poseduju prirodnu sposobnost akumulacije i biokoncentracije kadmijuma, a medu njima se posebno
izdvajaju pecurke, pirina¢, kakao i zeleno lisnato povrce. S druge strane, kroz zagadenu vodu i



zemljiste, Cd dospeva i u druge biljne kulture, poput Zitarica i raznih vrsta povréa, ¢ime ulazi u
lanac ishrane coveka (5) (34). Takode, namirnice koje predstavljaju znacajan izvor Cd su skoljke i
lignje (34).

Glavni put izlozenosti Cd je oralni unos kontaminirane hrane, dok inhalaciona izloZenost
predstavlja znacajan rizik, posebno u profesionalnim okruZzenjima i kod osoba izlozenih duvanskom
dimu (5). Opsta populacija moZze biti izlozena Cd i kroz vazduh u zagadenim podruc¢jima dok je
dermalna apsorpcija Cd zanemarljiva (33).

Apsorpcija Cd nakon inhalacionog puta unosa iznosi 5-50%, nakon oralnog 1-10%, a nakon
dermalnog 0,5% (5). Na stepen apsorpcije Cd iz digestivnog trakta utice prisustvo nutrijenata, kao
$to su proteini 1 esencijalni metali (35). S obzirom na slicnost hemijske strukture Cd sa esencijalnim
metalima kao Sto su gvozde (Fe), cink (Zn) i kalcijum (Ca), ovaj element moze ulaziti u celije
putem mimikrije (35). Takode, Cd i Zn mogu se vezivati za iste proteine u krvi (albumin) i u
tkivima (metalotionein), pri ¢emu dolazi do kompeticije za ulaz u ¢elije (35). Kadmijum se u krvi
vezuje za eritrocite u kompleksima sa proteinima velike molekulske mase poput albumina, dok se
manji deo nalazi u slobodnom obliku (36). Akumulacija Cd vr$i se uglavnom u jetri i bubrezima,
gde je prisutan u obliku vezanom za metalotioneine (5). Pored jetre i bubrega, Cd se akumulira u
plu¢ima, miSi¢ima, masnom tkivu, kostima, kozi, pankreasu, testisima (36). Eliminacija Cd je
izuzetno spora i primarno se vrsi putem u urina i fecesa (5). Zbog kumulativnih svojstava Cd,
opterecenje organizma ovim metalom progresivno se povecava tokom zivota. Biolosko poluvreme
Cd u ljudskom telu je oko 30 godina, Sto omogucava dugotrajno prisustvo i ispoljavanje toksi¢nih
efekata na razli¢ite organe (5).

Toksi¢nost Cd se manifestuje na razliite nacine, a prevashodno oste¢enjem bubrega, uzrokujuci
proteinuriju, gubitak Ca i tubularne lezije (33). Ovi efekti nastaju usled oStecenja ¢celijske strukture i
naruSene funkcionalnosti proksimalnih tubula, $to dovodi do gubitka aminokiselina, enzima i
proteina putem urina. Kada su zastitni kapaciteti metal-vezujuéih proteina poput metalotioneina
iscrpljeni, slobodni Cd direktno interaguje sa organelama i bioloSkim makromolekulima unutar
¢elija, izazivajuci oksidativni stres, apoptozu i strukturne poremecaje (5). Hroni¢na izlozenost ovom
metalu moze dovesti do znacajnih poremecaja funkcije respiratornog sistema, ukljucujuci razvoj
hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a, progresivne fibroze plu¢nog tkiva, kao i povecanog rizika od
karcinoma pluca (33,37). Poznato je da Cd izaziva demineralizaciju kostiju i osteoporozu usled
narusavanja metabolizma Ca (36). Kadmijum negativno utiCe na kardiovaskularni sistem
doprinose¢i razvoju hipertenzije inhibicijom endotelne sintaze azot(Il)-oksida i ometanjem
vaskularne relaksacije posredovane acetilholinom (38,39). Istrazivanja sugeriSu da Cd ima direktan
uticaj na pankreas, pri ¢emu postoje dokazi da Cd moze uticati na regulaciju lucenja insulina iz
beta-¢elija pankreasa i povecava aktivnost enzima odgovornih za glukoneogenezu (40). Kadmijum
negativno utice i na reproduktivni sistem, ometajué¢i adheziju celija u testisu i migraciju
germinativnih ¢elija kroz epitel seminifera (39,41). IzloZzenost Cd utiCe na poremecaje razvoja
muskog reproduktivnog sistema (kriptorhizam, hipospadija), kao i poremecaju koncentracije
testosterona u plazmi, te broja i pokretljivosti spermatozoida (33,41). Takode, Cd ispoljava izrazenu
neurotoksicnost u centralnom i perifernom nervnom sistemu (33,42). Ovaj metal u mozgu moze
izazvati oStecenje Celija, lipidnu peroksidaciju i inhibiciju aktivnosti monoaminooksidaze (MAO),
$to dovodi do povecanog stvaranja slobodnih radikala i slabljenja antioksidativne zastite (33). Ovi
procesi mogu uticu na poremecaje paznje, pamcenja, psihomotorike, a dugotrajna izlozenost Cd
moze biti povezana sa razvojem neurodegenerativnih bolesti poput Alchajmerove, Parkinsonove,
Hantingtonove bolesti, ALS-a i multiple skleroze (33). Na ¢elijskom nivou, Cd remeti proliferaciju,
diferencijaciju i apoptozu, dok su posebno znacajni mehanizmi koji ukljuc¢uju naruSenu reparaciju
DNK i povecanu produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (5). Dodatno, Cd se svrstava u
metalohormone i endokrine ometace zato $to imitira steroidne hormone, posebno estrogen, vezujuéi
se za estrogenske receptore (ERa i GPER) i aktivira estrogene puteve signalizacije (5. Time



narusava hormonsku ravnotezu, a hroni¢na izloZenost povezana je s povecanim rizikom od
hormonski zavisnih carcinoma, poput karcinoma dojke i endometrijuma (5).

Kadmijum ostvaruje svoj toksi¢ni efekat brojnim mehanizmima koji uticu na razlic¢ite bioloske
procese, ukljucujuci proliferaciju celija, diferencijaciju i apoptozu, kao i mehanizme popravke
DNK. On uzrokuje smanjenje nivoa redukovanog glutationa (GSH), vezuje se za sulfhidrilne (SH)
grupe proteina i izaziva povecanu proizvodnju reaktivnih vrsta kiseonika, kao $to su superoksidni
joni, vodonik peroksid i hidroksilni radikali. Takode, Cd inhibira aktivnost vaznih antioksidativnih
enzima, medu kojima su CAT, Mn-SOD i CuZn-SOD (43). Osim toga, Cd se vezuje za
mitohondrije, ¢ime moze ometati ¢elijsko disanje i oksidativnu fosforilaciju (44,45).

Medunarodna agencija za istrazivanje karcinoma svrstava jedinjenja Cd u Grupu 1, §to ukazuje na
dovoljno dokaza o karcinogenosti kod ljudi (5). Epidemioloske studije su ustanovile povezanost
izmedu izloZenosti kadmijumu i razvoja karcinoma plu¢a, kao i povecanog rizika od razvoja
karcinoma prostate, bubrega, mokra¢ne besike, dojke, pankreasa i nazofarinksa (36)(5. Mehanizmi
koji su u osnovi karcinogeneze izazvane Cd ukljucuju genotoksicne efekte stvaranjem reaktivnih
vrsta kiseonika koje dovode do ostecenja i poremecaja mehanizama popravke DNK, kao i mutacija
koje mogu pokrenuti tumorogenezu i ometanje signalnih puteva koji regulisu Celijski rast i apoptozu
(36,39).

1.1.3. Ziva

Ziva je toksiéni metal koji postoji u razli¢itim oblicima, kao elementarna Ziva (Hg®, u obliku metala
i pare), soli zive (Hg" i Hg?") i organska ziva (jedinjenja u kojima je Hg vezana za strukturu koja
sadrzi atome ugljenika (metil, etil, fenil ili slicne grupe) (46).

Jedinjenja Hg nalaze Siroku primenu, posebno u industrijskim procesima i rudarstvu, narocito
tokom procesa ekstrakcije zlata (14,47). Organometalna jedinjenja nekada su se koristila kao
fungicidi za zaStitu biljaka od razli¢itih infekcija, ali su danas uglavnom zabranjena ili strogo
ogranicena zbog njihove visoke toksi¢nosti i akumulacije u zivotnoj sredini (14). Elementarna Hg
se ranije koristila u industriji i u proizvodnji fluorescentnih sijalica. lako je u tecnom stanju na
sobnoj temperaturi, zbog svoje visoke isparljivosti lako prelazi u gasovitu formu, pri ¢emu nastaju
pare koje su znatno toksi¢nije od tecnog oblika Hg (14). Takode, Hg® se moze osloboditi i
razbijanjem toplomera i termometara koji sadrze Hg, pri ¢emu udisanje Zivinih para moze imati
fatalne posledice, §to je dovelo i do zabrane koriS¢enja u ove svrhe (14). Zabrinutost zbog globalne
kontaminacije Zivom, posebno u obliku metil-zive (MeHg) koja se akumulira u ribi i morskim
plodovima i prenosi kroz prehrambene lance, dovela je do donoSenja Minamata konvencije 2013.
godine, koja je stupila na snagu u avgustu 2017. godine 5. Kljuéni uzroci koji su pokrenuli ovu
medunarodnu inicijativu su povecane antropogene emisije Hg iz sagorevanja uglja, industrijskih
procesa i naroCito aktivnosti malih i zanatskih rudnika zlata, koje predstavljaju znacajan izvor
izlozenosti ljudi u zemljama sa niskim i srednjim prihodima 5. Informacije o toksi¢nosti zive, njenoj
metilaciji u ekosistemima i bioakumulaciji u organizmima, kao i sposobnosti da se transportuje na
velike udaljenosti putem atmosfere, stvorile su osnovu za donoSenje sveobuhvatnog medunarodnog
sporazuma 5. Minamata konvencija postavila je ciljeve za ograniCavanje emisija u vazduh,
ispustanja u vode 1 upotrebe zive, §to je doprinelo merljivom smanjenju prisustva ovog toksi¢nog
elementa u zivotnoj sredini 5.Tokom istorije, Hg je imala znacajnu ulogu u medicini, ali su je
vremenom zamenili sigurniji farmaceutski preparati (Balali-Mood et al. 2021; Zhao et al. 2022). Na
primer, organska jedinjenja Hg kori$¢ena su kao diuretici, dok je fenilziva nitrat bio upotrebljavan
kao dezinfekciono sredstvo (14,48). lako je upotreba zive u kozmetickim proizvodima zabranjena u
mnogim zemljama zbog zdravstvenih rizika, odredene kreme za izbeljivanje koZe i sapuni i dalje
mogu sadrzati male kolicine Hg. Ovi proizvodi, Cesto dostupni na neformalnim trzistima ili putem
interneta, predstavljaju znacajan rizik za korisnike (5 ; (14,48). Jedan od glavnih aktivnih sastojaka
u ovim proizvodima, ziva(Il)-hlorid (HgCl.), koristila se za tretiranje hiperpigmentacija koje nastaju



zbog prekomerne proizvodnje melanina (14,48). Osim toga, organsko jedinjenje zive poznato kao
tiomersal koristi se kao konzervans u viSedoznim pakovanjima vakcina (14,48). Opsta populacija je
u najvecoj meri izlozena Hg putem ishrane (prvenstveno kontaminirane ribe, morskih plodova,
pecuraka), ali i iz zivotne sredine u zagadenim podrucjima (49); 5).

Put unosa elementarne Hg je primarno inhalacija njenih isparenja, dok neorganske soli i organski
oblici zive, osim putem respiratornog trakta, ulaze u organizam uglavnom putem oralnog unosa, pri
c¢emu se organske forme Hg znacajno efikasnije apsorbuju u poredenju s neorganskim solima (5).
akumulacije u zivim organizmima, posebno kod riba, moze do¢i do biomagnifikacije (49,50). Ribe
na vrhu lanca ishrane, poput tune, sabljarke ili ajkule, mogu akumulirati znacajne koli¢ine Hg u
svojim tkivima zbog ishrane manjim ribama koje sadrze zivu u svom organizmu (49).

Elementarna Hg je veoma isparljiva i liposolubilna te lako prolazi krvno-mozdanu barijeru. Vezuje
se za eritrocite i proteine plazme i brzo oksiduje u Hg * (5). Neorganska Hg, sli¢no kao i
elementarna forma, u krvi se vezuje prvenstveno za SH grupe, prisutne u molekulima GSH,
metalotioneina (MT) i proteina poput albumina. Ve¢im delom se nalazi unutar eritrocita vezana za
ove strukture, dok se manji deo moze detektovati u plazmi, uglavnom u obliku reverzibilnih
kompleksa sa albuminom (51). Neorganska Hg se nagomilava u bubrezima i jetri, ali ne prolazi
krvno-mozdanu barijeru u velikoj meri (49);5). Ziva u organskom obliku (aril-, kratkolan¢ana i
dugolancana alikil jedinjenja) je liposolubilna, vezuje se za SH grupe, formira komplekse sa
cisteinom, Cesto se nalazi u lancu ishrane i skoro potpuno se apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta
(90-95%) (52). Aril-ziva i dugolandana alikil jedinjenja Hg konvertuju se do Hg ', dok
kratkolancana jedinjenja zive ostaju stabilna (49,53). Akumulacija organskih jedinjenja Hg se
dominantno vr$i u mozgu, bubrezima, jetri, ali i kosi i kozi (49); 5). Najznacajniji putevi eliminacije
Hg su urin, feces i kosa (52); 5). Poluzivot Hg u ljudskom organizmu znacajno varira u zavisnosti
od njenog hemijskog oblika i puta izlozenosti. Kod ljudi izloZzenih metil-zivi, prosecan poluzivot
eliminacije iz krvi iznosi izmedu 44 i 75 dana, dok se eliminacija procenjuje na priblizno 70 dana
(5). Terminalni poluzivot inhalaciono unete Hg® u organizmu varira od 30 do 90 dana. Neorganski
oblici Zive imaju prosecan poluzivot eliminacije od 75,9 dana (raspon 49-120 dana) (5).

Kratkotrajna izloZenost parama elementarne Hg moZe dovesti do teske upale pluca i respiratorne
insuficijencije zbog plu¢nog edema (54), dok su neuroloski i renalni efekti najznacajniji efekti
hroni¢ne izloZenosti ovom obliku Hg (55). Od neuroloskih efekata uoceni su tremor, problemi u
vidu, poremecéena nervna provodljivost i brzina motorne koordinacije, smanjen kognitivni ucinak,
kao i promene raspolozenja, razdrazljivost i nervoza, dok su epidemioloske studije utvrdile
smanjenje glomerularne filtracije i oStecenje tubula u bubrezima (5).

Na toksicnost neorganskih soli Hg uti¢e njihova rastvorljivost. Jednovalentne soli Hg su, zbog
smanjene rastvorljivosti, manje toksi¢ne od dvovalentnih soli (55). Akutna izlozenost neorganskim
solima Hg dovodi do gastrointestinalnog distresa i oSte¢enja bubrega, a ova forma Hg generalno
deluje kao iritans koze (55). Ciljni organ hroni¢ne toksi¢nosti izazvane neorganskim solima Hg
jeste bubreg. Klinicka manifestacija trovanja neorganskim solima Hg obuhvata poliuriju i
proteinuriju, dok u tezim slucajevima moze do¢i do razvoja nefritickog sindroma i pojave
hematurije i anurije (56). Hroni¢na izloZenost neorganskim solima Hg negativno utice i na nervni,
kardiovaskularni, imunoloski i reproduktivni sistem (5).

Organskim jedinjenja Hg imaju sli¢ne klinicke manifestacije kao i elementarna Hg, dok su Stetni
efekti uporedivi sa efektima izlozenosti neorganskim solima Hg (53). Neuroloski i neurorazvojni
efekti organskih jedinjenja Hg predstavljaju najosetljivije posledice izlozenosti organskoj Hg (5).
Ziva, bez obzira na oblik, predstavlja ozbiljan rizik za fetus, pri ¢emu metilZiva ima najvecu
sposobnost prodiranja kroz placentu. Cak i u sludajevima kada majka ne pokazuje simptome,
izlozenost ovoj supstanci moze dovesti do toksi¢nih efekata na plod, ili do spontanog pobacaja



(53); 5). Svetska zdravstvena organizacija naglasava da izlozenost fetusa metilzivi moZze dovesti do
zaostajanja u razvoju i kognitivnih oStec¢enja kod dece ().

Ziva reaguje sa sulfhidrilnim grupama u celom organizmu i $tetno uti¢e na éelijske funkcije (51).
Takode, Hg remeti funkcije endoplazmatskog retikuluma i ribosoma, i posledicno se narusava
proces transkripcije DNK i sinteze proteina (49,57). Studije ukazuju da Hg ostecuje brojne strukture
u centralnom i perifernom nervnom sistemu, izaziva poremecaje u funkciji i oslobadanju
neurotransmitera i pojavu ekscitoksi¢nosti (49,56,58). Metil-ziva je povezana sa smanjenjem
aktivnosti prirodnih ¢elija ubica (NK ¢elija) i poremecajem u ravnotezi izmedu Th2 i Th1 odgovora,
Sto pogoduje razvoju autoimunskih reakcija (49). Neorganska ziva (HgClz) i Hg®, nakon konverzije
u Hg?*", takode ispoljavaju imunotoksi¢ne efekte kroz aktivaciju B-¢elija, produkciju autoantitela i
promene u citokinskom profilu. Takode, Hg izaziva generisanje slobodnih radikala, uzrokuje
oste¢enja mitohondrija, remeti integritet razliCito lokalizovanih ¢elijskih membrane (49). Dodatno,
postoje studije koje ukazuju da Hg remeti sintezu hema (49).

Iako TARC ne klasifikuje elementarnu Zivu i neorganska jedinjenja zive kao karcinogene, raste
zabrinutost u vezi sa njenim potencijalnim indirektnim genotoksi¢nim efektima (59). S obzirom na
nedostatakdokaza kod ljudi, nedostatak dokaza za elementarnu Zivu kod eksperimentalnih
zivotinja, i ogranicene dokaze za ziva(Il)-hlorid u studijama na eksperimentalnim Zivotinjama, ova
jedinjenja spadaju u Grupu 3 prema [ARC klasifikaciji. Medutim, jedinjenja metil-Zive su na
osnovu dokaza kod eksperimentalnih Zivotinja i neadekvatnih dokaza kod ljudi klasifikovani kao
»verovatno karcinogena za ljude® i svrstani su u Grupu 2B prema [ARC klasifikaciji (59).

1.1.4. Arsen

Arsen je poznat po svojim toksi¢nim efektima od davnina (60). Medutim, kroz istoriju je poznato i
da je arsen koris¢en u medicinske svrhe kao hemoterapeutik u lecenju karcinoma koze, dojke i
leukemije (61). Takode, primenjivan je u tretmanu razlicitih bolesti, poput astme, malarije, sifilisa,
ekcema i psorijaze (62).

Profesionalna izloZenost As moZe se javiti tokom procesa kao $to su topljenje metala poput bakra i
olova, obrada drveta ili primena pesticida. Opsta populacija je arsenu izloZena primarno putem
kontaminirane vode za pice, ali i zagadenog vazduha u rudarskim podru¢jima, unoSenjem
kontaminirane hrane i udisanjem duvanskog dima.

U morskim plodovima As je prisutan u organskom obliku, poput arsenobetaina i arsenosecera, za
koji se smatra da je manje toksi¢an u poredenju s neorganskim arsenom, kao §to su arsenati i
arseniti, koji se mogu naci u kontaminiranoj vodi za pice (60,63).

Put unosa As kod ljudi moZe biti oralni, inhalacioni i dermalni (64). Kod opste populacije, najcesci
nacini unosa arsena su oralni, kroz konzumaciju vode i hrane, i izloZenost preko vazduha, u
podrucjima koja su kontaminirana ovim elementom (64).

Neorganske soli As se dobro apsorbuju iz gastrointestinalnog trakta, ili uneta inhalacijom, dok je
dermalna apsorpcija niza. Arsen podleze promenama oksidacionog stanja, narocito izmedu
petovalentnog (+5) i trovalentnog (+3) oblika (65). Takode, nakon apsorpcije As prolazi kroz
proces biotransformacije — oksidaciju i metilaciju (65).

Dakle, neorganski arsenat (As”") mozZe se redukovati uz pomoé¢ GSH ili drugog redukujuceg agensa,
pri &emu nastaju neorganski arsenit (As>") i glutation-disulfid. Arsenit (As®") se potom transformise
u petovalentnu monometilarsonsku kiselinu, proces koji katalizuje enzim arsen-3-metiltransferaza,
dok S-adenozil metionin sluzi kao donor metilne grupe. Tokom ovog postupka, S-adenozil metionin
se razlaze na S-adenozil homocistein. Nadalje, petovalentna monometilarsonska kiselina se



redukuje u trovalentnu monometilarsinsku kiselinu uz posredovanje tioredoksina, dok naredni
metilacioni korak vodi ka formiranju dimetilarsinske kiseline (66). Arsen se distribuira do razli¢itih
tkiva u ljudskom organizmu, a utvrdeno je da su nakon oralnog unosa najvise koncentracije arsena u
eliminiSe putem urina, pri ¢emu je dimetilarsenska kiselina (DMA) najdominantniji oblik, dok su
prisutni i neorganski arsen (+3 1 +5) i monometilarsonska kiselina (MMA), dok se manje koli¢ine
As se izluuju putem fecesa (65). Deponovanje As u tkivima zavisi od efikasnosti i brzine
metilacije (65). Poluzivot As u ljudskom organizmu zavisi od njegove hemijske forme i nacina
izlozenosti, ali se procenjuje da iznosi izmedu 40 1 60 sati. Veéina unetog neorganskog As se
relativno brzo eliminiSe putem urina — oko 45 do 85% u roku od 1 do 3 dana. Kod pojedinih
jedinjenja, kao Sto je As;Oj;, eliminacija moze biti bifazna, sa brzom fazom eliminacije (poluvreme
oko 29 minuta) i sporijom fazom koja moze trajati i do 75 dana. Brzina eliminacije je narocito
izrazena kod akutne inhalacione izloZenosti, gde se nivoi As u urinu menjaju u skladu sa smenama
izlozenosti.

Toksicni efekti As su kompleksni i mogu obuhvatiti razli¢ite organske sisteme. Akutna izloZenost
As obi¢no se manifestuje naglo i uklju¢uje simptome poput povracanja, jakog bola u stomaku i
dijareje. U tezim slucajevima, mogu se javiti i neuroloski simptomi poput utrnulosti, trnjenja
takode povezuje s progresivnim i ozbiljnijim posledicama ukljucujuéi kardiovaskularne bolesti,
hiperkeratoze, poremecaje nervnog i perifernog vaskularnog sistema, hiperpigmentacije,
poremecaje cirkulacije, poremecaje jetre i1 bubrega (67). Dermatoloske promene, poput
hiperpigmentacije i keratoze, Cesto predstavljaju prve znake hroni¢ne izloZenosti arsenu, pri cemu
ove lezije mogu prethoditi razvoju karcinoma koze (67). Dugotrajno izlaganje moze takode dovesti
do neuroloskih ostecenja, pri cemu se najcesce primecuje ostecenje perifernog nervnog sistema koje
izaziva slabost i poremecaj senzorne funkcije (67). Uz to, hroni¢na izlozenost As povezana je s
povecanim rizikom od kardiovaskularnih oboljenja, uklju¢ujuéi hipertenziju i sré¢ane bolesti (67).
Pored ovih stanja, prisustvo As u organizmu povezuje se sa razvojem dijabetesa i ateroskleroze,
hepatotoksi¢nosc¢u i nefrotoksicnoscu (66).

Vezivanje As za proteine i akumulacija u razliitim delijama su kljucne karakteristike za
ispoljavanje toksi¢nih efekata arsena. Do sada je poznato da trovalentni As ima visok potencijal da
se veze za SH grupe i da inhibira preko 200 enzima (68). Vezivanje As za proteine koji sadrze Zn,
konkretno za “cinkove prste” (engl. zinc-finger), domene u Ccijoj strukturi Zn*" stabilizuje
konfiguraciju proteina kroz vezivanje za cisteinske i/ili histidinske ostatke, predstavlja znacajan
mehanizam toksi¢nosti. Arsen, naroCito u formi metilovanih trivalentnih metabolite
(monometilarsonska kiselina ima veci afinitet za ove strukture od trovalentnog arsena), indirektno
interaguje sa Zn tako $to konkurise za iste tiolne grupe, izbacuje Zn** iz proteinske strukture i time
narusava funkciju ovih protein (66). Mehanizmi toksic¢nosti As ukljucuju i ometanje metabolickih
procesa u mitohondrijama, smanjenje proizvodnje adenozin-trifosfata, inhibiciju reduktaza i
akumulaciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (66)).

Arsen je klasifikovan kao karcinogen Grupe 1 prema IARC, na osnovu dokaza o njegovoj
karcinogenosti kod ljudi. Epidemioloske studije dosledno ukazuju na jasnu povezanost izmedu
izloZzenosti arsenu i razvoja malignog oboljenja, kako pri inhalacionoj, tako i pri oralnoj izloZenosti.
Pri inhalaciji, primarno se pri profesionalnoj izlozenosti javljaju maligna oboljenja respiratornog
sistema, dok kod opste populacije koja je hronicno izloZena arsenu putem vode za pice, najcesci su
maligniteti koze. Posebno je znacajno da su populacije koje su bile hroni¢no izlozene visokim
koncentracijama As putem vode za pi¢e zadrzale povecane stope obolevanja od karcinoma cak i
decenijama nakon smanjenja nivoa izlozenosti. Takode, zabeleZena je 1 poveéana incidenca tumora
ostalih organa, naroCito tumora beSike, i manje zastupljenih karcinoma jetre, bubrega, prostate i
gastroinstestinalnog trakta (67). Mehanizmi karcinogenog delovanja arsena ukljucuju indukciju



oksidativnog stresa, oStecenje DNK i disfunkciju signalnih puteva odgovornih za regulaciju
¢elijskog rasta i apoptoze.

1.2. TOKSICNOST SMESE METALA

Vecéina studija u kojima se ispituje toksicnost, odnosi se na pojedinacne metale. Medutim, u
realnom okruzenju ljudi su istovremeno izloZeni ve¢em broju metal(oid)a, Sto ukazuje da bi pri
proceni rizika trebalo posmatrati smese, a ne pojedinacne metal(oid)e (69), posebno iz razloga §to
eksperimentalna istrazivanja pokazuju da se toksicni efekti koji nastaju kao rezultat izloZenosti
smesi metal(oid)a razlikuju od onih povezanih sa izloZenos¢u pojedinacnom toksicnom metal(oid)u
(70-72).

Rezultati studije na HepG2 celijama, gde su binarne smesSe As, Cd, Pb i benzopirena izazvale
povecanu proizvodnju ROS-a, smanjenje nivoa GSH 1 znacCajan sinergisticki efekat na
citotoksi¢nost u poredenju sa pojedinacnim supstancama, ukazuju da izlozenost binarnim smesama
supstanci dovodi do Stetnih efekata koji se razlikuju od onih nakon izlaganja pojedina¢nim
toksi¢nim supstancama, sugeriSu¢i na potrebu za detaljnijom procenom rizika ovakvih smesa po
ljudsko zdravlje (73). Studija na miSevima pokazala je da kombinovano izlaganje Pb-As tokom 14
dana povecava preuzimanje Pb i uzrokuje oslobadanje dopamina, dok je studija na pacovima
perinatalno (od 6. dana gestacije do 21. postnatalnog dana) izlozenim smeSi Pb i As uzrokovala
oksidativni stres i apoptozu u mozgu (74,75). Takode, postoje i istrazivanja koja sugeriSu da
istovremena izlozenost As, Pb i Cd dovodi do efekta veceg od aditivnog (72). Jos osamdesetih
godina 20. veka ispitivan je uticaj toksi¢nih metala na ponaSanje dece i uoCene su znacajna Pb-As i
Pb-Cd interakcije koje su povezane sa problemima u ponasanju, $to je potvrdeno i u studiji koja je
ispitivala uticaj metala na ponasanje dece Skolskog uzrasta gde je uocena interakcija izmedu Pb i
As. Sinergisticki efekat ovih metal(oid)a je dodatno povecao rizik od teskoca sa paznjom,
agresivnog ponasanja i smetnji u ponaSanju dece.

Izvesna istrazivanja ukazuju da neke smese toksi¢nih supstanci imaju sinergisticke, aditivne i/ili
antagonistiCke efekte na razliitim in vivo modelima (76-78). Istrazivanje na racicu Amphiascus
tenuiremis analiziralo je akutnu toksi¢nost Cd, Cu, Ni, Pb i Zn u 96-¢asovnom sedimentnom
bioeseju. Utvrdeno je da smesa metala ima sinergisticki efekat, povecavajuci smrtnost za 1,39 puta
u odnosu na oc¢ekivanu aditivnu toksi¢nost (76). Rezultati ispitivanja akutne toksi¢nosti na larvama
ribe Pimephales promelas pokazali su da su sve binarne smeSe ispitivanih metala (Cut+Zn, Cu+Ni i
Zn+Ni) ispoljile pretezno sinergisticke efekte, pri ¢emu je najizrazeniji efekat zabelezen kod smese
Cu+Ni (77). Na modelu vodene biljke Spirodela polyrrhiza, smesa Cu, Cr, Cd, Ni, Mn, Zn i Pb
ispoljila je sinergisticki efekat, pri cemu je indeks toksi¢nosti smese (MTI, Mixture Toxicity Index)
iznosio 2,6 (78). Nasuprot tome, kod kopnene biljke Lepidium sativum, analiza toksicnosti iste
smeSe pokazala je aditivni efekat (78). U odredenim koncentracijama, posebno niZim, interakcija
metala u smesi imala je antagonisticki efekat kod Lepidium sativum, smanjujuci ocekivani toksi¢ni
uticaj pojedinacnih elemenata (78).

Studija sprovedena na pacovima pokazala je da intravensko izlaganje razli¢itim kombinacijama Hg,
Cd, Pb i As tokom tri dana utice na distribuciju ovih metala u ciljnim organima, kao $to su bubrezi,
jetra, mozak i krv. Rezultati sugeriSu da smeSe metala mogu smanjiti akumulaciju pojedinacnih
metala, dok izlozenost kombinaciji Pb i As dovodi do povecanja koncentracije ovih metala, naroc€ito
u jetri (79). Stoga je za ocekivati da su studije koje procenjuju efekat smesa toksi¢nih metala i
metaloida klju¢ne za sveobuhvatnije razumevanje uticaja ovih supstanci iz Zivotne sredine na
zdravlje ljudi (79).

Mnogi Stetni efekti toksicnih metala i metaloida i njihovih smesa ispitivani su u prethodnim
istrazivanjima, ukljucujuci efekte na razlicite organe, poput bubrega, jetre, pluca, krvi, mozga, kao i
na endokrini sistem i pojava razlic¢itih vrsta karcinoma koji nastaju pri izloZenosti ovim



supstancama (80,81,90,82—89). Medutim, u vecini istrazivanja ispitivano je dejstvo relativno
visokih doza pojedinacnih supstanci, ili pak visokih doza u sme$ama, dok nema dovoljno dostupnih
podataka o Stetnim dejstvima niskih doza smesa toksi¢nih metala i metaloida (91,92). Na primer, u
studiji na Sprague-Dawley pacovima, tretiranim jednokratno oralnom dozom smese osam metala
(Zn, Cu, Mn, Cr, Ni, Cd, Pb, Hg) u dozi od 215, 464 ili 1000 mg/kg telesne mase, uoceno je da
visoke doze izazivaju sistemsku toksi¢nost, ukljuc¢ujuéi ostecenje hematoloskog sistema, hepati¢nu i
bubreznu disfunkciju, poremecaj elektrolita, neuroloske deficite i povecanu smrtnost pacova (93).
Takode, studija na Wistar pacovima je pokazala da izlozenost smesi teSkih metala (Cd u dozi 2,3
mg/kg t.m. (telesne mase), Hg u dozi 1 mg/kg telesne mase, Pb u dozi 40 mg/kg telesne mase) kod
pacova dovodi do gubitka telesne mase, histopatoloskih promena i oksidativnog stresa u razli¢itim
organima (94). Ipak, u poslednje vreme sve viSe se prepoznaje znacaj istrazivanja efekata niskih
doza smesa metala, kao i odredivanja referentnih Benchmark doza za njihove toksi¢ne efekte (95—
100).

U procesu toksikoloske procene rizika po zdravlje ljudi jedan od klju¢nih koraka predstavlja
ispitivanje odnosa izmedu doze i jacine izazvanog toksi¢nog efekta kao i odredivanje doze
ispitivane supstance koja ¢e se koristiti kao polazna osnova za evaluaciju odnosa izlozenosti i
toksicnog odgovora za efekte sa pragom. Najvisa doza koja ne izaziva Stetan efekat (engl. No
observed adverse effects level, NOAEL) se dugo koristila kao polazna doza, medutim, Evropska
agencija za bezbednost hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA) i SZO sugeriSu
zamenu NOAEL vrednosti Benchmark dozom (BMD) (101,102). Benchmark doza predstavlja
statisticku donju granicu pouzdanosti doze koja dovodi do malog povecanja efekta (5-10%) u
odnosu na kontrolnu vrednost. Benchmark pristup je razvijen kao savremena alternativa NOAEL
pristupu, imajuci u vidu da Benchmark pristup daje Sirok opseg podataka o odnosu doza-odgovor i
omogucava kvantifikaciju nesigurnosti §to Benchmark pristup ¢ini nauc¢no naprednijom metodom
od tradicionalnog NOAEL pristupa (101,103).

U poslednje poseban izazov predstavlja rasvetljavanje mehanizama toksi¢nosti sve veceg broja
hemikalija i njihovih smeSa (104), posebno toksicnih metala i metaloida poput Pb, Cd, Hg i As
(105). Istovremeno, postoji potreba za smanjenjem upotrebe eksperimentalnih zivotinja, troskova i
vremena testiranja, uz unapredenje razumevanja toksicnih mehanizama putem procene nacina
delovanja (MoA) (106). U tom kontekstu, in silico pristupi nude znaCajne prednosti, jer
omoguc¢avaju predvidanje bioloskih efekata na osnovu bioinformatickih analiza i modeliranja
interakcija izmedu hemikalija, gena i proteina. S obzirom na to da toksikogenomika istrazuje vezu
izmedu gena i izloZenosti iz okoline kombinovanjem bioinformatike sa klasi¢nom toksikoloskim
ispitivanjima (107,108)(Boverhof and Zacharewski 2006; Tung et al. 2020), ona moZe
identifikovati klju¢ne molekularne puteve ukljucene u toksicne efekte i predloziti potencijalne
biomarkere za dalja in vitro 1 in vivo istrazivanja (109,110). Ovi pristupi omoguéavaju dublje
razumevanje slozenih interakcija unutar smeSa toksi¢nih metala i doprinose preciznijem
predvidanju rizika po zdravlje.

1.3. PROTEKTIVNO DEJSTVO PROBIOTIKA

Za opstu populaciju, posebno za osobe koje nisu aktivno ili pasivno izlozene duvanskom dimu,
hrana se smatra jednim od glavnih puteva unosa toksi¢nih metala i metaloida u organizam (Mudgal
et al. 2010). Stoga bi pronalazak agensa koji bi svojim prisustvom u gastrointestinalnom traktu
sprecio apsorpciju toksicnih metala i metaloida ili umanjio njihove Stetne efekte mogao biti klju¢an
u zastiti ljudi od Stetnih efekata ovih supstanci (111). Do sada je pokazano da vitamini,
antioksidansi i mnoge fitohemikalije deluju protektivno protiv toksi¢nih metala (112-114), dok
probiotske kulture (zivi mikrobiotski dodatak ishrani) teze da nadu svoje mesto medu ovim
supstancama. Mnogobrojni korisni efekti probiotskih kultura po zdravlje ljudi dobro su poznati,
ukljucujuci njihovo blagotvorno dejstvo na krvni pritisak, nivo glukoze, holesterola, triglicerida, itd.
(115). Takode, nekoliko studija pokazalo je sposobnost Lactobacillus (LAB) vrsta, ukljucujuéi



Lactobacillus plantarum i Lactobacillus rhamnosus, da povecavaju procenat izlucivanja razli¢itih
toksicnih supstanci iz organizma i na taj nacin ublaZe njihove Stetne efekte po zdravlje ljudi (116).
Zahvaljujudi strukturi svog ¢elijskog zida, koja sadrzi manan-oligosaharide i glukane, izvesne LAB
su sposobne da u odredenom procentu efikasno vezu i uklone toksi¢ne metale poput Cd, Pb i Mn i
drugih metala iz hrane fizickom adsorpcijom (117-120), ali i iz gastrointestinalnog trakta,
smanjujuci njihovu apsorpciju i, verovatno, povecavajucu eliminaciju putem fecesa (121). Takode,
ispitivanja sprovedena kod ljudi utvrdila su da suplementacija Lactobacillus rhamnosus GR-1
smanjuje nivoe Hg i As u krvi trudnica i dece (122), Sto je povezano sa hemijskom strukturom
¢elijskog zida bakterija, posebno sa hidrofobnim grupama i grupama koje doniraju elektrone (123).
Osim kod ljudi, pozitivni efekti probiotskih kultura pokazani su i u eksperimentima na zivotinjama.
Sojevi Lactobacillus plantarum su se pokazali kao agensi koji smanjuju toksicne efekte Pb i Cd na
modelu miSeva time $to vrSe intestinalnu sekvestraciju i zastitu crevne barijere (124). Na istom
eksperimentalnom modelu, znacajan protektivni efekat na oksidativni stres indukovan primenom
Cd u jetri i bubrezima ostvario je Lactobacillus plantarum CCFM8610 (125), dok je Lactobacillus
plantarum CCFM8661 pokazao sposobnost da podstakne povecanu eliminaciju toksi¢nih metala
putem fecesa (Pb, Cd i Hg) povecanjem peristaltike, kao i podsticanjem sinteze i ekskrecije Zu¢nih
kiselina u feces (126). Na modelu pacova pokazano je protektivno dejstvo Lactobacillus plantarum
nakon intoksikacije zivom (127). Takode, dokazana je i sposobnost probiotskih kvasaca, kao Sto su
Saccharomices boulardii 1 Saccharomisces cerevisiae, da povrSinski vezu razli¢ite toksi¢ne
supstance, naro¢ito mikotoksine, kao i da smanjuju bioraspoloZivost nekih metala (117,128),
medutim nema dovoljno dostupnih podataka o ispitivanjima dejstva soja Saccharomisces cerevisiae
var. boulardii na umanjenje Stetnih efekata toksi¢nih metala, kao i smanjenje toksi¢nih efekata koje
izazivaju njihove smeSe, pri istovremenoj izloZenosti ve¢em broju toksi¢nih metala (129-131).

Iako postoje dokazi o pozitivnom dejstvu odredenih probiotskih vrsta na umanjenje toksicnih
efekata pojedinih metala i metaloida, studije o sposobnosti probiotika da ublaze Stetne efekte smese
toksic¢nih supstanci su veoma ograni¢ene. Osim toga, dosadasnji literaturni podaci se zasnivaju na
ispitivanju pojedinac¢nih probiotskih vrsta, dok je nedovoljno podataka o dejstvu smesSe probiotskih
vrsta (Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum
LP 6595 i Lactobacillus plantarum HEAL9) na umanjenje Stetnih efekata pri izloZzenosti smesi
toksicnih metala. Do sada nisu sprovedena uporedna istrazivanja uticaja probiotskih kultura
(probiotskih bakterija i/ili probiotske gljivice) na umanjenje Stetnih efekata smese Pb, Cd, Hg i As.



2. HIPOTEZA 1 CILJEVI ISTRAZIVANJA

Imajuéi u vidu da su ljudi hroni¢no izlozeni niskim nivoima toksi¢nih supstanci putem razli¢itih
izvora, a da se podaci o toksinosti iz dosadasnjih animalnih studija uglavnom baziraju na
izlozenosti pojedinacnom toksicnom metalu/metaloidu i to uglavnom pri visokim dozama, postoji
potreba da se ispitaju mehanizmi toksi¢nog dejstva smese Pb, Cd, Hg i As u uslovima produzene
izlozenosti niskim dozama. Sprovodenjem animalne studije na Wistar pacovima i aplikacijom
rastvora ispitivanih toksi¢nih supstanci putem oralne gavaze postize se precizno doziranje, uz
istovremenu simulaciju puta unosa koji je medu najvise zastupljenim kod ljudi kada su ove toksic¢ne
supstance u pitanju. Budu¢i da je broj studija ogranicen, jo§ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni
mehanizmi kojima toksi¢ni metali prisutni u smesi, i to u niskim dozama, dovode do toksi¢nih
efekata. Primenom niskih doza smeSa ispitivanih metala i metaloida omoguéava se dobijanje
podataka korisnih za evaluacije iz oblasti toksikoloske procene rizika po zdravlje ljudi .
izraCunavanje Benchmark doza za odredeni metal/metaloid primenjen u smesi za ispitivane toksi¢ne
efekte.

Iako postoje istrazivanja u kojima je ispitano protektivno dejstvo razlicitih probiotskih vrsta na
toksi¢nost pojedinacnih supstanci Pb, Cd, Hg i As, kao i odredenih njihovih kombinacija, studija u
kojoj je istrazena sposobnost probiotika da deluje protektivno protiv Stetnih efekata smeSe niskih
doza Pb, Cd, Hg i As nije sprovedena. Takode, do sada nije sprovedena studija kojom se ispituje
protektivno svojstvo Saccharomisces cerevisiae var. boulardii na toksi¢nost smesSe niskih doza
ispitivanih supstanci. 1z tog razloga postoji potreba da se ispita efikasnost protektivnog dejstva
probiotika na ispoljavanje toksi¢nosti ispitivane smese Pb, Cd, Hg i As. Dodatno, pokazano je da je
multikomponentan probiotik, koji u svom sastavu sadrzi smesu korisnih mikroorganizama sposoban
da vezZe toksi¢ne supstance efikasnije od monokomponentnih probiotskih vrsta, posebno §to postoje
pretpostavke da bi upotreba kombinacije mikrobiotskih sojeva mogla biti efikasnija za vezivanje
smesa toksi¢nih supstanci (132,133). Iz ovih razloga, trebalo bi da upotreba smeSe probiotskih
kultura, u okviru ispitivanja ove doktorske disertacije bila obecavajuca u cilju umanjenja Stetnih
efekata niskih doza ispitivane smese toksi¢nih supstanci.

Osnovni ciljevi istrazivanja predloZene doktorske disertacije bili su:

1. Ispitati subakutnu toksicnost smese niskih doza Pb, Cd, Hg i As na eksperimentalnom
modelu pacova i dodatno razjasniti mehanizme toksi¢nosti in silico toksikogenomskom
analizom podatka;

2. Ispitati protektivno dejstvo probiotika na subakutnu toksi¢nost smese Pb, Cd, Hg i As na
eksperimentalnom modelu pacova, uz razjasnjenje mehanizma protektivnog dejstva in vitro
odredivanjem potencijala probiotskih kultura da vezu toksi¢ne metale Pb, Cd i Hg i metaloid
As.

U svrhu realizacije prvog cilja nakon subakutne oralne ekspozicije smesi Pb, Cd, Hg i As u pet
rastu¢ih doza bilo je potrebno:
e Utvrditi promene u dnevnom unosu hrane i vode, kao i promene u telesnoj masi;
Odrediti hematoloske i biohemijske parametre;
Izmeriti koncentraciju Pb, Cd, Hg i As u krvi, fecesu i tkivima pacova,;
Odrediti nivoe bioelemenata: Cu, Zn, Mn i Fe u krvi, fecesu i tkivima pacova;
Odrediti parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u krvi i tkivima pacova;
Ispitati aktivnost acetilholinesteraze u mozgu pacova;
Ispitati oCuvanost strukture tkiva patohistoloskom analizom;
Proceniti BMD za svaki metal/metaloid u smesi za ispitivane toksi¢ne efekte;



e Proceniti BMD studije za svaki metal/metaloid primenjen u ispitivanoj smesi Pb, Cd, Hg
1As.

Dodatno, in silico toksikogenomskom analizom podataka ispitana je toksicnost smese Pb, Cd, Hg i
As 1 utvrditi najznacajnije molekularne puteve, bioloske procese i molekularne funkcije ukljucene u
mehanizam toksi¢nosti ispitivane smese toksic¢nih supstanci.

Za realizaciju drugog cilja i procenu protektivnog dejstvo probiotika na subakutnu toksi¢nost smese
Pb, Cd, Hg i As na modelu pacova (Rattus norvegicus, soj Wistar) bilo je potrebno utvrditi efekat
primene probiotika na toksi¢no dejstvo ispitivane smeSe Pb, Cd, Hg i As nakon subakutne
izloZenosti pacova na:

e Promene u dnevnom unosu hrane i vode, kao i promene u telesnoj masi;
Pra¢ene hematoloske i biohemijske parametre;
Koncentraciju Pb, Cd, Hg i As u krvi, fecesu i tkivima;
Distribuciju biolemenata: bakra, cinka, mangana i gvozda u krvi, fecesu i tkivima;
Parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u krvi i tkivima;
Aktivnost acetilholinesteraze u mozgu;
Ocuvanost strukture tkiva patohistoloskom analizom.

Pored toga, u cilju razjasnjenja mehanizma protektivnog dejstva probiotika in vitro je ispitivan
potencijal probiotskih kultura da vezu toksi¢ne metal(oid)e, umanje njihovu koncentraciju i time
smanje mogucnost njihove resorpcije.



3. MATERIJALI I METODE ISPITIVANJA

3.1. Hemikalije i reagensi

Za pripremu rastvora su koris¢eni su olovo-acetat (Pb(CH:COO), x 3H,0; Betahem, Beograd,
Srbija), kadmijum-hlorid (CdCl, x H,O; Betahem, Beograd, Srbija), ziva(Il)-hlorid (HgCl,; Thermo
Fisher Scientific, Hempton, Nju Hempsir, Sjedinjene Americke Drzave), arsen(Il)-oksid (As,Os;
Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave) i dejonizovana voda (Elga Purelab
Prima, Bucks, Velika Britanija).

Svi reagensi koriS¢eni u analizi bili su komercijalno nabavljeni i bili su analiticke Cistoce.

3.2. Probiotik

U eksperimentalnoj studiji kori$¢en je komercijalni monokomponentni probiotik (SB) — kvasac,
Bulardi® (Abela Pharm, Beograd, Srbija) i visekomponentni probiotik — sme$a kvasca sa
probiotskim bakterijama, (P) Enterobiotik” FORTE (Abela Pharm, Beograd, Srbija) u kapsulama.
Deklarisane vrednosti sadrzaja kapsule za P su > 8,5x10° liofilizovanih éelija mikroorganizama
(2,5X109 Saccharomyces boulardii, 2x10° Lactobacillus rhamnosus, 2x10° Lactobacillus plantarum
LP 6595 i 2x10° Lactobacillus plantarum HEAL9), dok za SB deklarisane vrednosti sadrze
priblizno 5 x 10° CFU Saccharomices boulardii.

3.3. In vivo ispitivanje na modelu pacova
3.3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Istrazivanje na eksperimentalnim Zzivotinjama izvodeno je na odraslim muZzjacima pacova soja
Wistar u skladu sa protokom odobrenim od strane Etickog komiteta Univerziteta u Beogradu —
Farmaceutskog fakulteta (broj eticke dozvole: 323-07-11822/2018-05), dok je Zakonom o dobrobiti
zivotinja Republike Srbije (,,Sluzbeni glasnik RS br. 41/2009) i Direktivom 2010/63/EU o zastiti
zivotinja koje se koriste u nau¢ne svrhe utvrden smestaj i rukovanje zivotinjama. Eksperiment je
sproveden u vivarijumu Farmaceutskog fakulteta i na Katedri za toksikologiju ,,Akademik Danilo
Soldatovi¢*. Eksperimentalne zivotinje, starosti Sest nedelja (prosecne telesne mase ~130 g),
nabavljene su sa Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Zivotinje su smestene u laboratorijske
kaveze u odgovarajucoj sobi za Zivotinje, uz kontrolisane uslove sredine (sobna temperatura,
relativna vlaznost ~50 %, 1 12-Casovni rezim svetlo/tama). Pre pocetka eksperimenta omogucen je
jednonedeljni period aklimatizacije.

Tokom celog eksperimentalnog perioda, zivotinjama su bile dostupne ad libitum standardna hrana
(smeSa za ishranu laboratorijskih Zivotinja u peletiranom obliku, proizvoda¢ Veterinarski zavod
,»Subotica®) i voda iz gradskog vodovoda. Koncentracije ispitivanih metal(oid)a u hrani i vodi
dostupnim eksperimentalnim zivotinjama prikazane su u Tabeli 1.

Tabela 1. Nivoi ispitivanih metal(oid)a u hrani i vodi

Nivo metal(oid)a u | Pb Cd Hg As
hrani (ng/g hrane)

Srednja vrednost 0,4167 0,1810 0,008741 0,1216
SD 0,06509 0,04725 0,000 0,09845
Nivo metala u vodi | Pb Cd Hg As
(pg/mL vode)

Srednja vrednost 0,1171 0,03261 NA 0,04046




SD 0,01102 0,003641 NA 0,02083

NA- ispod limita kvantifikacije (LOQ: 0,00002 pg/mL).
3.3.2. Eksperimentalni protokol

Zivotinje su bile randomizovano raspodeljene u grupe, od po 5 Zivotinja, od kojih je jedna
kontrolna, a preostale grupe su tretirane. Kontrolna grupa je tretirana dejonizovanom vodom, dok su
eksperimentalne grupe zivotinja tretirane smeSom toksi¢nih supstanci i primale su rastu¢e doze
toksi¢nih supstanci (pet doza) u smesi tako da su prvu smesu ¢inile najnize odabrane doze sve Cetiri
ispitivane supstance, drugu smesu su ¢inile naredne odabrane niske doze ispitivanih supstanci i tako
redom do petog, najvisSeg doznog nivoa. Svi dozni nivoi, za svaku toksinu supstancu u smesi,
prikazani su u Tabeli 2.

Tabela 2. Rastuce doze toksi¢nih supstanci (pet doza) za ispitivanje toksi¢nosti smese Pb, Cd, Hg i
As kod pacova nakon subakutne izloZenosti

Doza toksicnog metala (mg/kg t.m./dan)

Prva Druga Treca Cetvrta Peta
Pb 0,003 0,01 0,1 0,3 1
Cd 0,01 0,03 0,3 0,9 3
Hg 0,0002 0,0006 0,006 0,018 0,06
As 0,002 0,006 0,06 0,18 0,6

Za odredivanje doznih nivoa koji treba da odrazavaju realnu izlozenost opste populacije, koris¢ene
su vrednosti toleriSuceg nedeljnog unosa (engl. Provisional Tolerable Weekly Intake, PTWI) -
najveca koliCina toksi¢ne supstance kojoj osoba moze biti izloZzena nedeljno tokom Zzivota bez
neprihvatljivog rizika po zdravlje, preporuc¢ene od zajednickog stru¢nog komiteta Organizacije za
hranu i poljoprivredu / Svetske zdravstvene organizacije o aditivima za hranu (engl. Joint Food and
Agricultural Organisation /World Health Organization Expert Committee on Food Additives
(JECFA)) (134). PTWI doze za Pb (0,025 mg/kg t.m.), Cd (0,007 mg/kg t.m.), Hg (0,0016 mg/kg
t.m.), As (0,015 mg/kg t.m.) podeljene su sa 7 kako bi se simulirala dnevna izloZenost dozi koja ne
bi trebalo da ispolji Stetni efekat, i dobijene su sledec¢e vrednosti: za Pb (0,003 mg/kg t.m.), Cd
(0,001 mg/kg tm.), Hg (0,002 mg/kg tm.), As (0,002 mg/kg t.m.). Doza Pb (0,003 mg/kg
t.m./dan), koja je niZza od do sada prijavljenih NOAEL vrednosti za klju¢ne efekte (135) i As (0,002
mg/kg t.m./dan), koja je niza od doze koja ima minimalan nivo rizika za akutnu oralnu izloZenost
ljudi (engl. Minimal Risk Level, MRL) predstavljaju doze koje su bile izabrane za najnize doze ovih
supstanci koje su primenjivane u studiji. Kako bi doza Cd bila §to reprezentativnija, za najnizu dozu
je odabrana NOAEL vrednost za izloZenost putem hrane (0,01 mg/kg t.m./dan) (The Risk
Assessment Information System), a doza Hg je odabrana na osnovu MRL vrednosti za hroni¢nu
izlozenost, koja je znacajno niza od predloZzene PTWI za unos hranom (0,0002 mg/kg t.m./dan). Na
taj nacin osigurani su veoma niski nivoi toksi¢nih supstanci u smesi, a razlika izmedu doznih nivoa
za svaki metal/metaloid u smesi je u skladu sa Pravilnikom o metodama ispitivanja opasnih
svojstava hemikalija 117/2013-66, gde se preporucuje da su optimalni dvostruki do ¢etvorostruki
dozni intervali (izabran je trostruki interval), a kako bi se obezbedio $iri interval doza smese izmedu
drugog 1 tre¢eg doznog nivoa razlika je bila desetostruka (Pravilnik o metodama ispitivanja opasnih
svojstava hemikalija 117/2013-66).



Za procenu protektivnog efekata probiotika na toksi¢nost smese Pb, Cd, Hg i As, koriS¢ena su dva
probiotika: P — multikomponentni probiotik, 8,78 * 10® CFU/kg/dan i SB — kvasac, 5.16 *10°
CFU/kg/dan. Doza probiotika koja je primenjena na pacovima dobijena je iz doze ekvivalentne kod
ljudi koriste¢i formulu Americke agencije za hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration,
FDA): uzimajuc¢i 60 kg kao prosecnu telesnu masu, doza odabranog multikomponentnog probiotika
ekvivalentna onoj koja odgovara dozi kod ljudi iznosi: 8,5 x 10° CFU / 60 kg /dan x 6,2 = 8,78 *
10® CFU/kg/dan; doza Saccharomisces cerevisiae var. boulardii ekvivalentna onoj koja odgovara
dozi kod ljudi iznosi: 5 x 10° CFU/60kg/dan x 6,2 =5.16 *10° CFU/kg/dan, koeficijent 6.2 je
iskoriS¢en da bi se izvrsila ekstrapolacija sa coveka na pacova (136).

U ovoj doktorskoj disertaciji bilo je ukupno 8 grupa eksperimentalnih Zivotinja, kontrolna grupa i
sedam tretiranih grupa, koje su primale smeSe toksicnih supstanci u pet doznih nivoa i
eksperimentalne grupe koje su pored smesSe toksicnih supstanci sa najve¢im odabranim
koncentracijama za svaki toksi¢ni metal/metaloid u ovoj studiji primale i multikomponentni ili
monokomponentni probiotik. Grupe pacova koje su primale smesu toksi¢nih supstanci oznacene su
kao MIX, tako da grupu MIX 1 ¢ine zivotinje tretiranje smeSom Pb, Cd, Hg i As u najnizim dozama
Pbl, Cdl, Hgl i Asl (Tabela 1, kolona Prva). Raspored eksperimentalnih grupa bio je sledeci:

Kontrolna grupa — netretirane zivotinje

MIX 1 grupa (Pb1+Cd1+Hgl+Asl)

MIX 2 grupa (Pb2+Cd2+Hg2+As2)

MIX 3 grupa (Pb3+Cd3+Hg3+As3)

MIX 4 grupa (Pb4+Cd4+Hgd+As4)

MIX 5 grupa (Pb5+Cd5+Hg5+As5)

MIX 5 + multikomponentni probiotik (Pb5+Cd5+Hg5+As5 + 8,78 * 10% CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
plantarum LP 6595 1 Lactobacillus plantarum HEALD9)

8. MIX 5 + monokomponentni probiotik (Pb5+Cd5+Hg5+As5 + 5,16 *10° CFU/kg/dan
kvasac Saccharomisces cerevisiae var. boulardii)

NV AELDD—

Ispitivani toksi¢ni metal(oid)i, kao i probiotik, rastvoreni su u dejonizovanoj vodi i aplikovani
zivotinjama oralnom sondom u jutarnjim ¢asovima svakodnevno tokom 28 dana.

Tokom eksperimenta svakodnevno su praceni telesna masa zivotinja, kao i dnevni unos hrane i
vode. Uzorci fecesa sakupljani su dva puta, nakon 14 i 28 dana od pocetka tretmana i potom su
odlozeni do daljeg postupka rada sa njima.

3.3.3. Anamortem analiza
3.3.3.1. Testovi ponasanja

Testovi ponaSanja izvedeni su u poslednjoj nedelji eksperimenta, pri cemu su koriS¢eni test
spontane lokomotorne aktivnosti (engl. Spontaneous Locomotor Activity test, SLA) 1 test
prepoznavanja novih objekata (engl. Novel Object Recognition test, NORT). Metodoloski postupak
detaljno je opisan u prethodnoj studiji (137). Za evaluaciju rezultata NORT testa kori$¢eni su indeks
diskriminacije (DI) i procenat vremena provedenog u istrazivanju novog objekta, izracunati prema
formulama predstavljenim u radu (138).

3.3.3.2. Prirast telesne mase

Po zavrSetku eksperimenta, zabeleZene su telesne mase svih Zivotinja i prirast mase je izraCunat za
svaku od njih. Prirast telesne mase (engl. Body Weight Gain, BWG) izracunat je prema sledecoj
formuli:



(mf-mi)

BWG =

mi

gde mf oznacava konacnu telesnu masu, dok mi predstavlja pocetnu telesnu masu. Relativna masa
organa odredena je deljenjem mase pojedinacnog organa telesnom masom Zzivotinja na kraju
eksperimenta, pri ¢emu se dobija bezdimenzioni broj.

3.3.4. Postmortem analiza
3.3.4.1. Priprema i uzorkovanje krvi i organa

Nakon tretmana eksperimentalnih Zivotinja u trajanju od 28 dana, sprovedeno je humano Zrtvovanje
zivotinja, a uzorci krvi su prikupljeni putem kardijalne punkcije. Za analizu biohemijskih
parametara i hormona, krv je sakupljena u vakutejnere namenjenim za izdvajanje seruma. Serum je
izdvojen nakon centrifugiranja tokom 30 minuta pri brzini od 3000x g i zatim zamrznut na
temperaturi od -20 °C do trenutka kada su analize izvrSene. Dodatno, deo krvi je izdvojen u
heparinske vakutejnere kako bi se odredili hematoloski parametri iz pune krvi i parametri redoks
statusa iz plazme. Za analizu parametara redoks statusa, iz uzoraka heparinizirane krvi odvojena je
plazma putem centrifugiranja pri 3000xg tokom 30 minuta, nakon ¢ega je zamrznuta na -80 °C do
trenutka izvodenja analiza.

Odmah nakon uzorkovanja krvi, izolovani su slede¢i organi: jetra, bubrezi, mozak, srce, pluca,
pankreas, slezina, testisi, i femur. Svi izolovani organi su pazljivo obradeni i isprani hladnim
fizioloskim rastvorom (0,9% NaCl), i potom osuseni filter hartijom i izmereni na analitickoj vagi.

Jedan deo organa fiksiran je u 10% neutralnom puferisanom formaldehidu radi izvodenja
patohistoloske analize, drugi deo je zamrznut u te€nom azotu i cuvan na —80 °C za potrebe analize
parametara redoks statusa, dok je preostali deo zamrznut na —20 °C za ispitivanje sadrzaja metala i
bioelemenata. Aktivnost acetilholinesteraze odredivana je iz svezih uzoraka mozga neposredno
nakon izolacije organa.

3.3.4.2. Odredivanje hematoloskih parametara, biohemijskih parametara i hormona

Analiza pune krvi pacova je obuhvatala sledec¢e hematoloske parametre: ukupni broj leukocita, uz
diferencijalnu leukocitnu formulu (neutrofili, eozinofili, limfociti, bazofili i monociti), broj
eritrocita, koncentraciju hemoglobina, hematokrit, srednji volumen eritrocita

(engl. mean corpuscular volume, MCV), srednji sadrzaj hemoglobina po eritrocitu (engl. mean
corpuscular haemoglobin, MCH), srednju koncentraciju hemoglobina u eritrocitima (engl. mean
corpuscular hemoglobin concentration, MCHC) 1 broj trombocita. Biohemijski parametri
obuhvaceni analizom krvnog seruma: triacilgliceridi, holesterol, lipoprotein visoke gustine (engl.
High density lipoprotein, HDL), lipoprotein niske gustine (engl. Low density lipoprotein, LDL),
kreatinin, mokra¢na kiselina, ukupni proteini u serumu, albumin, direktni bilirubin, ukupni
bilirubin, c-reaktivni protein (CRP), gvozde u serumu, kalcijum (Ca®™, neorganski fosfor (POS),
magnezijum (Mg®") i hloridi (CI). Takode, u krvi su izmerene i aktivnost enzima aspartat
aminotransferaze (AST), alanin aminotransferaze (ALT) i alkalne fosfataze (ALP), kao i nivoi
hormona (testosteron, androstendion, trijodtironin (T3), tiroksin (T4), slobodni trijodtironin (fT3),
slobodni tiroksin (fT4), aldosteron, renin, kortizol). Sva ispitivanja sprovedena su u akreditovanoj
laboratoriji, uz primenu komercijalnih reagenasa.

3.3.4.3. Odredivanje metala i bioelemenata



Za postupak mineralizacije koriS¢eni su komercijalno dostupna azotna kiselina (HNO3) (69,0% -
70,0% p.a, Baker Analyzed™ A.C.S. Reagent, J.T.Baker™, Filipsburg, Nju DZerzi, Sjedinjene
Americke Drzave) i vodonik-peroksid (H,0O») (30% p.a, Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, SAD) nivoa
¢istoce namenjenog za atomsku apsorpcionu spektrometriju. Standardi koriséeni za seriju standarda
kojima je kalibrisan uredaj su: 1) Perkin Elmer, Instrument Calibration Standard 2, 100 pg/mL Ag,
Al, As, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, TI, V, Zn i
2) PerkinElmer, Mercury (Hg) Pure Plus Standard, 1 pg/mL.

Priprema uzoraka za analizu koncentracija metala i bioelemenata obavljena je postupkom vlazne
mineralizacije u zatvorenom sistemu mikrotalasne digestije (Milestone, Start D SK-10 T, Milestone
Srl, Sorisole, Italija). U svaki uzorak mase priblizno 1 g, precizno odmeren na analitickoj vagi
(Radwag AS 220.R2, Majami, Florida, Sjedinjene Americke Drzave), dodata je smesa oksidacionih
sredstava - 7 mL koncentrisane HNOs 1 1 mL koncentrovanog H20.. Mikrotalasni sistem bio je
programiran na sledeci ciklus digestije: inicijalno postizanje temperature od 200 °C u trajanju od 15
minuta, zatim odrzavanje postignute temperature jo§ 15 minuta, i zavrSna ventilacija sistema tokom
dodatnih 15 minuta.

Po zavrsetku digestije, uzorci su kvantitativno preneti u normalne sudove od 25 mL i razblazeni
dejonizovanom vodom (Elga Purelab Prima, Bucks, Velika Britanija) do odgovaraju¢eg volumena.
Pripremljeni uzorci su potom uskladiSteni u sterilnim plasticnim bocicama sa dvostrukim
zatvaranjem, kapaciteta 50 mL, do trenutka odredivanja koncentracije metala.

Nakon postupka mineralizacije pune krvi, fecesa i tkiva (jetra, bubrezi, mozak, srce, pluca,
pankreas, slezina, testisi, femur) u uzorcima, odredene su koncentracije ispitivanih toksi¢nih
supstanci, Pb, Cd, Hg i As, kao i bioelemenata (Fe, Cu, Zn, Mn) ICP-MS tehnikom.

ICP-MS NexION 300S PerkinElmer je maseni spektrometar s indukovano spregnutom plazmom
namenjen za preciznu multielementnu analizu metala i bioelemenata u tragovima. Instrument pruza
tri nac¢ina rada — standardni, kolizioni i reakcioni — $to omogucava prilagodavanje razliitim
analitickim potrebama. Opseg merenja obuhvata masene brojeve od 1 do 285 amu (atomske masene
jedinice), sa rezolucijom od 0,3 amu, Cime se osigurava visoka ta¢nost u identifikaciji i
kvantifikaciji elemenata. Instrumentom je moguce detektovati Sirok opseg koncentracija elemenata,
od ultra-tragova (ng/L) do makronivoa (mg/L). Radiofrekventni generator radi na frekvenciji od 27
MHz, sa snagom plazme koja se moze podesiti od 0 do 1600 W, ¢ime se osigurava stabilan rad i
visoka osetljivost analize u razli¢itim uslovima. Limit detekcije za sve ispitivane metale i
bioelemente iznosio je 0,000002 pg/mL, dok je limit kvantifikacije bio 0,00002 pg/mL.
Koncentracije metala i biolemeanta su izrazene u ug/mL u krvi, a u ug/g u tkivima.

3.3.4.4. Odredivanje parametara redoks statusa

Uzorci su delimi¢no odmrznuti na ledu (04 °C) pre homogenizacije. Priprema tkiva za procenu
oksidativnog statusa ukljucivala je homogenizaciju mase uzorka od 0,2-0,4 g u hladnom fosfatnom
puferu (0,1 mol/L, pH 7,4, sa dodatkom 1,15% KCI), u odnosu 1:9 (v/v), koris¢enjem
homogenizatora T10 basic ULTRA-TURRAX (IKA, Nemacka). Homogenati su zatim
centrifugirani u dva koraka: prvo na 800xg tokom 10 minuta, a potom na 9500xg tokom 20 minuta,
na temperaturi od +4 °C, ¢ime je dobijen postmitohondrijalni supernatant. Ovaj supernatant dalje je
odvojen u ependorf tube i koriS¢en za procenu biomarkera oksidativnog stresa.

U uzorcima plazme i homogenatima tkiva odredeni su parametri oksidativnog statusa: totalni
antioksidativni status (TAS), totalni oksidativni status (TOS), superoksidni anjon radikal (O,"),
prooksidativno-antioksidativni balans (PAB), aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD),
malondialdehid (MDA), uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. Advanced oxidation
protein products, AOPP), ishemijom modifikovan albumin (IMA), ukupne SH grupe i glutation



(GSH). TOS, O,°, AOPP, SOD i TAS izmereni su na ILAB 300 Plus analizatoru (Instrumentation
Laboratory, Italija), dok je spektrofotometrijsko merenje MDA, SH grupa, kao i proteina u
uzorcima tkiva sprovedeno pomo¢u SPECTROstar Nano UV/VIS spectrometra (BMG Labtech,
Ortenberg, Nemacka). Indeks oksidativnog stresa (OSI) predstavlja koli¢nik parametara TOS i TAS
i predstavlja bezdimenzionalnu vrednost. Detaljni prikaz metoda merenja pojedinacnih parametara
oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u plazmi i tkivu pacova nakon izlaganja ispitivanim
toksi¢nim metal(oid)ima, kao i probioticima, detaljno su objasnjeni u ranije objavljenim radovima
nase istrazivacke grupe (96,137). U cilju boljeg razumevanja i karakterizacije promena parametara
oksidativnog statusa izraCunata su tri skora: skor oksidativnog ostecenja (engl. oxidative damage
score, DS; prose¢na vrednost standardizovane vrednosti varijabli izraCunavanjem Z skora
prooksidativnih faktora: TOS, AOPP, O2-—, MDA, PAB i IMA), skor antioksidativne zastite (engl.
protection score, PS; prosecna vrednost standardizovane vrednosti varijabli izraCunavanjem Z skora
antioksidativnih faktora: SOD, SH grupe, TAS, GSH) i OXY skor - skor oksidativne ravnoteze
(odnos skora antioksidativne zastite i skora oksidativnog oStecenja predstavljajuci ukupnu procenu
oksidativne ravnoteze). Metod proracuna detaljno je opisan u prethodno objavljenim publikacijama
(96). Dodatno, indeks oksidativnog stresa (OSI indeks) je izracunat kao mera ravnoteze izmedu
TOS i TAS.

3.3.4.5. Odredivanje aktivnosti acetilholinesteraze

Uzorci tkiva mozga za analizu aktivnosti acetilholinesteraze (AChE) homogenizovani su u
fizioloskom rastvoru (0,9% NaCl) koriste¢i homogenizator T10 basic ULTRA-TURRAX (IKA,
Nemacka), u odnosu 1:3 (m/V). Aktivnost AChE odredivana je spektrofotometrijskom metodom
prema modifikovanoj verziji Elmanovog postupka (139). U homogenate tkiva mozga (20 pL)
dodato je 2,5 mL DTNB (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoeva kiselina) rastvora (7,44 mg/mL u fosfatnom
puferu pH 7,4, zatim dodatno razblazenog sa fosfatnim puferom u odnosu 1:50). Nakon toga,
reakcioni sistem je inkubiran tokom 5 minuta na temperaturi od 25 °C, nakon ¢ega je dodato 20 pL
rastvora acetiltioholin jodida u destilovanoj vodi (135 mM). Promena apsorbance pracena je
naredna 3 minuta na talasnoj duzini od 410 nm pomoc¢u UV-VIS spektrofotometra CARY60,
opremljenog sistemom za temperaturnu kontrolu Cary single cell Peltier (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, SAD). Rezultati su izraZeni u jedinicama enzimske aktivnosti po gramu tkiva

(U/g).
3.3.4.6. Histopatoloska analiza

Nakon fiksacije, tkiva jetre, bubrega, mozga, srca, pluca, pankreasa, slezine, testisa, femura su
podvrgnuta dehidraciji u rastu¢im koncentracijama rastvora alkohola, ¢iS¢enju toluenom, a zatim su
postavljena u parafin. Blokovi tkiva ugradeni u parafin su iseeni na tanke delove debljine 5 mm,
koji su zatim obojeni hematoksilinom i eozinom (H&E). Za analizu dobijenih histoloskih plocica
koriS¢en je svetlosni mikroskop, model Olimpus BKS 43 (Tokio, Japan).

3.3.4.7. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza i graficki prikaz rezultata su sprovedeni koriS¢enjem softvera GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, Inc., San Dijego, Kalifornija, Sjedinjene Americke Drzave). Pre analize,
normalnost distribucije za svaku vrednost parametra je procenjena koris¢enjem Shapiro Wilk testa.
Kada je distribucija bila normalna primenjena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA),
pracena FiSerovim testom najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference,
LSD) gde su podaci predstavljeni kao srednja vrednost i standardna devijacija. Kada distribucija
nije bila normalna primenjen je neparametarski Kruskal-Wallis test pracen Dunn post-hoc testom
gde su podaci predstavljeni kao medijana i opseg minimum i maksimum. StatistiCki znacaj je
postavljen na nivo p < 0,05.

3.3.4.8. Modelovanje odnosa doza-odgovor



Za modelovanje odnosa doza-odgovor i odredivanje Benchmark doze koris¢en je PROAST softver
kreiran od strane Holandskog nacionalnog instituta za javno zdravlje i zivotnu sredinu (Dutch
National Institute for Public Health i the Environment (RIVM), Bilthoven, Holandija). Modelovanje
odnosa doza-odgovor za 5 rastu¢ih doza smese toksicnih metala(loida) radeno je za vrednosti
izmerenih biohemijskih i hematoloskih parametara, hormona u serumu, parametara oksidativnog
statusa, aktivnosti enzima acetilholinesteraze, kao i za histopatoloSke promene. Analiza je
obuhvatila razli¢ite modele—eksponencijalni (EXP), Hill (HILL), inverzni eksponencijalni
(INVEXP) i lognormalni (LOGN), dok je modelovanje sprovedeno sa 200 iteracija i referentnim
odgovorom (BMR) od 5% (96), s obzirom da EFSA naucni komitet predlaze tu vrednost za
kontinuirane podatke dobijene iz studija na Zivotinjama. Da bi pristup bio precizniji, doza smese je
arbitrarno odabrana na osnovu primenjenih intervala doza, koriste¢i dozu Cdx100 kao model. Zatim
je za svaki parametar sprovedeno BMD modelovanje. U obzir je uzet odnos primenjenih doza, pri
c¢emu je najniza doza uvek bila za Hg, zatim As, Pb i na kraju Cd. Ovim pristupom moguce je
odrediti arbitrarni donji interval pouzdanosti (BMDL) za BMD za isti parametar kod svih metala,
pri ¢emu ¢e on uvek biti najnizi za Hg, zatim za As, Pb i na kraju Cd. Dalje su proporcionalni BMD
intervali izracunati za svaki metal na osnovu opsega doza. Pri utvrdivanju odnosa doze i odgovora
za ispitivane parametre, odredeni su Benchmark intervali (BMDI), odnosno BMDL i gornji interval
pouzdanosti (BMDU) za BMD. Kriterijum za potvrdu efekta je odnos BMDU/BMDL < 50, odnos
BMD/BMDL < 20 i da izracunata BMD nije 10 puta niza od najnize doze primenjene u studiji.
Navedeni kriterijumi su primenjeni u ovom istrazivanju i graficki su prikazani rezultati za koje je
potvrden efekat.

3.4. In silico ispitivanje toksi¢nosti smeSe olova, kadmijuma, Zive i arsena

Ovaj deo istrazivanja obuhvata in silico analizu sprovedenu koris¢enjem sledecih javno dostupnih
baza podataka, softvera i alata:

- Komparativna toksikogenomska baza podataka (engl. Comparative Toxicogenomics Database,
CTD; http:/CTD.mdibl.org) omogucava konstruisanje mreze puteva Stetnih ishoda i pruza
moguénost detaljne analize mehanizama toksi¢nosti, identifikacije biomarkera i ispitivanja
istovremenog uticaja dve ili viSe toksi¢nih supstanci na gene i proteine, Sto predstavlja ogroman
znacaj u ispitivanju toksi¢nosti smesa i polaznu osnovu za dalja ispitivanja (140,141).

- Cytoscape (https://cytoscape.org/) je softverski paket koji se koristi za vizuelizaciju, modelovanje
i analizu molekularnih i genetskih mreza interakcije (142).

- GeneMANIA je alat dostupan kao online platforma (http://www.genemania.org) i kao dodatak za
Cytoscape (https://apps.cytoscape.org/apps/genemania). Prilagoden je korisnicima za generisanje
hipoteza o funkciji gena, analizu skupova gena i prioritizaciju gena za detaljnije analize.
GeneMANIA daje podatke o funkcionalno slicnim genima povlace¢i informacije o dostupnim
genomskim 1 proteomskim podacima, pri ¢emu pruza informacije o prediktivnoj vrednosti svakog
unetog skupa podataka. Takode, ovaj alat rezultira dobijanjem informacija o interakcijama izmedu
gena. kao i o vrsti njihovih interakcija (143).

- CytoHubba (https://apps.cytoscape.org/apps/cytohubba) predstavlja alat za identifikaciju kljucnih
(engl. hub) gena unutar mreze putem razliCitih algoritama topoloske analize. Ova platforma za
vizualizaciju omogucava graficki prikaz mreZze najznacajnijih gena isticu¢i vaznost gena
odgovaraju¢om bojom (144).

- ToppGene Suite portal (https://toppgene.cchmc.org) je alat koji pomaze u identifikaciji gena i
njihovom prioritetu na osnovu njihove funkcije i interakcija sa proteinima (145).

- ToppFun ToppGene alat (https://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp) se Kkoristiti za analizu
transkriptoma, ontologije gena i fenotipa na osnovu analize seta gena od interesa (145).

- MicroRNA ENrichment TURned NETwork server kori§¢en je za analizu obogaéivanja (engl.
enrichment analysis) zasnovanu na interakcijama. Ova analiza dala je prioritet ciljnim porodicama




mikro ribonukleinske kiseline (miRNA) za svaki set odabranih gena povezanih sa smeSom toksi¢nih
metal(oid)a 1 povezanih sa ispitivanim hematoloskim bolestima. U ovoj disertaciji, TargetScan alat
je koris¢en za prioritizaciju porodica miRNA postavljanjem praga od 1 za minimalni broj
interakcija ciljane miRNA i 0 - 1 kao raspona praga za prilagodenu p-vrednost (FDR) (146).

- ChIP-X Enrichment Analysis Version 3 (CHEA3) (https://maayanlab. cloud/chea3/) je alat
koris¢en za odredivanje prioritetnih faktora transkripcije koji reguliSu ciljne gene povezane sa
selektovanim hematoloskim krajnjim tackama (147). Odredivanje prioritetnih transkripcionih
faktora je uradeno na osnovu srednjih vrednosti ranga i broja ciljnih gena koji se preklapaju.

Na slede¢im dijagramima prikazani su koraci in silico analize ispitivanja uticaja Pb, Cd, Hg i As na
razvoj najvaznijih kategorija bolesti (Slika 1), kao i koraci za in silico ispitivanje hematotoksicnosti
smese toksi¢nih metal(oid)a (Slika 2), kao i razvoj neurodegenerativnih bolesti (Slika 3).
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Slika 1. Koraci in silico analize ispitivanja uticaja olova, kadmijuma, Zive i arsena na razvoj bolesti
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Slika 2. Koraci za in silico ispitivanje hematotoksi¢nosti smeSe toksi¢nih metal(oid)a
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Slika 3. Koraci in silico ispitivanja uticaja smese toksi¢nih metal(oid)a na razvoj neurodegenerativnih

bolesti



3.4. In vitro ispitivanje potencijala probiotika za vezivanje toksi¢nih metala

Kako bi se ispitao kapacitet vezivanja najvece doze ispitivane smese toksi¢nih supstanci (Pb, Cd,
Hg i/ili As) pomoc¢u multikomponentnog probiotika (Saccharomisces cerevisiae var. boulardii,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum LP 6595 1 Lactobacillus plantarum HEALD9) i
monokoponentnog probiotskog kvasca Saccharomisces cerevisiae var. boulardii, kao i izvrSilo
poredenje efikasnosti ova dva pristupa u vezivanju smese toksi¢nih supstanci primenjen je
modifikovani protokol iz istrazivanju koje su sproveli (148). Sadrzaj jedne kapsule
multikomponentnog probiotika i probiotskog kvasca suspendovan je u 2 mL ispitivane smese
toksi¢nih metal(oid)a, ali i sa svakog pojedina¢nog metal(oid)a u koncentracijama primenjenim u
eksperimentu na zivotinjama. Vreme za inkubaciju od jednog sata omogucilo je simulaciju i
moguée vreme kontakta ispitivanih probiotskih kultura i smeSe toksi¢nih metal(oid)a u
gastrointestinalnom traktu. Sve analize su uradene u triplikatu u laboratoriji Katedre za
toksikologiju ,,Akademik Danilo Soldatovi¢* Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
Nakon inkubiranja tokom jednog sata i centrifugiranja na 5000x g tokom 10 min na 4 °C kako bi se
¢elije probiotskih kultura uklonile/stalozile, izdvojeni uzorci supernatanta su mineralizovani i
odredena je koncentracija Pb, Cd, Hg i As.

Za postupak mineralizacije i pripreme uzoraka kori$¢eni su identi¢ni reagensi i postupci kao kod
mineralizacije i pripreme uzoraka krvi, tkiva i fecesa, s tim $to je uzorak c¢inilo 1 mL izdvojenog
supernatanta. Kalibracija uredaja izvedena je koriS¢enjem istih standarda, dok je mikrotalasni sistem
programiran na isti nacin kao prilikom odredivanja metala i bioelemenata u uzorcima krvi, tkiva i
fecesa. Za preciznu multielementnu analizu metala u uzorcima supernatanta koriS¢ena je identi¢na
metoda kao za analizu metala u uzorcima tkiva i fecesa — ICP-MS NexION 300S PerkinElmer,
maseni spektrometar sa indukovano spregnutom plazmom.



4. REZULTATI

4.1. Ispitivanje toksi¢nosti smeSe olova, kadmijuma, Zive i arsena

4.1.1. In vivo rezultati subakutne toksicnosti smese olova, kadmijuma, zive i arsena na modelu
pacova

4.1.1.1. Promene u ponasanju, unosu hrane i vode

U SLA testu nisu uocene znacajne razlike izmedu grupa. Kontrolna grupa je imala najveci ukupni
predeni put, dok je u ostalim doznim nivoima ispitivane smese metal(oid)a uocena tendencija
smanjenja ukupnog predenog puta sa najizrazenijim efektom u MIX 5 (slika 4A). Sli¢no, grupe
tretirane rastu¢im niskim dozama ispitivane smeSe metal(oid)a pokazale su tendenciju povecanja
perioda nepokretnosti sa najistaknutijim efektom u MIX 5 grupi, ali bez statisticke znacajnosti
(slika 4B).

U NORT testu uocene su negativne vrednosti indeksa diskriminacije u MIX 2, MIX 3 i MIX 5 grupi
i, u poredenju sa MIX 1 grupom, te vrednosti su statistiCki znacajno nize (slika 4C). Indeks
diskriminacije imao je najnize vrednosti u MIX 2 i MIX 3 grupi, dok je MIX 1 imao najvecu
vrednost indeksa diskriminacije, ¢ak i u poredenju sa kontrolom (slika 4C). Ovi rezultati su u skladu
vremenom provedenim u istrazivanju novog objekta (slika 4D). Grupe MIX 2, MIX 3 i MIX 5
imale su vrednosti ispod 50%, Sto sugeriSe da je nov objekat manje istrazivan, dok su kontrolna,
MIX 1 1 MIX 4 grupa imale vrednosti iznad 50%, ukazuju¢i da je viSe vremena utroSeno na
istrazivanje novog objekta (slika 4D).

Zivotinje u MIX 1 grupi provele su znagajno vise vremena istrazujuéi nov predmet u poredenju sa
vremenom provedenim u istrazivanju poznatog (slika 4E). Uoceni su sli¢ni rezultati u kontrolnoj,
MIX 2 i MIX 4 grupi, bez statisticke znaCajnosti. Sa druge strane, Zivotinje u MIX 3 i MIX 5 grupi
pokazale su afinitet da provode viSe vremena istrazujuci poznati predmet nego novi (slika 4E).
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Slika 4. Efekti subakutnog (28-dnevnog) oralnog izlaganja pacova rastué¢im dozama smese Pb, Cd, Hg
i As na ponasSanje. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD), slika
1A, 1B, 1C, 1D/ t-test za uparene uzorke, slika 1E). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). Spontana lokomotorna aktivnost: ukupni predeni put (slika 1A) i period
nepokretnosti (slika 1B); posmatranje svake Zivotinje trajalo je dvadeset minuta. Test istraZivanja poznatog i novog
predmeta (NORT test): indeks diskriminacije (slika 1C); trajanje posmatranja svake Zivotinje je pet minuta. ™ p < 0,005
u poredenju sa MIX 1 grupom. Vreme istrazivanja novog objekta (%; NORT test) (slika 1D); trajanje posmatranja
svake zivotinje je bilo pet minuta. Tp < 0,05 u poredenju sa MIX 1 grupom. Vreme utroSeno na istrazivanje poznatih i

novih objekata nakon 1 sata (NORT test) (slika 1E); * p < 0,05. Unos hrane u cetiri vremenska perioda kod
eksperimentalnih Zivotinja izloZenih rastu¢im dozama smese metala tokom 28 dana prikazan je u
Tabeli 3.

Nakon prve nedelje tretmana, znacajno smanjenje unosa hrane u poredenju sa kontrolnom grupom
uoceno je jedino u MIX 5 grupi. Nakon druge nedelje nije bilo znacajnih razlika u unosu hrane u
poredenju sa kontrolnom grupom, dok je nakon tre¢e nedelje uocen znacajno manji unos hrane
jedino u grupi MIX 3. Nakon Cetvrte nedelje tretmana znacajno smanjenje unosa hrane u poredenju
sa vrednostima kontrolne grupe, ali i ostalih tretiranih grupa uoCeno je u MIX 5 grupi
predstavljajuci najizrazeniji efekat na unos hrane tokom celog trajanja studije.

Tabela 3. Unos hrane kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama
smese toksi¢nih metala (MIX)

Unos Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
hrane (g)




7. dan Srednja

vrednost 27,68 26,77 29,931 29,417 2732* 24,74 HHHHY
SD 0,8727 1,113 0,1224 0,3390 1,048 1,026
14.dan | Medijana 29,52 29,16 30,00 27,99 2947 29,05
Opseg 0,8348 0,6304 0,5000 3,036 0,2414 1357
21. dan Srednja
vrednost 29,00 27,82 30,00 26,05 26,96* 28,58
SD 1,000 0,5617 1,000 0,6074 1,180 1,231
28.dan | Medijana 28,05 25,96 28,08 27,18 27,14 18,01 T 7®
Opseg 3372 1,863 1,733 2,003 2,033 1,538

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)/medijana i opseg
(Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,62. "p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom): Tp<0.05, Tp<0.01 (u
poredenju sa MIX 1); jp <0.05, p < 0.01, **p < 0.001 (u poredenju sa MIX 2); ##p <0.01, ##p < 0.001 (u poredenju
sa MIX 3); LIJp <0.05, LPp <0.01 (u poredenju sa MIX 4).

Unos vode u Cetiri vremenska perioda kod eksperimentalnih Zivotinja izloZenih rastu¢im dozama
smese metala tokom 28 dana prikazan je u Tabeli 4.

Nakon prve nedelje tretmana, znacajno povecanje unosa vode u poredenju sa kontrolnom grupom
uoceno je jedino u MIX 2 grupi. Nakon druge nedelje u MIX 2 i MIX 4 grupi uoceno je znacajno
povecanje unosa vode u poredenju sa kontrolnom grupom, dok je nakon trece nedelje nisu uocene
znacajne promene u unosu vode. Nakon Cetvrte nedelje tretmana zna¢ajno smanjenje unosa vode u
poredenju sa vrednostima kontrolne grupe, ali i ostalih tretiranih grupa uoceno je u MIX 5 grupi
predstavljajuci najizrazeniji efekat na unos vode tokom celog trajanja studije.

Tabela 4. Unos vode kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama
smese toksi¢nih metala (MIX)

Unos vode Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
(mL)
7. dan Srednja
vrednost 38,00 47,67 53,33** 48,33 46,67 39,00*
SD 5,292 3,215 4,509 2,082 4,163 4,583
14. dan Srednja .
vrednost 39,33 43,33 53,67 1 47,00 49,67* 4433
SD 3,055 5,033 1,528 2,646 2,082 4,041
21. dan Srednja
vrednost 47,67 50,67 50,33 50,00 50,00 42,33
SD 2,887 1,155 2,082 0,000 5,292 2,517
TIFFFHYY
28. dan Srednja 28,67
vrednost 48,33 4533 51,00 55,67 51,00
SD 8,622 4,041 1,000 5,686 3,606 6,351

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od



najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, *’;p < 0.01 (u
poredenju sa kontrolom); :P < 0.05 (u poredenju sa MIX 1); ip <0.05, iip < 0.01 (u poredenju sa MIX 2); ##p <0.001
(u poredenju sa MIX 3); ¥ p <0.01 (uporedenju sa MIX 4).

4.1.1.2. Prirast telesne mase i relativha masa organa

Prirast telesne mase u Cetiri vremenska perioda kod eksperimentalnih zivotinja izloZenih rastu¢im
dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazan je u Tabeli 5.

Statisticki znacajno smanjenje prirasta telesne mase nakon prve nedelje tretmana uoceno je samo u
grupi MIX 5, iako je blago smanjenje prirasta telesne mase uoceno i u ostalim grupama. Nakon
druge nedelje tretmana statisticki znaCajno smanjenje prirasta telesne mase uoceno je u svim
tretiranim grupama, osim u MIX 4 grupi. Nakon tre¢e nedelje tretmana nije bilo statisticki
znacajnog smanjenja prirasta telesne mase, dok je nakon Cetvrte nedelje tretmana prirast telesne
mase bio zna¢ajno smanjen u svim tretiranim grupama sa najizrazenijim efektom u MIX 5 grupi.

Tabela 5. Prirast telesne mase kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im
dozama smese toksi¢nih metala (MIX — Pb+Cd+Hg+As)

Prirast mase Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
7. dan Srednja
vrednost 0,3746 0,2602 0,2604 0,2582 0,2899 0,2320*
SD 0,06266 0,02867 0,09073 0,01773 0,04331 0,07668
14. dan Srednja
vrednost 0,6929 0,4688** 0,4221*** 0,4243*** 0,5381 0,4080***
SD 0,1046 0,05408 0,1033 0,03276 0,05032 0,1042
21. dan Srednja
vrednost 0,8074 0,6575 0,5813 0,5402 0,7113 0,5890
SD 0,2827 0,06220 0,1233 0,01781 0,06624 0,1351
28. dan Srednja
vrednost 1,062 0,7393** 0,7001** 0,6474*** 0,8230* 0,5552****Y
SD 0,2062 0,1143 0,1332 0,04751 0,08756 0,08246

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001, ****p < 0.0001 (u poredenju sa kontrolom); LIJp < 0.05 (u poredenju sa MIX 4).

Relativne mase organa kod pacova nakon subakutne oralne izloZenosti rastu¢im dozama smese Pb,
Cd, Hg i As prikazane su u Tabeli 6. Relativna masa mozga bila je povecana u MIX 1 i MIX 4
grupi, dok je relativna masa testisa bila povecana jedino u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolnom
grupom. Znacajne promene u relativnoj masi organa u poredenju sa kontrolnom grupom uocene su
u jetri u vidu znac¢ajnog smanjenja u MIX 2, MIX 3, MIX4 i MIX 5 grupi.

Tabela 6. Relativne mase organa kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja
rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Relativna Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
masa organa

Jetra 3,723 3,394 3,039* 3,065* 3,085* 2,903**

Srednja




vrednost

SD 0,2228 0,2796 0,3702 0,2134 0,3870 0,2511
Bubrezi Srednja

vrednost 0,6218 0,6005 0,5664 0,6295 0,6481 0,5907

SD 0,03452 0,02915 0,02031 0,04714 0,05956 0,04803
Mozak Srednja .

vrednost 0,4470 0,4994* 0,4532 0,4838 0,5043* 0,4940

SD 0,009327 0,04510 0,03933 0,02834 0,01995 0,05808
Srce Medijana 0,2809 0,2711 0,2595 0,2981 0,2802 0,3013

Opse (0,2567- (0,2601- (0,2262- (0,2884- (0,2555- (0,2896-

pseg 0,3535) 1,773) 0,2868) 0,3416) 0,3255) 0,3182)

Pluéa Medijana 0,4356 0,4906 0,4459 0,4807 0,4810 0,4613

Opse (0,4226- (0,4668- (0,3778- (0,443- (0,4601- (0,3822-

pseg 0,4867) 0,5103) 0,4722) 0,5213) 0,5612) 0,7063)

Pankreas Srednja

vrednost 0,3641 0,3083 0,2822 0,2276 0,3095 0,2998

SD 0,09712 0,1505 0,05662 0,04555 0,07308 0,09058
Slezina Srednja

vrednost 0,1766 0,1822 0,1598 0,1740 0,1822 0,1500

SD 0,01134 0,02252 0,02976 0,01917 0,02283 0,01198
Testisi Srednja .

vrednost 0,6682 0,7207 0,6733 0,7121 0,7096 0,8262°*

SD 0,08768 0,04565 0,04140 0,1253 0,04371 0,05430
Femur Srednja

vrednost 0,2444 0,2540 0,2248 0,2420 0,2463 0,2735"

SD 0,01301 0,02350 0,02708 0,02549 0,01353 0,02839

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); Ip < 0.05 (u poredenju
sa MIX 2).

4.1.1.3. Nivoi metal(oid)a u krvi

Nivoi ispitivanih metala u krvi kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih rastu¢im dozama smese
metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 7. U poredenju sa kontrolnom grupom, nivoi Pb, Cd i
Hg bili su znacajno povecani jedino u MIX 5 grupi, dok je nivo As bio znacajno povecan u MIX 4 i
MIX 5 grupi.

Tabela 7. Nivoi ispitivanih metala u krvi pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja
rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
metal(oid)a

(ng/mL)

Pb Medijana 0,04215 0,02110 0,03770 0,061307 0,059207 0,08300 71T




Opse (0,0261- (0,01805- (0,02495- (0,0501- (0,0488- (0,06605-
pseg 0,0492) 0,03645) 0,0813) 0,0838) 0,139) 0,1146)
Cd Medijana 0,008500 0,01820 0,01480 0,03500 0,04725 0,08480 T
Opse (0,0072- (0,00975- (0,00945- (0,02115- (0,03995- (0,0608-
pseg 0,0098) 0,0249) 0,04085) 0,05315) 0,0583) 0,1248)
Hg Medijana 0,01135 0,01280 0,02370 0,01220 0,01310 0,035707
(0,00765- (0,0057- (0,0084- (0,007475- (0,01205- (0,0191-
Opseg
0,014) 0,0226) 0,0246) 0,0323) 0,01648) 0,03835)
As Medijana 0,002050 1,315 1,547 1,696 2,342* 3,985
Opse (0,00145- (1,072- (1,104- (1,472- (2,098-
pseg 0,0043) 1,493) 1,869) 1,973) 2,582) (2,435-5,429)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001 (u poredenju sa kontrolom); Tp <0.05, TTTp < 0.001 (u poredenju sa MIX 1).

4.1.1.4. Hematoloski parametri

Hematoloski parametri izmereni kod eksperimentalnih zivotinja izloZenih rastu¢im dozama smese
metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 8. Dobijene su statisticki povecane vrednosti u broju
leukocita i apsolutnog broja bazofila u MIX 5, apsolutnog broja neutrofila i trombocita u MIX 4 i
MIX 5, dok je MCHC povecan u svim tretiranim grupama sa najizrazenijim efektom u MIX 2 i
MIX 3 grupi. Dobijene su statisticki zna¢ajno smanjene vrednosti broja monocita u MIX 2, MIX 3 i
MIX 4, apsolutnog broja monocita u MIX 2 i eozinofila u MIX 2. Smanjene vrednosti Hb, HCT i
apsolutnog broja eritrocita izmerene su u MIX 1, MIX 2, MIX 3 i MIX 5, MCH u MIX 2, MIX 4,
MIX 5, Fe u MIX 1, MIX 2, MIX 4, MIX 5, dok su vrednosti MCV znacajno smanjene u svim
tretiranim grupama u poredenju sa kontrolnom grupom.

Tabela 8. Hematoloski parametri kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja
rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Parametar gﬁé . | Kontrola | MIX1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
Sredma | 3 400 3,240 2,560 4,200 4,900 5,520%
Leukociti vredost
" SD 1,643 0,9940 0,7668 1,581 1,149 2,184
[10°1] o -
odnosu na 4,706 24,706 23,529 44,118 62,353
kontrolu
Medijana | 82,00 81,50 76,10 81,00 7935 80,60
79,65 - 77,65 - 66,25 - 77,15 - 77,93 - 77,50 -
Limfociti [%] | OP%2 86,25 86,05 87,30 82,70 84,30 84,95
% u
odnosu na -0,60976 -7,19512 -1,21951 3,23171 -1,70732
kontrolu
Srednja | 429 1,760 1,280* 1,460* 0,8500%* 2,080
vredost
Monocitl [%] OS/D : 0,6573 0,4393 0,4817 0,6189 0,4359 1,071
0
odnosu na 27,273 47,107 239,669 64,876 -14,050
kontrolu
Medijana | 9,400 10,50 17,10 11,10 13,35 12,00
7,500 - 7,700 - 7,500 - 9,900 - 10,53 - 8,150 -
Neutrofili [%] | OP%2 11,35 12,85 23,20 14,60 13,93 12,50
0,
& u 11,70213 81,91489 18,08511 42,02128 27,65957
odnosu na




kontrolu

Medijana | 0,2000 0,2000 0,4000* 0,2000 0,1000 0,1000
0,1000 - 0,1500 - 0,1000 - 0,1000 -
Opseg 0,4000 0,2000 ?’3880 ) 8’;5)88 0,1750 0,2000
Eozinofili [%)] ’ ’
% u
odnosu na 0 100 0 -50 -50
kontrolu
Srednja | 5 15 5,960 5,780 6,160 5,900 6,020
vredost
Bazofili [%] SD 1,057 2,018 2,284 1,016 1,813 1,773
% u
odnosu na 15,504 12,016 19,380 14,341 16,667
kontrolu
Srednja |, ¢3g 2,666 1,996 3,394 3,973 4,488
Limfociti aps. vredost
0 SD 1,398 0,8828 0,7830 1,405 1,104 1,806
[10°7] % .
odnosu na -6,061 29,669 19,591 39,993 58,140
kontrolu
Medijana | 0,08000 0,06000 0,04000* 0,06000 0,03500 0,1300
0,05000 - 0,04000 - 0,02000 - 0,03000 - 0,02000 - 0,07000 -
.. Opseg 0,1200 0,06500 0,04500 0,09500 0,05750 0,1400
Monociti aps.
[10°n %7 .
odnosu na -25 -50 -25 -56,25 62,5
kontrolu
Medijana | 0,2700 0,3200 0,2600 0,5000 0,6250%* 0,4000*
0,2000 - 0,2650 - 0,2300 - 0,3750 - 0,5350 - 0,3450 -
Neutrofili aps. | Opseg 0,4250 0,3650 0,5800 0,5850 0,6400 0,9250
[10°7)]
% u
odnosu na 18,51852 -3,7037 85,18519 131,4815 48,14815
kontrolu
Medijana | 0,01000 0,01000 0,01000 0,01000 0,005000 0,01000
0,000 - 0,000 - 0,00500 - 0,01000 - 0,000 - 0,005000 -
- Opseg 0,01000 0,01000 0,02500 0,01000 0,01000 0,01000
Eozinofili aps.
[10°71] % "
odnosu na 0 0 0 -50 0
kontrolu
‘5;:3218‘: 0,1698 0,1966 0,1448 0,2520 0,2790 0,3242+
Bazofili  aps. —g 0,08878 0,09401 0,06985 0,07142 0,07399 0,1401
[10°7] % .
odnosu na 15,783 -14,723 48,410 64,311 90,931
kontrolu
Medijana | 11,00 6,540%** 7,060%* 7,340%* 8,300 7,860%
10,16 - 6,120 - 6,790 - 6,640 - 7,810 - 5,760 -
o Opseg 11,41 7,290 7,440 7,540 8,445 8,070
Eritrociti aps.
(RBC) [10'/1] % "
odnosu na -40,5455 35,8182 33,2727 24,5455 -28,5455
kontrolu
Medijana | 226,0 138,0%* 140,0* 146,0* 148,0 136,0%**
217,0 - 124,0 - 137,0 - 133,0 - 137,0 - 98,00 -
Hemoglobin Opseg 232,0 144,0 144,0 150,0 150,0 140,0
(Hb) [gN] % "
odnosu na 38,9381 -38,0531 -35,3982 -34,5133 -39,823
kontrolu
Medijana | 0,6720 0,3840%** 0,4000%* 0,4080* 0,4240 0,3940% %
0,6380 - 0,3550 - 0,3860 - 0,3670 - 0,3955 - 0,2770 -
Hematokrit Opseg 0,6850 0,4150 0,4110 0,4240 0,4345 0,4040
(HCT) [I1] 7 .
odnosu na 42,8571 40,4762 -39,2857 36,9048 41,369
kontrolu
MCV [f]] Srednja 61,44 57,68%* 55,76%%k% | 55 7wk 51,05%%%x 49 34% %%




vredost
SD 3,065 1,117 0,6768 1314 1,139 1,568
% u
odnosu na -6,120 -9,245 9,310 -16,911 -19,694
kontrolu
Srednja | 5 ¢ 20,22 19,76* 19,96 17,70%%%* 17,26%++
vredost

MCH [pg] SD 1,093 0,6907 0,4278 0,5505 0,4243 0,5857
% u
odnosu na 2,788 -5,000 -4,038 -14,904 -17,019
kontrolu
Srednja | 53¢ ¢ 350,8%%* 354, 8wk | 358wk 346,8* 349,8%*
vredost

MCHC [g/dl] | SD 3,435 5,310 4,970 4,868 2,630 7,050
% u
odnosu na 3,603 4,784 5,789 2,422 3,308
kontrolu
Srednja | ;5 ¢ 5324 514,8 560,0 665,0%* 772, 8%%kx

.. vredost

Trombociti SD 115,7 57,61 25,16 100,7 75,29 1214

[10°7] o "
odnosu na 11,943 8,242 17,746 39,823 62,489
kontrolu
Srednja | 57 95 36,66* 36,25 49,83 3537 38,46
vredost

Fe [pmol/l] SD 16,00 13,39 6,747 1357 13,35 18,60
% u
odnosu na -36,706 37,414 -13,968 238,933 233,598
kontrolu

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). RBC: eritrociti, HGB: hemoglobin, HCT: hematokrit, MCV: srednji
korpuskularni volumen, MCH: srednji korpuskularni hemoglobin, MCHC: srednja korpuskularna koncentracija
hemoglobina. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (u poredenju sa kontrolom).

Posmatrajuc¢i hematoloske parametre i modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i
hematoloskih parametara dobijena je dozna zavisnost sa najuzim BMDI za MCH, zatim MCV.
Takode, BMD analiza je pokazala da je uspostavljen odnos doza-odgovor i za leukocite, eozinofile,
apsolutni broj limfocita, apsolutni broj neutrofila i apsolutni broj bazofila, MCHC i trombocite sa
Sirim intervalima. Uzimajuc¢i u obzir kriterijume za potvrdu efekta, najniza BMDL vrednost
utvrdena je za MCV (BMDL.: 3,150E-04 mg Pb/kg t.m./dan, 1,050E-03 mg Cd/kg t.m./dan, 2,100E-
05 mg Hg/kg t.m./dan i 2,100E-04 mg As/kg t.m./dan). Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa
doza odgovor prikazani su u Tabeli 9, dok je graficki prikaz potvrdenih efekata u Prilogu 1 (Slika
1). Za ostale ispitivane efekte na hematoloske parametre u krvi nije dobijena dozna zavisnost.

Tabela 9. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene hematoloSke parametre kod pacova
nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese toksicnih metala (MIX)

Parametar | mg Pb/kg t.m./dan mg Cd/kg t.m./dan mg Hg/kg t.m./dan mg As/kg t.m./dan
(BMDL -
BMDU)

Leukociti|

10°0) 4,350E-08 - 7,740E-02 | 1,450E-07 - 2,580E-01 | 2,900E-09 - 5,160E-03 | 2,900E-08 - 5,160E-02

Eozinofili

(%] 1,944E-08 - 3,810E-01 | 6,480E-08 -1,270E+00 | 1,296E-09 - 2,540E-02 | 1,296E-08 - 2,540E-01
()

Limfociti
aps. 6,000E-08 - 3,570E-01 2,000E-07 -1,190E+00 | 4,000E-09 - 2,380E-02 | 4,000E-08 - 2,380E-01
[10°1]

Neutrofili | 5,820E-09 - 3,510E-02 | 1,940E-08 - 1,170E-01 | 3,880E-10 - 2,340E-03 | 3,880E-09 - 2,340E-02




aps.
[10°/1]

Bazofili

aps. 2,424E-08 - 5,160E-02 | 8,080E-08 - 1,720E-01 | 1,616E-09 - 3,440E-03 | 1,616E-08 - 3,440E-02
[10°1]

MCV [fl] | 3,150E-04 - 1,077E-02 | 1,050E-03 - 3,590E-02 | 2,100E-05 - 7,180E-04 | 2,100E-04 - 7,180E-03
MCH [pg] | 6,030E-03 - 1,287E-01 | 2,010E-02 - 4,290E-01 | 4,020E-04 - 8,580E-03 | 4,020E-03 - 8,580E-02
ll‘gqfﬂfllc 6,900E-02 -2,745E+02 | 2,300E-01 -9,150E+02 | 4,600E-03 -1,830E+01 | 4,600E-02 -1,830E+02
Er[‘i‘(;;'/’l;’“ 1,917E-05 - 6,990E-02 | 6,390E-05 - 2,330E-01 | 1,278E-06 - 4,660E-03 | 1,278E-05 - 4,660E-02

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza. Podebljano oznacene vrednosti su intervali doza-odgovor koji ispunjavanju kriterijume za prihvatanje
(BMDU/BMDL < 50, BMD/BMDL < 20, da izracunata BMD nije 10 puta niza od najnize doze primenjene u studiji).
MCV: srednji korpuskularni volumen, MCH: srednji korpuskularni hemoglobin, MCHC: srednja korpuskularna
koncentracija hemoglobina.

4.1.1.5. Biohemijski parametri

Biohemijski parametri izmereni kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih rastu¢im dozama smese
metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 10.

U grupi MIX 3 uocena je statisticki znacajno niZza vrednost u nivou CRP u poredenju sa grupom
MIX 1, iako ni u jednoj tretiranoj grupi nije uoceno znacajno odstupanje od vrednosti kontrolne

grupe.

Nivo glukoze u krvi eksperimentalnih Zivotinja takode nije bio statisticki znacajno izmenjen u
poredenju sa vrednostima kontrolne grupe, ali je u grupi MIX 1 i MIX 5 uoceno povecéanje nivoa
ovog parametra.

Nivo ukupnog holesterola nije bio statisticki znacajno izmenjen u tretiranim grupama u poredenju
sa vrednostima kontrolne grupe, ali je u MIX 4 grupi uoceno znacajno smanjenje ovog parametra u
poredenju sa MIX 2 grupom. Uoceno je smanjenje HDL nivoa zavisno od doze, ali je statisticki
znacajna razlika uocena samo u MIX 5 grupi. LDL nivoi nisu bili znacajno razli¢iti u poredenju sa
vrednostima kontrolne grupe, ali je u MIX 5 grupi uoCeno znacajno povecanje LDL nivoa u
poredenju sa MIX 1 grupom. Uoceno je smanjenje nivoa triglicerida u svim tretiranim grupama u
poredenju sa vrednostima kontrolne grupe, sa statistickom znacajnoséu u MIX 1, MIX 3, MIX 4,
MIX 5 grupi.

Uocen je smanjen nivo uree u svim tretiranim grupama u poredenju sa vrednostima kontrolne
grupe, sa statistickom znacajnos¢u u MIX 2 grupi. Zabelezeno je i statisticki znacajno smanjenje
nivoa kreatinina u MIX 4 grupi u poredenju sa MIX 1 i MIX 2 grupom. Nivo mokraéne kiseline je u
svim tretiranim grupama bio povecan, ali bez statisticke znacajnosti.

U nivou ukupnih proteina nije bilo statisticki znacajnih promena, ni u poredenju sa vrednostima
kontrolne grupe, ni pri poredenju tretiranih grupa. Uocen je smanjen nivo albumina u MIX 5 grupi u
poredenju sa vrednostima kontrolne grupe i MIX 3 grupe.

Od biohemijskih parametara funkcije jetre u serumu, uocena su znacajna odstupanja od vrednosti
kontrolne grupe u nivoima direktnog bilirubina i ALP, dok ukupni bilirubin, ALT i AST nisu bili
znacajno razliCiti u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe. U poredenju sa vrednostima
kontrolne grupe, direktni bilirubin bio je znacajno povecan u svim grupama, dok je ALP bio
povecéan u svim tretiranim grupama sa najizrazenijim efektom u grupi MIX 5. Uocen je isti obrazac
promena u nivoima AST i ALT, ¢ije su vrednosti bile blago povecane u MIX 1 i MIX 2 grupi, dok
su smanjene vrednosti uocene u visim doznim nivoima (MIX 3, MIX 4 i MIX 5 grupi).



Vrednosti kreatin kinaze nisu bile znacajno promenjene u poredenju sa kontrolnim vrednostima,
iako je uoceno povecanje u MIX 1 1 MIX 2 grupi.

Uoceno je znacajno povecanje homocisteina u MIX 2 grupi u odnosu na kontrolne vrednosti.

Smanjene vrednosti serumskog gvozda uocene su u svim tretiranim grupama u poredenju sa
vrednostima kontrolne grupe, sa statistickom znacajnos¢u u MIX 1, MIX 2, MIX 4, MIX 5 grupi,
dok su vrednosti Na” znadajno smanjene u MIX 1 u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe. Nisu
uodene statisti¢ki znatajne razlike u nivoima K', CI', Ca*", PO,>, Mg”" u poredenju sa vrednostima
kontrolne grupe.

Tabela 10. Biohemijski parametri kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja
rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Parametar Prikaz Kontrola | MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5

rezultata

Medijana | 0,07000 | 0,1000 0,09000 0,050007 0,09000 0,08000

Opseg 0,025- 0,06- 0,0575-
CRP (mg/L) 0,195 0,115 0,1075 0,00975-0,085 | 0,09-0,09 0,07-0,11

% u

odnosu na

kontrolu 42,857 28,571 28,571 28,571 14,286

Medijana | 9,000 15,80 3,850 7,000 7,600 12,30
Glukoza Opseg 782095 | 7,3-204 | 5,8759,725 | 5,3-14,33 2.9-11,7 9.2-20,65
(mmol/L)

% u

odnosu na

kontrolu 75,556 -1,667 22,222 -15,556 36,667

Srednja

vrednost 1,452 1,490 1,568 1,360 1,270* 1,394
Holesterol SD 0,09121 | 0,1063 0,1680 0,1649 0,1308 0,2372
(mmol/L)

% u

odnosu na

kontrolu 2,617 7,989 -6,336 -12,534 -3,994

Srednja X

vrednost 1,102 1,016 0,9875 0,9250 0,8867 0,8700
HDL SD 0,1008 0,1038 0,1517 0,1038 0,06506 0,2442
(mmol/L)

% u

odnosu na

kontrolu -7,804 -10,390 -16,062 -19,537 21,053

Medijana | 0,2100 0,1300 0,1300 0,1250 0,1400 0,41007

Onse 0,14- 0,035- 0,1125-
LDL pseg 0,245 0,23 0,2975 0,095-0,305 0,13-0,23 0,2-0,435
(mmol/L)

% u

odnosu na

kontrolu -38,095 -38,095 40,476 33,333 95,238

Srednja .
Trigliceridi | vrednost 1,078 0,7520 0,9675 0,5775 04767 0,4900  TH
(mmol/L)

SD 0,1386 0,2331 0,2883 0,1028 0,1115 0,1823




% u

odnosu na

kontrolu 30,241 -10,250 46,429 -55,779 54,545

Medijana | 10,00 7,400 6,200 6,850 7,300 7,600
Urea Opseg 925-10,1 | 6,75-8,15 | 5,9-7,025 6,125-8,025 773 6,8-9,55
(mmol/L) % "

odnosu na

kontrolu -26,000 -38,000 31,500 27,000 -24,000

Srednja

vrednost 39,20 43,60 42,50 41,00 34,00™ 40,30
Kreatinin SD 3,701 6,229 2,887 5,831 1,732 5,404
(nmol/L)

% u

odnosu na

kontrolu 11,224 8,418 4,592 13,265 4,082

Srednja

vrednost 202,4 354,8 258,0 280,3 221,7 266,8
Mokracna SD 96,53 158,7 82,37 128,6 76,01 133,7
Kiselina
(nmol/L) % .

odnosu na

kontrolu 75,296 27,470 38,488 9,536 31,818

Srednja

vrednost 64,20 64,00 64,25 64,50 65,00 62,40
Ukupni SD 3271 2,236 3,594 3,109 4359 1,817
proteini
(g/L) A——

odnosu na

kontrolu 0,312 0,078 0,467 1,246 2,804

Medijana | 44,00 43,00 43,50 44,50 43,00 39,00
Albumin Opseg 43-455 40-44,5 41,5-44,75 42.5-45 33-46 39-40,5
@/L) D —

odnosu na

kontrolu 2273 -1,136 1,136 2,273 11,364

Medijana | 1,000 1,200 1,400 1,150 1,300 1,200
Ukupni Opseg 0,95-13 | 0,95-1,55 | 1,25-2,375 0,95-1,425 12-1,5 0,95-1,65
bilirubin
(nmol/L) % u

odnosu na

kontrolu 20,000 40,000 15,000 30,000 20,000

Srednja

vrednost 0,2600 0,5600* | 0,4000* 0,5250* 0,5333* 0,5400%*
Direktni SD 0,2074 0,1673 0,2582 0,1258 0,1155 0,1817
bilirubin
(pmol/L) % "

odnosu na

kontrolu 115385 | 53,846 101,923 105,115 107,692

Medijana | 235,0 2440 2460 147,0 140,0 147,0
AST (U/L) o 1535-

psceg 146-4245 | 2725 189,8-324,8 | 116,5-288,5 133-199 136,5-171




% u

odnosu na
kontrolu 3,830 4,681 -37,447 -40,426 37,447
Medijana | 60,00 61,00 71,00 53,00 58,00 51,00F
Opseg 33,5
ALT (UIL) 115,5 51-74 65,25-76,75 | 47,5-78,75 51-64 45-69
% u
odnosu na
kontrolu 1,667 18,333 -11,667 3,333 -15,000
Srednja . -
vrednost 236,8 164,6 185,3 175.8 146,0 131,277+
ALP (U/L) SD 13,29 32,78 50,68 10,94 9,849 32,88
% u
odnosu na
kontrolu -30,490 21,748 25,760 -38,345 -44,595
Medijana | 1161 5457 5937 1823 810,0 1706
Kreatin Opse 888,5- 2593-
Kinaza (U/L) | ~P°°8 7008 7894 2279-9854 355,8-7001 405-4599 621-2558
% u
odnosu na
kontrolu 370,026 | 411,370 57,020 -30,233 46,942
Srednja X
vrednost 9,236 10,20 13,23 11,03 8,863% 8,982%
Homocistein =515 3,250 3,123 0,5180 2,593 2,608 1,733
(pmol/L) % "
odnosu na
kontrolu 10,437 43,044 19,424 -4,039 2,750
Srednja 57,92 36,66* 36,25% 49,83 35,37 38,46*
vredost
Serumsko
gvozde SD 16,00 13,39 6,747 1,357 13,35 18,60
(nmol/L) % u
odnosu na -36,706 37,414 -13,968 -38,933 -33,598
kontrolu
Srednja A
vrednost 152,2 144,8 148.8 15437 153,71 147,4%
R
Na SD 2,168 2,168 5,679 7,411 5,774 3,362
(mmol/L) % "
odnosu na
kontrolu -4,862 2,234 1,380 0,986 -3,154
Srednja
vrednost 6,420 7,460 7,725 7,100 6,667 7,080
.
K SD 1,018 1,043 1,204 0,9626 1,250 1,195
(mmol/L) % "
odnosu na
kontrolu 16,199 20,327 10,592 3,847 10,280
cr Srednja
vrednost 103,6 99,80 102,3 104,87 103,7 103,0




(mmol/L) SD 1,342 1,924 4,573 4,113 3,512 2,000
% u
odnosu na
kontrolu -3,668 -1,255 1,158 0,097 -0,579
Medijana 3,220 3,290 3,465 2,775 3,770 3,450
st 3,13-
Ca Opseg 3,335 3,13-3,78 | 2,418-3,755 | 2,233-3,73 2,29-3,84 3,115-3,735
(mmol/L) % "
odnosu na
kontrolu 2,174 7,609 -13,820 17,081 7,143
Srednja
vrednost 3,652 3,744 4,020 4,118 4,080 3,220
3-
PO, SD 0,4289 0,4387 0,3556 0,4245 0,4036 0,4720
(mmol/L) % u
odnosu na
kontrolu 2,519 10,077 12,760 11,720 -11,829
Srednja
vrednost 1,576 1,816 1,793 1,865 1,657 1,606
M 2+
g SD 03118 0,3682 0,1863 0,1682 0,07234 0,3860
(mmol/L) % "
odnosu na
kontrolu 15,228 13,769 18,338 5,140 1,904

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6 CRP: C-reaktivni protein; AST: aspartat aminotransferaza, ALT: alanin
aminotransferaza, ALP: alkalna fosfataza, HDL: lipoprotein visoke gustine, LDL: lipoprotein niske gustine.*p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa kontrolnom grupom); Tp < 0.05 (u poredenju sa MIX 1
grupom); Ip < 0.05 (u poredenju sa MIX 2 grupom); #p < 0.05 (u poredenju sa MIX 3 grupom); kl"p < 0.05(u poredenju
sa MIX 4 grupom).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i biohemijskih parametara u krvi, potvrdena
je dozna zavisnost za albumin, ALP, neorganski fosfor, HDL i trigliceride. Kriterijume za potvrdu
efekta ispunjava rezultat modelovanja odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i neorganskog fosfata.
Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa doza odgovor prikazani su u Tabeli 11, dok je graficki
prikaz potvrdenog efekata u Prilogu 1 (Slika 2). Za ostale ispitivane efekte na biohemijske
parametre nije potvrdena dozna zavisnost.

Tabela 11. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksicnih metal(oid)a u odnosu na izmerene biohemijske parametre kod pacova
nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese toksicnih metala (MIX)

Parametar
(BMDL - BMDU)

mg Pb/kg t.m./dan

mg Cd/kg t.m./dan

mg Hg/kg t.m./dan

mg As/kg t.m./dan

HDL 2,13E-07 - 3,81E-01 7,11E-07 - 1,27E+00 | 1,42E-08 - 2,54E-02 | 1,42E-07 - 2,54E-01
Trigliceridi 6,15E-09 - 1,19E-02 | 2,05E-08 - 3,96E-02 | 4,10E-10 - 7,92E-04 | 4,10E-09 - 7,92E-03
Albumin 9,78E-03 - 9,39E-01 3,26E-02 - 3,13E+00 | 6,52E-04 - 6,26E-02 | 6,52E-03 - 6,26E-01

ALP

5,34E-09 - 3,75E-03

1,78E-08 - 1,25E-02

3,56E-10 - 2,50E-04

3,56E-09 - 2,50E-03




Fosfor neorganski 4,11E-02 - 7,11E-01 | 1,37E-01 - 2,37E+00 | 2,74E-03 - 4,74E-02 | 2,74E-02 - 4,74E-01

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza. Podebljano oznacene vrednosti su intervali doza-odgovor koji ispunjvaju kriterijume za prihvatanje
(BMDU/BMDL < 50, BMD/BMDL < 20, da izrac¢unata BMD nije 10 puta niza od najnize doze primenjene u studiji) .

4.1.1.6. Nivoi hormona

Hormoni izmereni u krvi eksperimentalnih zivotinja izloZenih rastu¢im dozama smeSe metala
tokom 28 dana prikazani su na Slici 5.

Nivoi T3 i T4 hormona bili su poveéani u MIX 2, MIX 3 i MIX 4 grupi bez statisticke znacajnosti.
Medutim, u poredenju sa grupama sa povecanim vrednostima T3 i T4, MIX 5 grupa je imala
znacajno nize vrednosti. Sli¢an trend uocen je i u slucaju fT3 i1 fT4, sa znacajnim poveéanjem u
MIX 2 i MIX 4 grupi u slucaju fT4.

Uoceno je da je nivo androstendiona znacajno poveéan u MIX 1 grupi, dok je nivo kortizola
znac¢ajno smanjen u MIX 4 grupi u poredenju sa kontrolnom grupom. Dobijeno je i da je nivo
aldosterona znacajno smanjen u MIX 3 i MIX 4 grupi, dok je MIX 5 grupa imala blago povecane
vrednosti u poredenju sa kontrolnom grupom. Nivoi testosterona i renina nisu bili znacajno
promenjeni u poredenju sa kontrolom.
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Slika 5. Hormoni u krvi pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama
smesSe Pb, Cd, Hg i As. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference,
LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa
doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3;
Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). T3: trijodtironin, T4: tiroksin, fT3: slobodni
trijodtironin, fT4: slobodni tiroksin. *p < 0.05 (u poredenju sa kontrolom); Tp <0.05 (u poredenju sa MIX 1); ip <0.05,
IIp <0.01 (u poredenju sa MIX 2); “p < 0.05, *p < 0.01 (u poredenju sa MIX 3); LPL'Jp <0.01 (u poredenju sa MIX 4).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i nivoa hormona u krvi, potvrdena je dozna
zavisnost za aldosteron, fT3, kortizol i T3. Kriterijume za potvrdu efekta ispunjava rezultat



modelovanja odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i T3. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa
doza odgovor prikazani su u Tabeli 12, dok je graficki prikaz potvrdenog efekata u Prilogu 1 (Slika
3). Za ostale ispitivane efekte na nivo hormona u krvi nije potvrdena dozna zavisnost.

Tabela 12. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene nivoe hormona kod pacova nakon

subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Parametar mg Pb/kg t.m./dan mg Cd/kg t.m./dan mg Hg/kg t.m./dan | mg As/kg t.m./dan
(BMDL

BMDU)

T3 2,29E-02 - 6,84E-01 7,64E-02 - 2,28E+00 1,53E-03 - 4,56E-02 | 1,53E-02 - 4,56E-01
fT3 8,40E-03 - 5,88E-01 2,80E-02 - 1,96E+00 5,60E-04 - 3,92E-02 | 5,60E-03 - 3,92E-01
Kortizol 2,21E-07 - 1,16E-01 7,36E-07 - 3,86E-01 1,47E-08 - 7,72E-03 | 1,47E-07 - 7,72E-02
Aldosteron 5,04E-06 - 4,59E-01 1,68E-05 - 1,53E+00 3,36E-07 - 3,06E-02 | 3,36E-06 -3,06E-01

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza. Podebljano oznacene vrednosti su intervali doza-odgovor koji ispunjavaju kriterijume za prihvatanje
(BMDU/BMDL < 50, BMD/BMDL < 20, da izratunata BMD nije 10 puta niza od najnize doze primenjene u studiji).
T3: trijodtironin, fT3: slobodni trijodtironin.

4.1.1.7. Parametri redoks statusa u plazmi

Parametri redoks statusa izmereni u plazmi kod eksperimentalnih Zzivotinja izlozenih rastué¢im
dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazani su na Slici 6.

ZnaCajno povecanje u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe uoceno je kod sledeéih
parametara: O, —u MIX 1, MIX 3 i MIX 4 grupi, PAB — u svim tretiranim grupama, MDA - u
MIX 2, MIX 3 i MIX 4 grupi, AOPP - u MIX 1, MIX 2 i MIX 5 grupi, TAS — MIX 3 i MIX 4
grupi. Znac¢ajno smanjenje u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe uoceno je kod parametara
TOS - u MIX 4 grupi i SH grupa - u MIX 2, MIX 4 1 MIX 5 grupi.

Takode, uocen je znacajno razlic¢it indeks oksidativnog stresa u MIX 4 grupi u poredenju sa
vrednostima kontrolne grupe (Prilog 1 Tabela 1). Dodatno, uoceno je da skor oksidativnog
oste¢enja bio znaCajno izmenjen u svim tretiranim grupama u poredenju sa vrednostima kontrolne
grupe, medutim znacajne izmene u vrednostima skora oksidativne ravnoteze uocene su u MIX 1,
MIX 2 i MIX 5 grupi (Prilog 1 Tabela 2).
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Slika 6. Parametri redoks statusa u plazmi pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja
rastu¢im dozama smeSe toksi¢nih metala (MIX). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = standardna
devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX:
Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1,
0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). TOS:
totalni oksidativni status, O,™: superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-antioksidativni balans, MDA:
malondialdehid, AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom modifikovan albumin, SOD:
aktivnost enzima superoksid dismutaze, SH grupe: ukupne sulfhidrilne grupe, TAS: totalni antioksidativni status. *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa kontrolom); 'p < 0.05 (u poredenju sa MIX 1); *p <
0.01 (u poredenju sa MIX 2); “p < 0.05 (u poredenju sa MIX 3); *¥p < 0.01 (u poredenju sa MIX 4).



Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i parametara redoks statusa u plazmi
potvrdena je dozna zavisnost za nivoe MDA, SH i SOD. Kiriterijume za potvrdu efekta ispunjava
rezultat modelovanja odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i nivoa SOD. Rezultati dobijeni
modelovanjem odnosa doza odgovor prikazani su u Tabeli 13, dok je graficki prikaz potvrdenog
efekta u Prilogu 1 Slika 4. Za ostale ispitivane efekte na nivo parametara oksidativog stresa u krvi
nije potvrdena dozna zavisnost. Najuzi BMDI za efekte vezane za krv, predstavlja BMDI za SOD u
krvi.

Tabela 13. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene parametre redoks statusa u plazmi kod
pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im niskim dozama smese toksi¢nih
metala (MIX).

Parametar | mg Pb/kg t.m./dan mg Cd/kg t.m./dan mg Hg/kg t.m./dan mg As/kg t.m./dan
(BMDL -

BMDU)

MDA 3,00E-09 - 2,23E-04 1,00E-08 - 7,43E-04 | 2,00E-10 - 1,49E-05 | 2,00E-09 - 1,49E-04
SOD 1,81E-01 -7,89E-01 6,03E-01 - 2,63E+00 | 1,21E-02 - 5,26E-02 | 1,21E-01 - 5,26E-01
SH 7,95E-09 - 2,23E-01 2,65E-08 -7,43E-01 5,30E-10 - 1,49E-02 | 5,30E-09 - 1,49E-01

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza. Podebljano oznacene vrednosti su intervali doza-odgovor koji ispunjavaju kriterijume za prihvatanje
(BMDU/BMDL < 50, BMD/BMDL < 20, da izracunata BMD nije 10 puta niza od najnize doze primenjene u studiji).

4.1.1.8. Nivoi bioelemenata u krvi

Nivoi ispitivanih bioelemenata u krvi kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih rastu¢im dozama
smesSe metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 14. Nivoi bioelemenata nisu se znacajno
razlikovali u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe, iako je uoceno smanjenje u nivoima Zn i
Fe u MIX 5 grupi.

Tabela 14. Nivoi ispitivanih bioelemenata u krvi pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
bioelemenata
(ng/mL)
Cu Srednja
vrednost 1,249 1,215 1,269 1,395 1,782 1,330
SD 0,2259 0,06694 0,2729 0,4048 0,3200 0,2608
Zn Srednja
vrednost 7,381 6,065 6,707 7,697 7,359 5,187
SD 1,728 0,5059 1,400 2,516 0,9419 1,331
Fe Srednja
vrednost 736,7 684,4 756,9 764.,8 833,9 539,1%
SD 295,7 65,50 162,3 148,1 115,7 197,4
Mn Srednja
vrednost 0,2888 0,2297 0,2782 0,2727 0,2809 0,2155
SD 0,08198 0,01796 0,05690 0,07365 0,01217 0,04800




Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). L'Jp < 0.05 (u poredenju sa
MIX 4).

4.1.1.9. Nivoi metal(oid)a 1 bioelemenata u fecesu

Nivoi ispitivanih metal(oid)a u fecesu eksperimentalnih Zivotinja izloZenih rastu¢im dozama smese
metal(oid)a (Pb+Cd+Hg+As) nakon 14 i 28 dana prikazani su u Tabeli 15. Nakon 14 dana, uoceno
je znacajno povecanje nivoa Cd u fecesu u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolnom grupom. Nakon
28 dana, uocCeno je znacajno povecanje nivoa Pb u fecesu u MIX 4 1 MIX 5 grupi u poredenju sa
kontrolnom grupom, dok je nivo Cd bio znacajno povecan u MIX 5 grupi.

Tabela 15. Nivoi ispitivanih metal(oid)a u fecesu pacova nakon 14. i 28. dana oralnog izlaganja
rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola | MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
metal(oid)a
(ng/g)
Feces (14. dan)
Pb Medijana | 1,861 1,681 2,321 2,779 2,124 16,48
o (1,151- (1,082- (2,067- (0,919- (1,173- (7,035-
pseg 2,261) 11,24) 9,424) 12,56) 4,143) 21,17)
Ccd Medijana | 0,5371 0,3345 0,7257 1,682 2,4887 65,91 1TTF
o (0,1465- (0,18- (0,5271- (1,875- (27,44-
pseg 0,6479) 0,4172) 0,8772) (1,42-2,52) | 4,887) 74,09)
Hg Medijana | NA 0,08824 0,04910 0,04168 0,02882 0,07035
o NA (0,02489- | (0,02194- | (0,01224- | (0,02047- | (0,06741-
pseg 0,1137) 0,07695) 0,1677) 0,03716) 0,139)
As NA 0,1544 0,6204 0,05001 0,08453 0,2704
NA (0,08287- | (0,4388- (0,013- (0,02758- | (0,1763-
0,4513) 0,802) 0,08702) | 0,08778) | 0,3401)
Feces (28. dan)
Pb Medijana | 0,7776 1,255 2,350 14,75 11,94 61,9271
o (0,5771- (0,7396- (1,522- (2,297- (8,758~ (45,13-
pseg 1,023) 1,739) 3,267) 19,22) 44,13) 131,9)
Cd Medijana | 0,4964 0,8023 4,726 48,70 28,22 232,61
o (0,2765- (0,3597- (1,634- (7,057- (24,35- (174,5-
pseg 1,573) 2,213) 7,058) 69,09) 137,4) 480,4)
Hg Medijana | 0,04639 0,01291 0,08685 0,06853 0,02361 0,4650
o (0,005657- | (0,01092- | (0,05949- | (0,03902- | (0,01253- | (0,2965-
pseg 0,08082) 0,05064) 0,3407) 0,187) 0,1308) 1,038)
As Srednja
vrednost | 0,4424 0,1522 0,3157 0,2186 0,2556 0,3619




SD 0,2354 0,09455 0,1447 0,2296 0,1644 0,2604

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001 (u poredenju sa kontrolom); Tp <0.05,
TTp <0.01, TTTp < 0.001 (u poredenju sa MIX 1); ip < 0.05 (u poredenju sa MIX 2). NA- ispod limita kvantifikacije
(LOQ: 0,00002 pg/mL).

Nivoi ispitivanih bioelemenata u fecesu eksperimentalnih zivotinja izloZenih rastu¢im dozama
smeSe metala nakon 14 i1 28 dana prikazani su u Tabeli 16. Nakon 14 dana, uo¢eno je znacajno
smanjenje nivoa Fe u fecesu u MIX 1 i MIX 4 grupi u poredenju sa kontrolnom grupom, dok je u
MIX 5 grupi uoceno blago poveéanje. Nakon 28 dana, uoceno je blago povecanje nivoa svih
bioelemenata u poredenju sa kontrolnom grupom, bez statistiCke znacajnosti.

Tabela 16. Nivoi ispitivanih bioelemenata u fecesu pacova nakon dva vremenska perioda (14. i 28.
dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola | MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
bioelemenata
(ng/g)
Feces (14. dan)
Cu Medijana | 48,43 25,87 28,49 30,12 20,98 56,47
Opseg (34,12- (22,39- (21,3- (27,71- (16,49- (47,85-62,85)
53,02) 31,1) 31,34) 32,18) 33,72)
Zn Medijana | 409,1 212,2 2229 255,1 189,3 423,677
Opseg (274.6- (192,7- (175,8- (226- (139- (392,1-492,5)
433,5) 244.8) 254,8) 264,6) 289,3)
Fe Srednja 508,1 307,5% 328,2 342,7 298,7* 639, 3 TTTHFFFFEY
vrednost
SD 99,90 38,81 79,75 42,54 155,7 100,9
Mn Medijana | 381,6 197,7 213,4 2282 166,3 399,577
Opseg (247.6- (181,2- (169,5- (203- (125,1- (365,7-470,7)
395,6) 221,8) 228) 247.2) 275)
Feces (28. dan)
Cu Srednja
vrednost | 46,60 54,26 63,45 58,59 60,20 55,44
SD 13,26 15,39 4,172 15,47 11,45 9,076
Zn Srednja
vrednost | 337,9 387,7 503,7 4275 4552 436,2
SD 98,44 126,0 82,77 110,4 75,96 82,48
Fe Srednja
vrednost 437,0 507,8 571,7 557,4 587,8 594,9
SD 119,5 161,1 62,48 140,3 98,81 125,5




Mn Medijana 309,0 359,5 398,1 381,8 352,2 368,8

(222,1- (2274- | (371,3- | (276- (3154-

Opseg 347) 415.2) 414,7) 405,7) 412,3) (299,1-396,3)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0.06, 0,18, 0,6). *p < 0.05 (u poredenju sa kontrolom); o < 0.05, ™p < 0.001 (u
poredenju sa MIX 1); IIIp < 0.001 (u poredenju sa MIX 2); #p < 0.001 (u poredenju sa MIX 3); LIM'Jp <0.01, L'JLWp (u
poredenju sa MIX 4).

4.1.1.10. Nivoi metal(oid)a u tkivima
Jetra

Nivoi ispitivanih metala u tkivu jetre kod eksperimentalnih Zivotinja izloZenih rastu¢im dozama
smeSe metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 17. lako je primeéen veci nivo Pb u MIX 5
grupi, nije bilo znacajne razlike u poredenju sa kontrolnom grupom ni u jednoj tretiranoj grupi.
Nivo Cd bio je znacajno povecan u visSim doznim nivoima — u MIX 3, MIX 4 i MIX 5 grupi u
poredenju sa kontrolnom grupom. U poredenju sa kontrolnom grupom, nivo Hg bio je znacajno
smanjen u MIX 3 1 MIX 4 grupi, dok je nivo As bio znacajno povec¢an u MIX 5 grupi.

Tabela 17. Nivoi ispitivanih metala u jetri pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja
rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola | MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
metal(oid)a(pg/g)
Pb Medijana 0,1621 0,1329 0,1317 0,1671 0,1739 0,22037
Opse (0,1291- (0,08022- (0,1179- (0,1083- (0,1527-
pseg 0,1951) 0,2617) 0,2278) 0,3664) 0,2786) (0,174-0,3243)
cd Medijana 0,05487 0,04405 0,1434 1,2047 3,088 17 9,235 TTTTH
Opse (0,04335- | (0,04104- (0,101- (0,9679-
pseg 0,06529) 0,06937) 0,1732) 1,293) (2,552-3,439) | (8,37-13,23)
Hg Medijana 0,01728 0,01481 0,01493 0,003048 0,0003890* 0,078327
Opse (0,01645- | (0,001867- | (0,008149- | (0,001439- | (0,000326-
pseg 0,02209) 0,01683) 0,02129) 0,00341) 0,01478) (0,03188-0,09673)
As Srednja
vrednost 0,05092 0,09426 0,1008 0,09128 0,1014 0,1498" T
SD 0,008347 | 0,05338 0,01420 0,01617 0,07133 0,01879

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001 (u poredenju sa kontrolom); Tp <0.05,
T < 0.01, T p < 0.0001 (u poredenju sa MIX 1); ¥p < 0.01 (u poredenju sa MIX 2); *p < 0.05, #p < 0.01 (u
poredenju sa MIX 3).

Bubrezi

Nivoi ispitivanih metala u tkivu bubrega kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih rastu¢im dozama
smese metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 18. U poredenju sa kontrolom, nivoi Pb i Cd i
Hg bili su znacajno povecani u grupama tretiranim vis§im doznim nivoima - u MIX 3, MIX 4 i MIX




5 grupi, dok je nivo Hg bio znacajno pove¢an u MIX 4 1 MIX 5 grupi. U slucaju As, znacajno
povecanje u tkivu bubrega u poredenju sa kontrolom uoceno je jedino u grupi tretiranoj najvisim
doznim nivoom.

Tabela 18. Nivoi ispitivanih metala u bubregu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
metal(oid)a
(ng/e)
Pb Medijana 0,01698 0,03925 0,04701 0,1399 0,2906 1* 0,7348 TTH
Onse (0,01622- (0,02372- (0,03194- (0,08734- (0,2697-
pseg 0,02217) 0,09923) 0,08099) 0,1747) 0,3275) (0,5751-1,028)
Cd Medijana 0,01013 0,01648 0,07011 0,56437 1,931 17 5,372 T
Onse (0,008116- | (0,01559- (0,05893- (0,5509-
pseg 0,0407) 0,02055) 0,1202) 0,6898) (1,44-2,019) | (5,108-6,919)
Hg Medijana 0,03609 0,01009 0,0005810 0,1243% 0,3961 7 2,042 TTHEF
Onse (0,02227- (0,002311- | (0,000546- | (0,08694- (0,2818-
pseg 0,0673) 0,01787) 0,01076) 0,1382) 0,426) (1,414-2,958)
As Medijana 0,08969 0,08438 0,08474 0,08833 0,08065 0,2080 T
Onse (0,06027- (0,07449- (0,07428- (0,07554- (0,07636-
pseg 0,1156) 0,08931) 0,09214) 0,09413) 0,1211) (0,154-0,2513)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa kontrolom). 'p < 0.05, ™p < 0.01, ™ p < 0.001 (u poredenju sa MIX 1); p <
0.05, ¥p < 0.01, ¥*p < 0.0001 (u poredenju sa MIX 2); *p < 0.05 (u poredenju sa MIX 3); “¥p < 0.01 < 0.0001 (u
poredenju sa MIX 4).

Mozak

Nivoi ispitivanih metala u tkivu mozga kod eksperimentalnih zivotinja izlozenih rastu¢im dozama
smese metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 19. Uoceno je blago povecanje nivoa Pb u MIX
5 grupi u odnosu na kontrolu, bez statisticke znacajnosti. Takode, uoceno je dozno-zavisno
povecanje Cd u tretiranim grupama sa statistickom znacajnos¢u u dva najvisa dozna nivoa, MIX 4 i
MIX 5. Nivoi Hg u tkivu mozga bili su znacajno su povecani u MIX 1 i MIX 3 grupi, dok su nivoi
As bili povecani u svim tretiranim grupama sa statistickom znacajnoséu u MIX 3 i MIX 5 grupi.

Tabela 19. Nivoi ispitivanih metala u mozgu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja
rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
metal(oid)a
(ng/g)
Pb Medijana 0,04043 0,05453 0,03476 0,05004 0,04798 0,07186"
Opse (0,03633- (0,02946- (0,03063- (0,04323- (0,04069-
psee 0,069) 0,06544) 0,05034) 0,1044) 0,07171) (0,05-0,1359)
Cd Medijana 0,001804 0,001936 0,001946 0,005359 0,009224 7T 0,01662 T
Opse (0,001507- | (0,001231- (0,001743- (0,003822- | (0,007914-
psee 0,00309) 0,002316) 0,003832) 0,007108) 0,01097) (0,01583-0,02425)




Hg Medijana | 0,01159 0,1523 0,03343 0,2550 0,01064T7 0,02260%
Onse (0,008048- | (0,07212- (0,02313- (0,09033- (0,007729-
psce 0,01276) 0,2495) 0,2019) 0,3705) 0,01477) (0,009483-0,04326)
As Medijana | 0,01250 0,01264 0,01536 0,02217™ | 0,020907 0,04326  TTTH
Onse (0,01109- (0,008558- (0,008547- (0,01817- (0,01945-
psce 0,01692) 0,0146) 0,01919) 0,02457) 0,02199) (0,03622-0,0484)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001 (u poredenju sa#kontrolom&é Tp <0.05, TTp <0.01, TTTp < 0.001 (u poredenju sa MIX 1); ip < 0.05, iip <0.01 (u
poredenju sa MIX 2); "p < 0.05, "'p < 0.01 (u poredenju sa MIX 3).

Srce

Nivoi ispitivanih metala u tkivu srca kod eksperimentalnih zivotinja izlozenih rastu¢im dozama
smese metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 20. Nisu uoc¢ene znac¢ajne razlike u nivoima Pb i
As u poredenju sa vrednostima kontrole dok je nivo Cd bio znacajno poveéan u najvisoj doznoj
grupi, MIX 5. Nivo Hg u tkivu srca bio je ispod limita kvantifikacije (LOQ: 0,00002 pg/mL) u svim
grupama.

Tabela 20. Nivoi ispitivanih metala u srcu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja
rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
metal(oid)a
(ng/g)
Pb Medijana 03117 0,2867 0,4403 0,4229 0,3922 0,3430
Onse (0,301- (0,2307- (0,4101- (0,3596- (0,2538- (0,2581-
pseg 0,4734) 0,5214) 0,7866) 0,738) 0,4199) 0,7049)
Cd Srednja .
vrednost 0,05087 0,02556 0,03224 0,06988 0,1109™ 0,1401 TTH
SD 0,01787 0,02617 0,02075 0,08516 0,04060 0,04927
As Srednja
vrednost 0,09326 0,03899 0,2672" 0,2886" 0,05598%#* | 0,2437™
SD 0,1032 0,04803 0,1172 0,1913 0,03549 0,09621

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); 'p < 0.05, Tp < 0.01 (u poredenju
sa MIX 1); ip <0.05, iip <0.01 (u poredenju sa MIX 2); ##p <0.01 (u poredenju sa MIX 3); LIJp < 0.05 (u poredenju sa
MIX 4). Podebljane su vrednosti koje se znacajno razlikuju od kontrolne grupe. Limit kvantifikacije (LOQ: 0,00002
pg/mL).

Pluca

Nivoi ispitivanih metala u tkivu pluc¢a kod eksperimentalnih Zivotinja izloZenih rastu¢im dozama
smese metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 21. Nivo Pb bio je znac¢ajno smanjen u MIX 2
grupi u odnosu na kontrolnu grupu, dok su nivoi Cd i As bili znacajno povecani u MIX 5 grupi u
poredenju sa vrednostima kontrolne grupe.



Tabela 21. Nivoi ispitivanih metala u plu¢ima pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
metal(oid)a
(ng/g)
Pb Medijana 0,1713 0,1692 0,1019T 0,1185 0,1258 0,1813%
(0,1525- (0,1367- (0,09829- (0,1034- ] ]
Opseg 0.1901) 0.2443) 0.1143) 0.221) (0,1104-0,1534) | (0,16-0,287)
Cd Medijana 0,06064 0,05361 0,01247 0,09900* 0,1197™ 0,4364 T+
(0,03824- (0,02825- (0,004337- | (0,0472- ] (0,3133-
Opseg 0,06795) 0,0558) 0,0357) 0,1256) (0,1066-0,2033) | 2617
Hg Medijana 0,04878 0,03999 0,1175 0,05942 0,005370% 0,02920%
Opse (0,0365- (0,03502- (0,09726- (0,03751- (0,002427- (0,006453-
pseg 0,05771) 0,118) 0,1676) 0,09478) 0,01616) 0,05041)
As Medijana 0,1244 0,2583 0,1409 0,1886 0,1044 0,3379 777
Onse (0,1024- (0,1533- (0,1081- (0,1644- (0,07194- (0,3107-
pseg 0,2594) 0,4382) 0,1734) 0,2219) 0,2664) 0,5913)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05 (u poredenju sa
kontrolom); Tp <0.05, TTp <0.01 $u poredenju sa MIX 1); Ip <0.05, 11p <0.01, IIIp <0.001 (u poredenju sa MIX 2); #p
< 0.05 (u poredenju sa MIX 3); ¥ p <0.01 (u poredenju sa MIX 4).

Pankreas

Nivoi ispitivanih metala u tkivu pankreasa kod eksperimentalnih zivotinja izlozenih rastu¢im
dozama smese metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 22. Nivo Pb nije se znacajno razlikovao
u tretiranim grupama u odnosu na kontrolnu grupu, dok je nivo Hg bio je ispod limita kvantifikacije
u svim grupama. Nivo Cd bio je znacajno poveéan u MIX 5 grupi, a nivo As u MIX 3 grupi u
poredenju sa vrednostima kontrole.

Tabela 22. Nivoi ispitivanih metala u pankreasu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
metal(oid)a
(ng/g)
Pb Srednja
vrednost 0,4388 0,5443 0,5278 0,4981 0,5372 0,5296
SD 0,1166 0,2336 0,1774 0,1155 0,2799 0,1931
Ccd Medijana 0,1414 0,02856 0,08659 0,23987 0,4716™" 0,9778 TTT¥
Onse (0,03078- (0,02623- (0,08474- (0,1341- (0,2284- (0,3123-
pseg 0,2029) 0,03695) 0,1773) 0,3329) 0,7953) 2,497)
As Medijana 0,01066 0,08193 0,1361 0,2631 0,01479" 0,06210
Opse (0,003703- | (0,0409- (0,005198- | (0,2531- (0,01384- (0,03839-
pseg 0,1049) 0,2505) 0,242) 0,2731) 0,01574) 0,08581)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg



(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05 (u poredenju sa kontrolom); p < 0.05, Tp < 0.01, ™p < 0.001
(u poredenju sa MIX 1); Ip < 0.05 (u poredenju sa MIX 2); #p < 0.05 (u poredenju sa MIX 3). Limit kvantifikacije
(LOQ: 0,00002 pg/mL).

Slezina

Nivoi ispitivanih metala u tkivu slezine kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih rastu¢im dozama
smesSe metala tokom 28 dana bili su ispod nivoa detekcije, osim za As u MIX 4 (0,07636+0,02882
pg/g) i MIX 5 grupi (0,5759+0,2989 ng/g). Nivoi Pb, Cd, Hg i As bili su ispod limita kvantifikacije
u svim grupama, osim nivoa As u dva najviSa dozna nivoa, MIX 4 i MIX 5.

Testisi

Nivoi ispitivanih metala u tkivu testisa kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih rastu¢im dozama
smesSe metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 23. Nivo Cd bio je detektovan jedino u MIX 4 i
MIX 5 grupi. Nivoi Pb, Hg i As bili su ispod limita kvantifikacije.

Tabela 23. Nivoi ispitivanih metala u testisima pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
metal(oid)a
(ng/g)
Cd Srednja NA NA NA NA
vrednost 0,04920 0,2221
SD NA NA NA NA 0,02499 0,08609

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); Tp < 0.05 (u poredenju sa MIX 1).
NA- ispod limita kvantifikacije (LOQ: 0,00002 pg/mL).

Femur

Nivoi ispitivanih metala u tkivu femura kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih rastu¢im dozama
smese metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 24. Uocen je trend rasta nivoa Pb sa porastom
doze smese tretiranih metala, ali znacajno povecani nivoi Pb u poredenju sa kontrolnom grupom
uoceni su u MIX 4 i MIX 5 grupi. Nivoi Cd i As bili su znacajno poveéani u MIX 5 grupi u
poredenju sa kontrolnom grupom. Nivo Hg bio je ispod limita kvantifikacije u kontrolnoj grupi, dok
je najvisi nivo Hg izmeren u MIX 1 grupi.

Tabela 24. Nivoi ispitivanih metala u femuru pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja
rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
metal(oid)a
(ng/g)
Pb Medijana 0,1779 0,1838 0,2294 0,3330 0,5531 11 1,420 T
Opse (0,1736- (0,1576- 0,21- (0,2733- (0,4647-
psce 0,2118) 0,3665) 0,4237) 0,4486) 0,5629) (1,289-2,219)
Cd Medijana 0,08629 0,05787 0,02363 0,07713 0,1591% 0,2703" T




Onse (0,04507- | (0,04395- (0,01227- (0,04728- (0,1368-
pseg 0,1014) 0,1248) 0,03276) 0,1082) 0,1856) (0,2533-0,4226)
Hg Medijana NA 0,7621 0,1694 0,070747 | 0,0813377 0,2140
Onse (0,4272- (0,125- (0,03689- (0,04926-
pseg NA 2,353) 0,263) 0,08064) 0,3018) (0,07485-0,5794)
As Medijana 0,03176 0,06129 0,1017 0,05767 0,06293 0,1222
Onse (0,02845- | (0,02017- (0,0606- (0,01395- (0,03146-
pseg 0,09707) 0,2534) 0,1429) 0,1157) 0,08754) (0,08868-0,1658)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01, **** p
< 0.0001 gu poredenju sa kontrolom); Tp < 0.05, TTp < 0.01, TTTp < 0.001 (u poredenju sa MIX 1); iip < 0.01, iiip <
0.001, ¥*¥p < 0.0001 (u poredenju sa MIX 2); *p < 0.05, ™p < 0.01 (u poredenju sa MIX 3). NA- ispod limita
kvantifikacije (LOQ: 0,00002 pg/mL).

4.1.1.11. Parametri redoks stausa u tkivima
Jetra

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva jetre kod eksperimentalnih Zivotinja
izloZenih rastu¢im dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazani su na Slici 7.

Znacajno povecanje u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe uoceno je kod slede¢ih parametara
TOS -u MIX 2 i MIX 3, AOPP - u MIX 3 i MIX 5, IMA - u MIX 1, SH grupe — MIX 1 i MIX 2.
Znacajno smanjenje u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe uoceno je za O, - u MIX 2, MIX
3 1 MIX 5 grupi, SOD - u MIX 2, MIX3 i MIX 4 grupi, GSH — MIX 2 i MIX 4 grupi i TAS — MIX
1 1 MIX4 grupi.

Takode, uocen je znacajno razliCit indeks oksidativhog stresa u svim tretiranim grupama u
poredenju sa vrednostima kontrolne grupe (Prilog 1 Tabela 3). Dodatno, uoceno je da skor
antioksidativne zastite bio znacajno izmenjen u MIX 4 grupi u poredenju sa vrednostima kontrolne
grupe, medutim znacajne izmene u vrednostima OXY skora uocene su u MIX 3 i MIX 4 grupi
(Prilog 1 Tabela 4).
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Slika 7. Parametri redoks statusa u jetri kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja
rastu¢im dozama smeSe toksi¢nih metala (MIX). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacCajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX:
Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1,
0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). TOS:
totalni oksidativni status, O,: superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-antioksidativni balans, MDA:
malondialdehid, AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom modifikovan albumin, SOD:
aktivnost enzima superoksid dismutaze, SH grupe: ukupne sulthidrilne grupe, TAS: totalni antioksidativni status, GSH:
glutation.. *p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); 'p < 0.05, "p < 0.01 (u poredenju sa MIX 1); *p < 0.05,
ij;p <0.01 (u poredenju sa MIX 2); **p < 0.001 (u poredenju sa MIX 3); ¥p < 0.05 (u poredenju sa MIX 4).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i parametara redoks statusa u jetri potvrdena
je dozna zavisnost za nivoe AOPP, MDA, TOS, ali za ove parametre nisu ispunjeni kriterijumi za
potvrdu efekta.Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa doza odgovor prikazani su u Tabeli
25.Tabela 25. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene parametre redoks statusa u jetri kod
pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im niskim dozama smese toksi¢nih
metala (MIX)

Parametar
(BMDL - BMDU)

mg Pb/kg t.m./dan mg Cd/kg t.m./dan | mg Hg/kg t.m./dan | mg As/kg t.m./dan

TOS 3,00E-09 - 6,75E-04 | 1,00E-08 - 2,25E-03 | 2,00E-10 - 4,50E-05 | 2,00E-09 - 4,50E-04
MDA 3,03E-09 - 7,65E-04 | 1,01E-08 - 2,55E-03 | 2,02E-10 - 5,10E-05 | 2,02E-09 - 5,10E-04
AOPP 1,26E-08 - 8,64E-02 | 4,19E-08 - 2,88E-01 | 8,38E-10-5,76E-03 | 8,38E-09 - 5,76E-02

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza.

Bubreg

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva bubrega kod eksperimentalnih Zivotinja
izloZenih rastu¢im dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazani su na Slici 8.

Znacajno povecanje u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe uoceno je u slucaju TOS —u MIX
3 1 MIX 4 grupi, PAB — u MIX 4 grupi, AOPP - u MIX 3 i MIX 4 grupi, IMA - u MIX 3 grupi.
Interesantno, znacajno smanjenje u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe uoceno je u slucaju
MDA - uMIX 3, MIX 4 i MIX 5 grupi.

Skor oksidativne ravnoteze nije bio bio znaCajno izmenjen ni pri poredenju sa vrednostima
kontrolne grupe ni pri poredenju tretiranih grupa (Prilog 1 Tabela 5).
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Slika 8. Parametri redoks statusa u bubregu kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smeSe toksi¢nih metala (MIX). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl.
Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX:
Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1,
0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). TOS:
totalni oksidativni status, O,”: superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-antioksidativni balans, MDA:
malondialdehid, AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom modifikovan albumin, SOD:
aktivnost enzima superoksid dismutaze, SH grupe: ukupne sulthidrilne grupe, TAS: totalni antioksidativni status, GSH:
glutation.. *p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); "p < 0.05, "p < 0.01 (u poredenju sa MIX 1); *p < 0.05 (u
poredenju sa MIX 2); “p < 0.05 (u poredenju sa MIX 3).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i parametara redoks statusa u bubregu
dobijena dozna zavisnost za nivoe AOPP, MDA, PAB, TOS, ali za ove parametre nisu ispunjeni
kriterijumi za potvrdu efekta. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa doza odgovor prikazani su u
Tabeli 26.



Tabela 26. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene parametre redoks statusa u bubregu
kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala

(MIX)

Parametar
(BMDL - BMDU)

mg Pb/kg t.m./dan

mg Cd/kg t.m./dan

mg Hg/kg t.m./dan

mg As/kg t.m./dan

TOS

1,31E-08 - 7,32E-03

4,35E-08 - 2,44E-02

8,70E-10 - 4,88E-04

8,70E-09 - 4,88E-03

PAB

4,77E-08 - 1,97E-02

1,59E-07 - 6,57E-02

3,18E-09 - 1,31E-03

3,18E-08 - 1,31E-02

MDA

4,17E-09 - 2,66E-03

1,39E-08 - 8,85E-03

2,78E-10 - 1,77E-04

2,78E-09 - 1,77E-03

AOPP

4,89E-09 - 4,05E-03

1,63E-08 - 1,35E-02

3,26E-10 - 2,70E-04

3,26E-09 - 2,70E-03

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza.

Mozak

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva mozga kod eksperimentalnih Zivotinja
izloZenih rastu¢im dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazani su na Slici 9.

Znacajno povecanje u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe uoc¢eno je u nivou TOS - u MIX 1,
MIX 2 i MIX 3 grupi. Uoceno je da su nivoi SOD, O, ", IMA i SH grupa znac¢ajno povecani u svim
ispitivanim grupama u poredenje sa kontrolom. Slican odgovor je zabelezen i u nivou PAB sa
izuzetkom MIX 4 grupe ¢ija je vrednost bila veca od kontrolne bez statisticke znacajnosti. Sa druge
strane, u slucaju TAS, MIKS 4 je bio jedini nivo doze koji je pokazao znacajno smanjen nivo u
poredenju sa kontrolnom vredno$¢u nivoom kontrole. Evidentno smanjenje MDA zabelezeno je u
viS§im nivoima sa znac¢ajno$¢u samo u MIX 3 grupi. Uoceno je i da je sa povecanjem primenjene
doze smeSe ispitivanih metala dobijeno i povecanje GSH u tretiranim grupama bez statistiCke
znacajnosti u poredenju sa kontrolom. Medutim, nivo GSH je bio znacajno visi u grupi MIX 5 u
poredenju sa grupom MIX 1. Nivo AOPP je bio poviSen u svim tretiranim grupama, sa znacajnoscu
uMIX 2, MIX 3 i MIX 5 u poredenju sa kontrolnom grupom. Mera ravnoteze izmedu TOS i TAS u
mozgu pacova izraCunata je kao indeks oksidativnog stresa i pokazala je rastuci trend nakon
izlaganja MIX u poredenju sa kontrolom. Statisticki znacajne povecane vrednosti su uocene su u
MIX 2 i MIX 4 grupi sa najviSe izrazenim promenama u MIX 4 grupi (Prilog 1 Tabela 6).

Uoceno je da su sve tretirane grupe imale znacajno vece vrednosti skor oksidativnog osStecenja u
poredenju sa kontrolnom grupom, dok su grupe tretirane visim doznim nivoima primenjene smese
metala (MIX 3, MIX 4 i MIX 5) pokazale znacajno vece vrednosti skora antioksidativne zastite u
poredenju sa kontrolnom grupom. Nizi nivoi antioksidantne zastite i prekomerna proizvodnja
prooksidanata rezultirali su znacajno visim vrednostima skora oksidativne ravnoteze u MIX 1 i
MIX 2. lako nije bilo statisticke zna¢ajnosti u poredenju sa kontrolnom grupom u viS§im nivoima
doze primenjene mesSavine metala (MIX 3, MIX 4 i MIX 5), primecen je trend rasta (Prilog 1
Tabela 7).
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Slika9. Parametri redoks statusa izmerenim u homogenatima tkiva mozga kod pacova nakon
subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smeSe toksi¢nih metala (MIX). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + Fiserov test
najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski
Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX
5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As:
0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). TOS: totalni oksidativni status, O,: superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-
antioksidativni balans, MDA: malondialdehid, AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom
modifikovan albumin, SOD: aktivnost enzima superoksid dismutaze, SH grupe: ukupne sulfhidrilne grupe, TAS: totalni
ant10k51dat1vn1 status, GSH: glutation. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa kontrolom);
™ < 0.05, ™p < 0.01, TTTp < 0.001, T p < 0.0001 (u poredenju sa MIX 1): *p < 0.05, ¥p < 0.01, ¥¥p < 0.001 (u
poredenju sa MIX 2) p <0. 001 p <0.0001 (u poredenju sa MIX 3); Wqu <0.0001 (u poredenju sa MIX 4).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i parametara redoks statusa u mozgu
dobijena je dozna zavisnost za nivoe AOPP, GSH, MDA, PAB i SOD, ali za ove parametre nisu
ispunjeni kriterijumi za potvrdu efekta. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa doza odgovor
prikazani su u Tabeli 27.

Tabela 27. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene parametre redoks statusa u mozgu
pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im niskim dozama smese toksi¢nih
metala (MIX)

Parametar mg Pb/kg t.m./dan | mg Cd/kg t.m./dan | mg Hg/kg t.m./dan | mg As/kg t.m./dan
(BMDL - BMDU)

PAB 3,00E-09 - 1,84E-04 | 1,00E-08 - 6,13E-04 | 2,00E-10 - 1,23E-05 | 2,00E-09 - 1,23E-04
MDA 1,06E-07 - 1,33E-02 | 3,52E-07 - 4,44E-02 | 7,04E-09 - 8,88E-04 | 7,04E-08 - 8,88E-03
AOPP 3,03E-09 - 6,78E-04 | 1,01E-08 - 2,26E-03 | 2,02E-10 - 4,52E-05 | 2,02E-09 - 4,52E-04
SOD 3,09E-09 - 4,23E-05 | 1,03E-08 - 1,41E-04 | 2,06E-10 - 2,82E-06 | 2,06E-09 - 2,82E-05
GSH 3,45E-08 - 3,42E-01 | 1,15E-07 - 1,14E+00 | 2,30E-09 - 2,28E-02 | 2,30E-08 - 2,28E-01

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza.

Pluca

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva plu¢a kod eksperimentalnih Zivotinja
izloZenih rastu¢im dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazani su na Slici 10.



Znacajno povecanje u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe uoceno je u slucaju IMA — MIX 1,
MIX 2, MIX 4 i MIX 5 grupi i SH grupa — MIX 1, MIX 2, MIX 3, MIX 4 grupi. Interesantno,
znacajno smanjenje u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe uoceno je u svim tretiranim
grupama u sluc¢aju TOS, PAB i AOPP, dok je u slu¢aju O, "uoceno smanjenje u svim grupama osim
MIXS ili grupi koja je dobijala najvece ispitivane koncentracije olova, kadmijuma, arsena I zive
MIX 1, MIX 2, MIX 3 i MIX 4 grupi, SOD u MIX 2, MIX 3 i MIX 4 grupi i GSHu MIX 1 i MIX 2

grupi.

Dodatno, uocene su znacajne razlike u vrednostima OXY skora u MIX 2 i MIX 3 grupi u poredenju
sa vrednostima kontrolne grupe (Prilog 1 Tabela 8).
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Slika 10. Parametri redoks statusa izmerenim u homogenatima tkiva pluéa kod pacova nakon
subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smesSe toksi¢nih metala (MIX). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + Fiserov test
najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski
Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX
5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As:
0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). TOS: totalni oksidativni status, O, : superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-
antioksidativni balans, MDA: malondialdehid, AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom
modifikovan albumin, SOD: aktivnost enzima superoksid dismutaze, SH grupe: ukug_)ne sulthidrilne grupe, GSH:
glutation.*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 (u#goredenju sa kontrolom); 'p < 0.05 (u poredenju sa MIX
1); ip <0.05, iip <0.01, 111Ep <0.001 (u poredenju sa MIX 2); "'p < 0.01 (u poredenju sa MIX 3).

Modelovanjem eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i parametara redoks statusa u plu¢ima dobijena je
dozna zavisnost za nivo IMA, ali za ove parametre nisu ispunjeni kriterijumi za potvrdu efekta.
Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa doza odgovor prikazani su u Tabeli 28.

Tabela 28. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene parametre redoks statusa u plu¢ima
kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im niskim dozama smese toksi¢nih
metala (MIX)

Parametar mg Pb/kg t.m./dan mg Cd/kg t.m./dan | mg Hg/kg t.m./dan | mg As/kg t.m./dan
(BMDL - BMDU)

IMA 9,48E-09 - 2,23E-03 | 3,16E-08 - 7,42E-03 | 6,32E-10 - 1,48E-04 | 6,32E-09 - 1,48E-03

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza.

Pankreas

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva pankreasa kod eksperimentalnih zivotinja
izloZenih rastu¢im dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazani su na Slici 11.

Znacajno povecanje u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe uoceno je u slu¢aju O, u MIX 5
grupi. Znacajno smanjenje u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe uoceno je u slucaju TOS -
MIX 1, MIX 4 i MIX 5 grupi, MDA -u MIX 3 grupi i TAS -u MIX 2, MIX 4 i MIX 5 grupi.

Nisu uocene znacajne razlike u vrednostima indeksa oksidativnog stresa i skora oksidativne
ravnoteze ni pri poredenju sa vrednostima kontrolne grupe, ni pri poredenju tretiranih grupa (Prilog
1 Tabela 9 i Tabela 10).
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Slika 11. Parametri redoks statusa izmerenim u homogenatima tkiva pankreasa kod pacova nakon
subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastué¢im niskim dozama smeSe toksicnih metala (MIX).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). TOS: totalni oksidativni status, O, ": superoksidni anjon radikal, PAB:
prooksidativno-antioksidativni balans, MDA: malondialdehid, AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA:
ishemijom modifikovan albumin, SOD: aktivnost enzima superoksid dismutaze, SH grupe: ukupne sulthidrilne grupe,
TAS: totalni antioksidativni status, GSH: glutation.*p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); 'p < 0.05 (u
poredenju sa MIX 1); *p < 0.05 (u poredenju sa MIX 2).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i parametara redoks statusa u pankreasu
dobijena je dozna zavisnost za nivoe O, , TAS i TOS, ali za ove parametre nisu ispunjeni
kriterijumi za potvrdu efekta. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa doza odgovor prikazani su u
Tabeli 29.Tabela 29. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji
(BMDU)) za primenjene doze toksicnih metal(oid)a u odnosu na izmerene parametre oksidativnog
statusa u pankreasu kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im niskim
dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Parametar
(BMDL - BMDU)

mg Pb/kg t.m./dan

mg Cd/kg t.m./dan

mg Hg/kg t.m./dan

mg As/kg t.m./dan

TOS 3,06E-09 - 2,95E-03 | 1,02E-08 - 9,83E-03 | 2,04E-10-1,97E-04 | 2,04E-09 - 1,97E-03
0," 6,69E-08 - 4,59E-01 | 2,23E-07 - 1,53E+00 | 4,46E-09 - 3,06E-02 | 4,46E-08 - 3,06E-01
TAS 3,81E-09 - 2,56E-03 | 1,27E-08 - 8,53E-03 | 2,54E-10-1,71E-04 | 2,54E-09 - 1,71E-03

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza.

Testisi

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva testisa kod eksperimentalnih Zivotinja
izlozenih rastu¢im dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazani su na Slici 12.

Nisu uocene znacajne promene ni u jednom ispitanom parametru redoks statusa, niti u vrednostima
indeksa oksidativnog stresa i skora oksidativne ravnoteze skora (Prilog 1 Tabela 11 i Tabela 12).
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Slika 12. Parametri redoks statusa izmerenim u homogenatima tkiva testisa kod pacova nakon
subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastué¢im niskim dozama smeSe toksicnih metala (MIX).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). TOS: totalni oksidativni status, O, ": superoksidni anjon radikal, PAB:
prooksidativno-antioksidativni balans, MDA: malondialdehid, AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA:
ishemijom modifikovan albumin, SOD: aktivnost enzima superoksid dismutaze, SH grupe: ukupne sulthidrilne grupe,
TAS: totalni antioksidativni status, GSH: glutation.

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i parametara redoks statusa u testisima
dobijena dozna zavisnost za nivo GSH, MDA i1 IMA, ali za ove parametre nisu ispunjeni kriterijumi
za potvrdu efekta. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa doza odgovor prikazani su u Tabeli 30.

Tabela 30. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksicnih metal(oid)a u odnosu na izmerene parametre redoks statusa u testisima
kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im niskim dozama smese toksi¢nih
metala (MIX)

Parametar

(BMDL - BMDU)

mg Pb/kg t.m./dan

mg Cd/kg t.m./dan

mg Hg/kg t.m./dan

mg As/kg t.m./dan

MDA

4,02E-05 - 9,81E-02

1,34E-04 - 3,27E-01

2,68E-06 - 6,54E-03

2,68E-05 - 6,54E-02

IMA

6,51E-05 - 1,40E-01

2,17E-04 - 4,65E-01

4,34E-06 - 9,30E-03

4,34E-05 - 9,30E-02

GSH

5,58E-08 - 6,15E-02

1,86E-07 - 2,05E-01

3,72E-09 - 4,10E-03

3,72E-08 - 4,10E-02

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza.

4.1.1.12. Nivoi bioelemenata u tkivima
Jetra

Nivoi ispitivanih bioelemenata u tkivu jetre kod eksperimentalnih zivotinja izlozenih rastu¢im
dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 31. Nivoi Cu i Mn nisu bili zna¢ajno
razli¢iti u poredenju sa kontrolom. Uoceno je da su nivoi Zn znac¢ajno povecani u MIX 5 grupi, dok
su nivoi Fe znacajno smanjeni u MIX 4 i MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolom.



Tabela 31. Nivoi ispitivanih bioelemenata u jetri pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola | MIX1 | MIX2 | MIX3 | MIX 4 MIX 5
bioelemenata
(ng/g)
Cu Medijana | 5,404 4,051 4355 | 4280 | 4,750 4,849
o (3,678- (3.229- | (3,368~ | (3,734-
pseg 7,601) 5651) | 4.826) | 4,839) | (4,329-5,087) (4,009-5,559)
Zn Srednja N
vrednost | 21,37 23,70 24,33 24,51 25,66 31,327 TS
SD 1,760 5049 | 2,972 1,095 2,526 2,268
Fe Srednja .
vrednost | 103,1 1242 124,2 106,3 56,60 TTTTHHH#H# 47,89 TTTTHH#
SD 14,15 35,36 14,78 | 24,46 1821 5,764
Mn Srednja
vrednost | 3,440 3,293 3,727 | 3,681 3,636 3,373
SD 0,1991 0,5657 | 0,5174 | 0,6017 | 0,3832 0,3003

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa
kontrolom); Tﬁp <0.001, T p <0.0001 (u poredenju sa MIX 1); 111p <0.001, 1111p < 0.0001 (u poredenju sa MIX 2);
##p <0.01, ###p < 0.001 (u poredenju sa MIX 3); pr <0.01 (u poredenju sa MIX 4).

Bubrezi

Nivoi ispitivanih bioelemenata u tkivu bubrega kod eksperimentalnih Zivotinja izloZenih rastu¢im
dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 32. Nivoi Cu bili su smanjeni u svim
grupama u poredenju sa kontrolnom grupom, ali znac¢ajno smanjenje bilo je evidentno u grupama
tretiranim nizim doznim nivoima, MIX 1 i MIX 2 grupi. Nivoi Zn i Mn nisu se znacajno razlikovali
u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe, dok je nivo Fe bio znacajno smanjen u grupama
tretiranim visim doznim nivoima, MIX 3, MIX 4 1 MIX 5 grupi.

Tabela 32. Nivoi ispitivanih bioelemenata u bubregu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola | MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
bioelemenata
(ng/e)
Cu Srednja X

vrednost 6,688 5,204 4,941 5,762 5,925 6,066

SD 1,052 0,7668 1,030 1,040 1,442 0,7881
Zn Medijana 14,97 13,81 14,32 13,49 15,13 15,30

Onse (14,71- (12,7- (11,98- (13,34~

pseg 15,44) 15,72) 15,09) 15,17) (13,72-15,58) (13,59-16,75)

Fe Srednja . .

vrednost 71,28 81,64 70,33 59,20 Tt 52,67 TTTHHE 48,74  TITTHE




SD 12,73 8,975 11,17 4,016 7,590 6,831

Mn Srednja 1,059 0,9962 1,019 1,001 1,038 1,031
vrednost
SD 0,04186 0,1038 0,1933 0,09978 0,1366 0,1335

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.00 (u poredenju sa kontrolom); Tp <
0.001, T p <0.0001 (u poredenju sa MIX 1); IIp <0.01, HIp <0.001 (u poredenju sa MIX 2).

Mozak

Nivoi ispitivanih bioelemenata u tkivu mozga kod eksperimentalnih zivotinja izlozenih rastu¢im
dozama smese metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 33. Uoceno je da su nivoi Cu i Mn
smanjeni u svim tretiranim grupama u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe. Nivo Fe je takode
bio smanjen u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe, osim u MIX 3 grupi gde su vrednosti Fe
bile povecane. Nivoi Zn nisu bili znacajni razliciti u tretiranim grupama u poredenju sa kontrolnom
grupom.

Tabela 33. Nivoi ispitivanih bioelemenata u mozgu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
bioelemenata
(ng/g)
Cu Srednja
vrednost 2,920 2,362%%* 2,384 %%* 2,616 2,519* 2,287%%*
SD 0,2003 0,2066 0,2207 0,1578 0,2143 0,4433
Zn Medijana 11,52 11,11 11,59 11,04 10,90 11,14
Opse (11,13- (10,54- (10,58- (10,64- (10,33- (9,183-
pseg 11,57) 11,79) 12,18) 11,78) 12,18) 12,09)
Fe Medijana 22,50 18,21%* 19,44 33,55% 16,78**## 17,75%#
Opse (20,23- (16,87- (19,22- (16,07-
pseg 26,99) 20,14) (16,8-21,34) | 56,07) 18,46) (15,2-20,01)
Mn Srednja
vrednost 0,6311 0,5301** 0,5645 0,60331 0,5531* 0,499 1 ***###
SD 0,02332 0,03377 0,06635 0,06401 0,02037 0,08032

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (u poredenju sa kontrolom); Tp <0.05
(u poredenju sa MIX 1); #p <0.05, ##p < 0.01 (u poredenju sa MIX 3).

Srce

Nivoi ispitivanih bioelemenata u tkivu srca kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih rastu¢im
dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 34. Nisu uocene znacajne razlike u
nivoima Cu i Zn u poredenju sa vrednostima kontrole, dok su nivoi Fe i Mn bili smanjeni u svim



tretiranim grupama u poredenju sa vrednostima kontrole, sa statistickom znacajno$¢u uo¢enom u
MIX 4 grupi u slucaju Fe, i MIX 4 i MIX 5 u sluc¢aju Mn.

Tabela 34. Nivoi ispitivanih bioelemenata u srcu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
bioelemenata
(ng/g)
Cu Medijana 6,073 5,394 5,584 5,854 5,942 5,719
Onse (5,457- (4,952- (3,798- (3,716- (5,091- (4.457-
pscg 6,408) 6,185) 5,675) 6,208) 6,853) 7,709)
Zn Srednja
vrednost 26,75 26,05 23,28 27,52 25,10 24,23
SD 2,508 4,017 5,808 3,328 4329 4,789
Fe Srednja
vrednost 70,29 63,54 56,54 62,02 52,83% 55,92
SD 6,994 14,37 17,29 6,360 7,640 12,57
Mn Srednja
vrednost 0,4107 0,3568 0,3224 0,3293 0,2743* 0,2712%
SD 0,05833 0,04675 0,06497 0,02102 0,09577 0,1815

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05 (u poredenju sa kontrolom).

Pluca

Nivoi ispitivanih bioelemenata u tkivu pluéa kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih rastu¢im
dozama smese metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 35. Uoceno je smanjenje nivoa Cu u
svim tretiranim grupama u poredenju sa vrednostima kontrole. Nivo Zn bio je znacajno smanjen u
MIX 2 grupi, dok je nivo gvozda bio smanjen u svim tretiranim grupama sa najizraZenijim efektom
u MIX 5 grupi. Nivo Mn bio je znac¢ajno smanjen u MIX 2, MIX3 i MIX 4 grupi.

Tabela 35. Nivoi ispitivanih bioelemenata u plu¢ima pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
bioelemenata
(ng/g)
Cu Medijana 1,760 1,545 0,7997 ' 0,7723 11 0,8985 ' 0,9501
o (1,467- (1,473- (0,7306- (0,658~ (0,7127- (0,7593-
pseg 2,092) 1,671) 1,008) 0,9508) 0,9105) 1,225)
Zn Srednja .
vrednost 2424 23,84 19,321 21,98 22,77 22,20
SD 1,621 3,791 2,407 1,961 3,695 1,557
Fe Srednja 1153 90,64 1183 108,7 95,57 72,087F
vrednost




SD 28,03 2324 44,84 26,46 34,09 28,52

Mn Medijana 0,2660 0,2841 0,18511T 0,1695 7 0,19897 0,2340
o (0,238- (0,2443- (0,1421- (0,1432- (0,1384- (0,1479-
pscg 0,4381) 0,312) 0,2051) 0,2052) 0,2407) 0,2623)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); 'p < 0.05, Tp < 0.01 (u
poredenju sa MIX 1); 1Cp < 0.05 (u poredenju sa MIX 2).

Pankreas

Nivoi ispitivanih bioelemenata u tkivu pankreasa kod eksperimentalnih Zivotinja izloZenih rastu¢im
dozama smese metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 36. Nivoi Cu, Zn i Mn nisu se znacajno
razlikovali u tretiranim grupama u odnosu na kontrolnu grupu, dok je nivo Fe bio zna¢ajno smanjen
u poredenju sa vrednostima kontrole u dva najvisa dozna nivoa, u MIX 4 i MIX 5 grupi.

Tabela 36. Nivoi ispitivanih bioelemenata u pankreasu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
bioelemenata(ug/g)
Cu Medijana 1,020 0,3707 0,4078 0,3553 0,5101 0,5713
Onse (0,4368- (0,2133- (0,4051- (0,2061- (0,3791- (0,5152-
pseg 2,108) 0,7672) 0,8892) 0,6036) 0,647) 0,6275)
Zn Srednja
vrednost 24,99 29,68 31,02 27,15 21,93 18,07
SD 4392 10,79 11,85 10,29 8,575 12,49
Fe Srednja X .
vrednost 19,47 18,77 19,40 13,30 10,54 1 7,736 TTH
SD 2,694 4,488 8,893 6,268 5,286 4,266
Mn Medijana 1318 1,392 1,493 1,585 0,9578 0,4031
Onse (1,034- (0,7078- (0,5943- (0,9477- (0,6038- (0,04339-
psce 1,693) 1,804) 1,876) 1,981) 1,73) 1,739)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); Tp <0.05, TTp <0.01 (u
poredenju sa MIX 1); 1Cp <0.05, 11p <0.01 (u poredenju sa MIX 2).

Slezina

Nivoi ispitivanih bioelemenata u tkivu slezine kod eksperimentalnih Zzivotinja izloZenih rastu¢im
dozama smeSe metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 37. Nisu uocene znacajne razlike u
nivoima Cu, Zn i Fe u poredenju sa vrednostima kontrole dok je nivo Mn bio ispod nivoa
kvantifikacije u svim grupama.

Tabela 37. Nivoi ispitivanih bioelemenata u slezini pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)




Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
bioelemenata
(ng/g)
Cu Srednja
vrednost 0,5606 0,5485 0,5372 0,6695 0,4542 0,3960
SD 0,1403 0,1805 0,2458 0,1855 0,2517 0,1791
Zn Srednja
vrednost 18,90 19,14 19,40 18,95 18,21 19,37
SD 2,719 2,479 2,524 1,275 1,178 4,600
Fe Srednja
vrednost 190,9 151,6 167,4 155,9 145,9 142,8
SD 43,37 9,809 15,21 60,38 19,67 42,17

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Testisi

Nivoi ispitivanih bioelemenata u tkivu testisa kod eksperimentalnih Zivotinja izloZenih rastu¢im
dozama smesSe metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 38. U poredenju sa kontrolnom grupom,
nivoi Cu i Zn nisu bili znacajno izmenjeni u tretiranim grupama, dok je nivo Fe bio znacajno
smanjen u MIX 4 i MIX 5 grupi. Nivo Mn detektovan je jedino u kontrolnoj grupi (0,1204
+0,05660 pg/g), dok su sve tretirane grupe imale nivoe Mn koji su bili ispod limita kvantifikacije.

Tabela 38. Nivoi ispitivanih bioelemenata u testisima pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
bioelemenata
(ng/e)
Cu Medijana 1,898 1,911 1,854 1,888 1,866 2,110
Opseg (1,478- (1,776- (1,796- (1,764- (1,819-
2,549) (1,76-1,928) | 2,299) 1,965) 1,993) 3,457)
Zn Medijana 36,26 3333 34,60 31,53 33,88 35,40
Opseg (27,03- (32,32- (30,39- (31,44-
41,97) 34,79) (31,92-37,9) | 35,46) (31,11-35,4) | 40,45)
Fe Srednja . .
vrednost 21,26 16,35 17,83 14,53 7,001 T 7,592
SD 8,793 4253 4,988 8,108 4,907 1,770

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,000,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); Tp < 0.05 (u poredenju sa MIX 1);
ip <0.05, iip <0.01 (u poredenju sa MIX 2). Limita kvantifikacij (LOQ: 0,00002 pg/mL).

Femur

Nivoi ispitivanih bioelemenata u tkivu femura kod eksperimentalnih Zivotinja izloZenih rastu¢im
dozama smese metala tokom 28 dana prikazani su u Tabeli 39. Nivoi Cu bili su povecani u MIX 1



grupi, dok su nivoi Fe bili smanjeni u MIX 4 i MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolnom grupom.
Iako su bili blago smanjeni, nivoi Zn i Mn nisu se znac¢ajno razlikovali u poredenju sa vrednostima
kontrolne grupe.

Tabela 39. Nivoi ispitivanih bioelemenata u femuru pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Nivoi Kontrola | MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
bioelemenata(pg/g)
Cu Srednja

vrednost 0,7124 0,8950** | 0,8161 0,8343 0,6608 T+ 0,7466"

SD 0,05256 0,1432 0,09452 | 0,02954 0,1565 0,06722
Zn Srednja

vrednost 101,1 114,6 119,1 116,6 89,301 87,46 H#

SD 5,484 33,07 11,89 8,494 19,27 2,282
Fe Medijana | 28,62 34,66 37,52 28,36 20,34 T 20,95 T

Onse (25,32- (26,8~ (30,22- (25.4-

pseg 51,69) 37,47) 40,57) 31,19) (13,22-22,26) (18,75-21,92)

Mn Srednja

vrednost 0,4113 0,4504 0,4203 0,4081 0,3156" 0,3030"

SD 0,04162 0,1623 0,08313 0,04762 0,1071 0,03210

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); 'p < 0.05, Tp < 0.01 (u poredenju
sa MIX 1); ip <0.05, iip <0.01, iitp <0.001 (u poredenju sa MIX 2); #p < 0.05 (u poredenju sa MIX 3).

4.1.1.13. Aktivnost acetilholin esteraze

Uoceno je da su veée doze primenjene smese metal(oid)a znacajno smanjile aktivnost enzima
AChE u poredenju sa kontrolnom grupom (Slika 13).

Aktivnost AChE (U/g)

v
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Slika 13. Aktivnost enzima acetilholinesteraze u mozgu kod pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja rastu¢im dozama smeSe toksi¢nih metala (MIX). Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike




(engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). AChE: acetilholinesteraza.*p < 0.05 (u poredenju sa kontrolom).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i aktivnosti enzima acetilholinesteraze u
mozgu pacova, dobijena je dozna zavisnost, ali za ovaj parametar nisu ispunjeni kriterijumi za
potvrdu efekta. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa doza odgovor prikazani su u Tabeli
40.Tabela 40. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerenu aktivnost enzima acetilholinesteraze
(AChE) u mozgu kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im niskim
dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Parametar mg Pb/kg t.m./dan | mg Cd/kg t.m./dan | mg Hg/kg t.m./dan | mg As/kg t.m./dan
(BMDL - BMDU)

Aktivnost AChE 5,76E-09 - 7,83E-02 | 1,92E-08 - 2,61E-01 | 3,84E-10 - 5,22E-03 | 3,84E-09 - 5,22E-02

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza.

4.1.1.14. Promena strukture oc¢uvanosti tkiva
Jetra

Mikroskopskom analizom tkiva jetre uocCena je laka hiperemija, laka kariomegalija pojedinih
hepatocita i eozinofilna granuliranost citoplazme pojedinih hepatocita u kontrolnoj grupi, bez
znacajnijih morfoloskih promena.

U poredenju sa kontrolnom grupom u MIX 1 grupi uoc€eni su i pojedini binuklearni hepatociti,
degeneracija pojedinih hepatocita, kao i lakostepena sitnokapljiCasta masna promena hepatocita,
dok je u MIX 2 grupi uocena i degeneracija pojedinih hepatocita.

Kod MIX 3 grupe uoceni su i pojedini binuklearni hepatociti, degeneracija pojedinih hepatocita,
sitnokaplji¢asta masna promena hepatocita umerenog stepena, kao i sitni fokusi mononuklearnih
inflamatornih ¢elija. U MIX 4 grupi uoceni su i pojedini binuklearni hepatociti, degeneracija
pojedinih hepatocita, dok je kariomegalija uocena u ve¢em broju hepatocita. Najizrazenije promene
primecene su u MIX 5 grupi, gde su, pored binuklearnih hepatocita i nekroze pojedinacnih ¢elija,
zabelezene umerene sitnokapljicaste masne promene 1 sitni fokusi mononuklearnih inflamatornih
celija.

Preseci tkiva jetre prikazani su na Slici 14.
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Slika 14. Histoloski prikaz jetre u (A) kontrolnoj, (B) MIX 1, (C) MIX 2, (D) MIX 3, (E) MIX 4, (F)
MIX 5 grupi kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smeSe
toksi¢nih metala (MIX), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i histopatoloskh promena u jetri, dobijena je
dozna zavisnost za degeneraciju hepatocita 1 nekrozu, fokalnu infiltraciju mononuklearnim
¢elijama. Kriterijume za potvrdu efekta ispunjava rezultat modelovanja odnosa eksternih doza Pb,
Cd, Hg i As i fokalne infiltracije jetre mononuklearnim ¢elijama. Rezultati dobijeni modelovanjem
odnosa doza odgovor prikazani su u Tabeli 41, dok je graficki prikaz potvrdenog efekta u Prilogu 1
(Slika 5).

Tabela 41. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene histopatoloske promene u jetri kod
pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala
(MIX)

Parametar mg Pb/kg t.m./dan mg Cd/kg t.m./dan mg Hg/kg t.m./dan | mg As/kg t.m./dan
(BMDL
BMDU)

Degeneracija
hepatocita i
nekroza 1,58E-05 - 2,12E-01 | 5,25E-05 - 7,06E-01 1,05E-06 - 1,41E-02 | 1,05E-05 - 1,41E-01

Fokalna
infiltracija
mononuklearnim
celijama 6,03E-02 - 6,00E-01 | 2,01E-01 - 2,00E+00 4,02E-03 - 4,00E-02 | 4,02E-02 - 4,00E-01

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smesSe (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza. Podebljano oznacene vrednosti su intervali doza-odgovor koji ispunjavaju kriterijume za prihvatanje
(BMDU/BMDL < 50, BMD/BMDL < 20, da izracunata BMD nije 10 puta niZa od najnize doze primenjene u studiji).



Bubrezi

Mikroskopskom analizom tkiva bubrega uocena je laka hiperemija i utvrdeno je da kontrolna grupa
nije imala znacajnih morfoloSkih promena. U MIX 1 1 MIX 2 grupi uocena je izraZenija hiperemija,
degeneracija veceg broja tubulocita, lakostepena dilatacija pojedinih kanali¢a i diskretni fokusi
infiltrata od mononuklearnih inflamatornih ¢elija. U grupama tretiranim viSim doznim nivoima
(MIX 3, MIX 4 i MIX 5 grupa) osim navedenih promena koje su se javile i u MIX 1 i MIX 2 grupi,
uocena je izrazenija dilatacija veéeg broja kanali¢a uz pojavu hijalinih cilindara u lumenima, kao i
fokusi infiltrata od mononuklearnih inflamatornih ¢elija.

Preseci tkiva bubrega prikazani su na Slici 15.

Slika 15. HistoloSki prikaz bubrega u (A) kontrolnoj, (B) MIX 1, (C) MIX 2, (D) MIX 3, (E) MIX 4, (F)
MIX 5 grupi kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese
toksi¢nih metala (MIX), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; od



najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i histopatoloskh promena u bubregu,
dobijena je dozna zavisnost za formiranje hijalina, kariomegaliju i tubularnu degeneraciju i nekrozu,
ali za ove parametre nisu ispunjeni kriterijumi za potvrdu efekta. Rezultati dobijeni modelovanjem
odnosa doza odgovor prikazani su u Tabeli 42.

Tabela 42. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene histopatoloske promene u bubregu
kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im niskim dozama smese toksi¢nih
metala (MIX)

Parametar mg Pb/kg t.m./dan | mg Cd/kg t.m./dan | mg Hg/kg t.m./dan | mg As/kg t.m./dan
(BMDL - BMDU)

Formiranje hijalina 3,00E-09 - 5,13E-03 | 1,00E-08 - 1,71E-02 | 2,00E-10 - 3,42E-04 | 2,00E-09 - 3,42E-03

Kariomegalija 1,16E-08 - 4,83E-01 | 3,87E-08 - 1,61E+00 | 7,74E-10 - 3,22E-02 | 7,74E-09 - 3,22E-01
Tubularna

degeneracija i

nekroza 3,00E-09 - 1,64E-04 | 1,00E-08 - 5,45E-04 | 2,00E-10 - 1,09E-05 | 2,00E-09 - 1,09E-04

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza.

Mozak

Histopatolo§kom analizom utvrdeno je da su, u poredenju sa kontrolnom grupom, u kojoj je uocena
blaga hiperemija, edem i degeneracija pojedinih neurona, promene u vidu satelitoze, degeneracije
neurona i fokalne glioze bile najizrazenije u MIX 2 grupi. Edem i hiperemija su bili najizrazeniji u
MIX 5 grupi, dok su vazokongestija i krvarenje bili najizrazeniji u MIX 3 grupi.

Preseci tkiva mozga prikazani su na Slici 16.
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Slika 16. Histolo$ki prikaz mozga u (A, B) kontrolnoj, (C, D) MIX 1, (E, F) MIX 2, (G, H) MIX 3, (I, J)
MIX 4, (K, L) MIX 5 grupi kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im
dozama smeSe toksi¢nih metala (MIX), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX:
Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1,
0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i histopatoloskh promena u mozgu, dobijena
je dozna zavisnost za napunjenost krvnih sudova, ali za ovaj parametar nisu ispunjeni kriterijumi za
potvrdu efekta. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa doza odgovor prikazani su u Tabeli 43.

Tabela 43. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene histopatoloske promene u mozgu kod
pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala
(MIX)

Parametar mg Pb/kg t.m./dan mg Cd/kg t.m./dan | mg Hg/kg t.m./dan | mg As/kg t.m./dan
(BMDL - BMDU)

Napunjenost krvnih
sudova 5,40E-03 - 4,74E-01 | 1,80E-02 - 1,58E+00 | 3,60E-04 - 3,16E-02 | 3,60E-03 - 3,16E-01

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smese (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza.

Srce

Mikroskopskom analizom tkiva srca utvrdeno je da je kontrolna grupa bez znacajnih promena.
Takode, u tkivu srca u MIX 1 grupi uocena je hiperemija i lakostepeni edem intersticijuma, kao i da
pojedini kardiomiociti sadrze hipereozinofilnu citoplazmu, dok je u MIX 2 grupi evidentna i
degeneracija pojedinacnih kardiomiocita. U grupi MIX 3 postoje izrazenije promene na
kardiomiocitima u odnosu na MIX 2, gde su uoceni i pojedini kardiomiociti talasastog izgleda, dok
se u pojedinim kapilarima se uocavaju i hijalini mikrotrombi. U MIX 4 i MIX 5 grupi postoje
izrazenije promene na kardiomiocitima u odnosu na MIX 3, gde je uocena nekroza pojedinacnih
kardiomiocita, hipereozinofilija pojedinih kardiomiocita, hiperemija i leukostaza.

Preseci tkiva srca prikazani su na Slici 17.
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Slika 17. Histoloski prikaz srca u (A) kontrolnoj, (B) MIX 1, (C) MIX 2, (D) MIX 3, (E) MIX 4, (F)
MIX 5 grupi kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese
toksi¢nih metala (MIX), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Pluca

Mikroskopskom analizom tkiva plu¢a utvrdeno je da je tkivo pluca kontrolne grupe regularne
morfologije, bez fokalnih promena i znacajne inflamacije.

U plu¢ima svih zivotinja grupe MIX 1 i MIX 2 postoje manji fokusi zapaljenja i uoceno je
zadebljanje pojedinih alveolarnih septi zbog inflamacije i edema uz inflamatorni eksudat u
pojedinim alveolama, kolaps pojedinih alveola i spajanje pojedinih alveola u veée vazdusne
prostore.

U plu¢ima vecine zivotinja grupe MIX 3 i MIX 4 postoje fokusi zapaljenja i uoc¢eno je zadebljanje
pojedinih alveolarnih septi zbog inflamacije i edema uz inflamatorni eksudat u pojedinim
alveolama, kolaps pojedinih alveola, spajanje pojedinih alveola u veée vazdusne prostore, kao i
prisutne limfocitne agregate. U MIX 4 grupi fokusi zapaljenja su bili ve¢i, inflamatorni eksudat bio
je izraZeniji, kao i broj limfocitnih agregata u poredenju sa MIX 3 grupom.



U plu¢ima svih zivotinja u MIX 5 grupi postoje veci fokusi zapaljenja i uoceno je zadebljanje
pojedinih alveolarnih septi zbog inflamacije i edema, uz gust inflamatorni eksudat u pojedinim
alveolama, kolaps alveola, spajanje pojedinih alveola u vece vazduSne prostore i prisutan veéi broj
limfocitnih agregata.

Preseci tkiva pluca prikazani su na Slici 18.
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Slika 18. Histoloski prikaz pluéa u (A) kontrolnoj, (B) MIX 1, (C) MIX 2, (D) MIX 3, (E) MIX 4, (F)
MIX 5 grupi kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smeSe

toksi¢nih metala (MIX), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i histopatoloSskh promena u pluc¢ima,
dobijena je dozna zavisnost za zadebljanje alveolarnih septi, ali za ovaj parametar nisu ispunjeni
kriterijumi za potvrdu efekta. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa doza odgovor prikazani su u
Tabeli 44.

Tabela 44. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene histopatoloske promene u mozgu kod



pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala
(MIX)

Parametar mg Pb/kg t.m./dan | mg Cd/kg t.m./dan | mg Hg/kg t.m./dan | mg As/kg t.m./dan
(BMDL — BMDU)

Zadebljanje

alveolarnih septi 9,12E-08 - 3,15E-01 | 3,04E-07 - 1,05E+00 | 6,08E-09 - 2,10E-02 | 6,08E-08 - 2,10E-01

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smeSe (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza.

Pankreas

Mikroskopskom analizom tkiva pankreasa utvrdeno je da nije bilo znacajnih promena ni u
kontrolnoj grupi ni u grupama tretiranim pojedina¢nim metal(oid)ima. U MIX 5 grupi uoceno je da
pojedine ¢éelije Langerhansovih ostrvaca imaju izrazito eozinofilnu citoplazmu, kao i da su im jedra
smanjena, kondenzovana i hiperhromaticna.

Preseci tkiva pankreasa prikazani su na Slici 19.




Slika 19. Histoloski prikaz pankreasa u (A) kontrolnoj, (B) MIX 1, (C) MIX 2, (D) MIX 3, (E) MIX 4,
(F) MIX 5 grupi kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im niskim dozama
smeSe toksicnih metala (MIX), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX:
Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1,
0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Slezina

Mikroskopskom analizom tkiva slezine utvrdeno je da u svim analiziranim uzorcima postoji pasivna
hiperemija i ekstramedularna hematopoeza.

Takode, utvrdeno je da je tkivo slezine odgovarajuc¢e grade odnosno regularne morfologije crvene i
bele pulpe i u uzorcima kontrole i u uzorcima tretiranih grupa.

Preseci tkiva slezine prikazani su na Slici 20.
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Slika 20. Histoloski prikaz slezine u (A) kontrolnoj, (B) MIX 1, (C) MIX 2, (D) MIX 3, (E) MIX 4, (F)
MIX 5 grupi kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im niskim dozama
smeSe toksiénih metala (MIX), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX:
Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1,
0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Testisi

Mikroskopskom analizom tkiva testisa utvrdeno je da su u kontrolnoj grupi seminiferni tubuli
uobicajene veliCine i oblika, obloZeni germinativnim epitelom i1 da su Laydigove celije
odgovarajuc¢e mofologije.

Uoceno je da u MIX 1 grupi pojedini seminiferni tubuli pokazuju znake lake atrofije, redukciju
debljine germinativnog epitela i laku dilataciju lumena i naruSen kontinuitet spermatogeneze
(gubitak spermatida), a da su Laydigove ¢elije o¢uvane morfologije. MIX 2 grupa pokazuje sli¢cne
histopatoloske promene kao i MIX 1 uz izrazeniju dilataciju lumena, dok MIX 3 grupa pokazuje
izrazeniju atrofijuU MIX 4 1 MIX 5 grupi uocen je veéi broj seminifernih tubula sa znacima atrofije,
redukcija debljine germinativnog epitela i dilatacija lumena. U lumenu pojedinih seminifernih
tubula tkiva iz MIX 4 i1 MIX 5 grupe nalaze se deskvamovane ¢elije germinativnog epitela, veci
broj seminifernih tubula pokazuje znake atrofije, redukciju debljine germinativnog epitela,
dilataciju lumena i narusen kontinuitet spermatogeneze (gubitak spermatida), dok su Laydigove
celije su ocuvane mofologije.

Preseci tkiva testisa prikazani su na Slici 21.



Slika 21. Histolo$ki prikaz testisa u (A) kontrolnoj, (B) MIX 1, (C) MIX 2, (D) MIX 3, (E) MIX 4, (F)
MIX 5 grupi kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smeSe

toksi¢nih metala (MIX), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Modelovanjem odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i histopatoloskih promena u testisima,
dobijena je dozna zavisnost za degeneraciju seminifernih tubula i edem intersticijuma. Kriterijume
za potvrdu efekta ispunjava rezultat modelovanja odnosa eksternih doza Pb, Cd, Hg i As i edema
intersticijuma. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa doza odgovor prikazani su u Tabeli 45, dok
je graficki prikaz potvrdenog efekta u Prilogu 1 (Slika 6).

Tabela 45. Intervali pouzdanosti referentne doze (BMD) (donji (BMDL) — gornji (BMDU)) za
primenjene doze toksi¢nih metal(oid)a u odnosu na izmerene histopatoloske promene u testisima
kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese toksi¢nih metala
(MIX)

Parametar mg Pb/kg t.m./dan mg Cd/kg t.m./dan mg Hg/kg t.m./dan | mg As/kg t.m./dan
(BMDL -

BMDU)

Degeneracija 1,74E-03 - 4,56E-01 5,81E-03 - 1,52E+00 1,16E-04 - 3,04E-02 | 1,16E-03 - 3,04E-01
seminifernih




tubula

Edem
intersticijuma 2,47E-02 - 6,51E-01 8,22E-02 - 2,17E+00 1,64E-03 - 4,34E-02 | 1,64E-02 - 4,34E-01

MIX: Pb+Cd+Hg+As; PROAST web 70.1 softver; metod usrednjavanja modela sa 200 iteracija zasnovan na
kontinuiranim podacima (BMR od 5%) i arbitrarno odabranom dozom smeSe (na osnovu primenjenih intervala doza i
doze Cdx100 kao modela) na osnovu koje je proporcionalno izracunat BMD interval za svaki element u odnosu na
opsege doza. Podebljano oznacene vrednosti su intervali doza-odgovor koji ispunjavaju kriterijume za prihvatanje
(BMDU/BMDL < 50, BMD/BMDL < 20, da izratunata BMD nije 10 puta niza od najnize doze primenjene u studiji).

Femur

Mikroskopskom analizom tkiva femura nisu uoéene znacajne morfoloske promene u tretiranim

grupama.
Preseci tkiva femura prikazani su na Slici 22.




Slika 22. Histoloski prikaz femura u (A) kontrolnoj, (B) MIX 1, (C) MIX 2, (D) MIX 3, (E) MIX 4, (F)
MIX 5 grupi kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im dozama smese
toksi¢nih metala (MIX), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

4.1.2. In silico rezultati ispitivanja toksi¢nosti smese olova, kadmijuma, Zive i arsena
4.1.2.1. Uticaj smeSe toksi¢nih metal(oid)a na razvoj bolesti

Toksikogenomskom analizom podataka iz CTD baze izdvojeni su geni povezani sa svakim od
ispitivanih metala. Utvrdeno je da Pb uti¢e na 3453 gena, Cd na 6083 gena, Hg na 655 gena i As na
5268 gena. Rezultati ove analize su pokazali da smesa ispitivanih metal(oid)a uti¢e na 116 gena
prikazanih u Tabeli 46.

Tabela 46. Zajednicki geni na koje deluje smeSa Pb+Hg+Cd+As (CTD baza podataka
(http://CTD.mdibl.org) i MyVenn CTD alat (http://ctdbase.org/tools/myVenn.go))

Metal(oid)i | Pb+Hg+Cd+As (116 gena)
(broj gena)

Pb ABCBI, ABCCI, ABCC2, ACHE, AHR, ALAD, ALB, ANXA2, APOE, APP,
(3453 gena) | AZGPI, BAX, BCL2, BDNF, CASPI1, CASP3, CASPY, CAT, CFB, CIDEB, CRP,

CRYAA, CRYAB, CXCLS, CYP-34A49, CYPIAI, CYP7Al, EEAl, FABPS5, FAS,
Cd FGF2, FNI, FOS, FOXKI, FSHB, G6PD, GCLC, GCLM, GGTI, GPT, GPXI,
(6083 gena) | GPX3, GSR, GSTAI, GSTA2, GSTMI, GSTPI, GSTTI, HAVCRI, HMOXI,

° HSP70, HSPAIA, HSPAS, HSPAS, HSPDI, IFNG, IGFI, IL10, IL13, ILIB, IL2,
6% 5 IL4, IL6, INSI, JUN, KRTI, LDHA, MACFI, MAFF, MAPKI, MAPK3, MME,
(655.gena) | \rarp> MTI MTIA, MT2, MT24, MTL-1, MTL-2, NFE2L2, NFKBI, NFKBIA,

As NLRP3, NOS2, NOX4, NQOI, NR441, OCLN, OGGI, PARPI, PAX6, PGR,
(5268 gena) PIK3RI1, PONI, PRDX2, PRKCA, PTBPI, PTGS2, RACI, RELA, SERPINGI,
SLC1142, SLC13A41, SLC244, SLC3948, SOD1, SOSTM1, TGFBI, TJPI, TNF,
TNFRSF1A, TSPAN7, TXN, TXNRDI, VDR, VIM

Daljom analizom u GeneMANIA softveru utvrdeni su tipovi interakcija medu genima na koje
deluje smesa Pb, Cd, Hg i As. Interakcije na koje utiCe ispitivana smesa toksi¢nih metala (Pb, Hg,
Cd i As), zajedno sa 20 srodnih gena prikazane su na slici 23. Utvrdeno je da je veé¢ina zajednickih
gena u koekspresiji (46,88%) 1 ostvaruje fizicke interakcije (26,89%). Interakcije koje je predvideo
softver (10,85%), ko-lokalizacija (8,90%), interakcije signalnih puteva (3,51%), genetske



interakcije (2,09%) 1 interakcije u zajedniC¢kim proteinskim domenima (0,89%) su manje
zastupljene.
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Slika 23. Interakcije medu genima na koje utice ispitivana smeSa toksi¢nih metal(oid)a (Pb, Hg, Cd i
As), zajedno sa 20 srodnih gena (GeneMANIA, http:/geneMANIA.org/plug-in/). Koekspresija — dva gena su
povezana ako su njihovi nivoi ekspresije slicni u svim uslovima u studiji ekspresije gena; Fizicke interakcije — dva
genska proizvoda su povezana ako je utvrdeno da su u interakciji u studiji interakcije protein-protein; Interakcije
predvidene pomocu servera; Kolokalizacija — geni se eksprimiraju u istom tkivu ili se njihovi proteini nalaze u istom
tkivu; interakcije signalnih puteva - dva genska proizvoda su povezana ako ucestvuju u istoj reakciji u signalnom putu;
Genetske interakcije - dva gena su funkcionalno povezana ako je utvrdeno da su efekti poremecéaja jednog gena




modifikovani perturbacijama drugog gena; Zajednicki proteinski domeni - kada proizvodi dva gena, odnosno proteini,
imaju zajednicke domene.

Najvazniji regulatorni geni (15 gena) izdvojeni iz seta zajednickih gena na koje deluje smesa
ispitivanih  metal(oid)a prikazani su na slici 24 (Cytoscape Cytohubba dodatak).

Slika 24. NajvazZniji regulatorni geni (15 gena) izdvojeni iz seta zajednickih gena na koje deluje smesa
Pb+MeHg+Cd+As, rangirani po MCC skoru (engl. Maximal Clique Centrality). Boja ¢vorova predstavlja
intenzitet korelacije pri ¢emu je Zuta najniza, a crvena najveca (Cytoscape Cytohubba dodatak).

Dalja analiza (Set Analyzer CTD alat) seta najvaznijih gena, otkrila je najvaznije kategorije bolesti
koje su povezane sa izlozenos¢u smesi Pb, Cd, Hg i As i prikazane su u Tabeli 47. Ovi rezultati
usmerili su detaljniju in silico analizu pojedinih sistema u organizmu i dalje ispitivanje
hematoloskih promena i neurodegenrativnih bolesti.

Tabela 47. Najvaznije kategorije bolesti povezane sa izlozeno$¢u smesi Pb+MeHg+Cd+As (CTD
baza podataka (http://CTD.mdibl.org) i Set Analyzer CTD alat
(https://ctdbase.org/tools/analyzer.go); prag statisticke znacajnosti: 0,01.

Kategorija bolesti p-vrednost

Kardiovaskularne bolesti 7,34E-21
Bolesti nervnog sistema

4.1.2.2.Uticaj smese toksi¢nih metal(oid)a na hematoloske promene

Selekcija ciljnih gena

In silico analiza zasnovana je na rezultatima dobijenim u in vivo delu istrazivanja, uzimajuci u obzir
anemiju, trombocitozu i hematoloske bolesti kao sveobuhvatan pojam koji obuhvata poremecaje
hematoloske homeostaze i ukljuCuje razlicite termine (,,anemija“, ,,poremecaji zgrusavanja krvi,
»poremecaji krvnih plo¢ica/trombocita®, ,,poremecaji proteina u krvi®, ,,bolesti koStane srzi* itd.) u
CTD bazi (http://ctdbase.org/). Pretragom CTD baze podataka ustanovljen je ukupan broj gena koji
stupaju u interakciju sa testiranim toksi¢nim metal(oid)ima. Na kartici ,,Bolest®, selekcija gena je
otkrila povezanost sa individualnom izloZenoSéu pojedinacnim toksi¢nim metal(oid)ima i sa
razvojem anemije, trombocitoze i hematoloskih bolesti, $to je prikazano u Tabeli 46. Zatim su
ustanovljeni zajednicki geni za ispitivane toksi¢ne metal(oid)e i ispitivane bolesti. Prilikom



ispitivanja anemije, ustanovljeno je da smesa toksicnih metal(loid)a interaguje sa 4 zajdnicka gena -
ACHE, GSR, PARPI, TNF. Kod hematoloskih oboljenja ustanovljeno je da smesa Pb, Cd, Hg i As
interaguje sa 2 uobicajena gena - ALAD, FAS. Za razliku od anemije i hematoloskih bolesti, broj
gena povezanih sa ispitivanim metal(loid)ima i trombocitozom je primetno mali. Za Pb nisu
ustanovljeni zajednicki geni, dok je za Cd ustanovljeno cetiri (CALR, JAK2, MPL, THPO), za Hg je
ustanovljeno dva (CALR, JAK2), a za As je ustanovljen samo jedan (JAK2). Uzimajuci u obzir
gorenavedene rezultate, svi geni zahvaceni ispitivanim metal(oid)ima povezani sa trombocitozom
uzeti su u obzir za dalju in silico analizu: CALR, JAK2, MPL, THPO (Tabela 48).

Tabela 48. Geni povezani sa anemijom, trombocitozom i hematoloskim bolestima i individualnom
izlozenosc¢u ispitivanim metal(oid)ima i njihovoj smesi (MIX) (MyVenn CTD alat).

Ukupan broj gena Anemija Trombocitoza Hematoloske bolesti
Pb 3386 ACHE, AGT, ATG5, CSF2, GSR, / ALAD, FAS, GARI,
HP, IGF2, KRAS, NUPYS, MTR
PARPI, PRL, SLC4041, SOD2,
TNF
Cd 5891 ACHE, AGT, ATGS5, ATG7, | CALR, JAK2, | ALAD, FAS, KLF1

ATP74, CDK6, CLECI114, CSF2, | MPL, THPO
EPO, GSR, HAMP, HP, IGF2,
IL2, KRAS, PARPI, PRL, PTH,
SLC4041, SLC46A41, SOD2, TNF,

TYMS

Hg 646 ACHE, GSR, HAMP, IL2, | CALR, JAK2 ALAD, FAS, MTR
PARPI, TNF, TYMS

As 5084 ACHE, ASPG, ATG7, CDKo, | JAK?2 ALAD, FAS, MTHFR,
CSF2, GSR, IL2, KRAS, MTHFR, MTR
PARPI, PRL, PTH, SOD2, TNF,
TNFRSF104

Pb+Cd+Hg+As ACHE, GSR, PARPI, TNF / ALAD, FAS

Identifikacija miRNA 1 faktora transkripcije

Analizom zasnovanom na interakcijama otkrivene su ciljne porodice miRNA za svaki skup
odabranih gena: 1) anemija: hsa-miR-187-3p (ACHE), hsa-miR-148a-3p/hsa-miR-148b-3p/hsa -
miR-152-3p (GSR), hsa-miR-129-1-3p/hsa-miR-129-2-3p (PARP1), hsa-miR-331-3p (7NF); 2)
trombocitoza: hsa-miR-216a-5p (CALR, JAK?2), hsa-miR-22-3p (THPO), hsa-miR-325-3p (MPL);
3) hematoloske bolesti: hsa-miR-216b-5p (FA4S), hsa-miR-15a-5p/hsa-miR-15b-5p/hsa-miR-16-
5p/hsa-miR-195-5p/hsa- miR-424-5p/hsa-miR-497-5p/hsa-miR-6838-5p (ALAD).

Odredeni su prioritetni transkripcioni faktori za hematoloske kranje tacke: 1) anemija: GATAI1
(ACHE, GSR, PARPI1, TNF); trombocitoza: ERG (JAK2, CALR, MPL, THPO) 3) hematoloske
bolesti: CUX1 (ALAD, FAS).

Identifikacija vrste interakcija izmedu ciljnih gena

GeneMANIA server za predvidanje je zatim koriS¢en za ispitivanje vrste interakcija izmedu
zajednickih gena Pb, Cd, Hg i As za anemiju i hematoloske bolesti i svih gena za trombocitozu, kao
i sa 20 srodnih gena. Interakcije mogu biti fizicke — dva gena su povezana ako su njihovi proteini u
interakciji; koekspresija — dva gena su povezana ako su njihovi nivoi ekspresije sli¢ni u svim
uslovima u studiji ekspresije gena; genetske interakcije - dva gena su funkcionalno povezana ako je
utvrdeno da su efekti poremecaja jednog gena modifikovani perturbacijama drugog gena;
kolokalizacija — geni se eksprimiraju u istom tkivu ili se njihovi proteini nalaze u istom tkivu;
interakcije signalnih puteva — dva genska proizvoda su povezana ako ucestvuju u istoj reakciji u
signalnom putu; Zajednicki proteinski domeni - kada proizvodi dva gena, odnosno proteini, imaju
zajednicke domene; interakcije predvidene pomocu servera (143).



Na slici 25 prikazane su interakcije izmedu selektovanih gena za anemiju (25A), trombocitozu
(25B) 1 hematoloske bolesti (25C) zajedno sa 20 srodnih gena, kao i prikaz udela tipa interakcija.
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Slika 25. Interakcije izmedu ciljnih gena povezanih sa izloZenos¢u smesi toksi¢nih metal(oid)a (Pb, Hg,
Cd i As) i anemijom (A), trombocitozom (B), hematoloSkim bolestima (C), zajedno sa 20 srodnih gena

(Dominantni tip interakcija u sve tri ispitivane bolesti su fizi¢ke interakcije, ¢iji je doprinos 77,64%) (GeneMANIA,
http://geneMANIA.org/plug-in/).

Interakcija toksicnih metal(oid)a i gena

U sledec¢em koraku analize ispitano je kako analizirani toksi¢ni metal(oid)i uticu na ciljne gene u
okviru kartice ,,interakcije gena“ u bazi podataka CTD. Uoceno je da ispitivani toksi¢ni metal(oid)i
uticu na ekspresiju proteina i ekspresiju iRNK-a. Uocene su binarne interakcije, u kojima jedna
hemikalija, u ovom slucaju toksi¢ni metal(oid), moZe istovremeno povecati i smanjiti ekspresiju
proteina i iRNK glasnika. SloZzene interakcije, odnosno uticaj vise hemikalija na ekspresiju jednog
gena, nisu uzete u obzir. Dobijeni podaci prikazani su u Tabeli 49.

Tabela 49. Uticaj Pb, Cd, Hg, As na ciljne gene povezane sa anemijom, trombocitozom i
hematoloskim oboljenjima

Bolest Anemija Trombocitoza Hematoloske
bolesti
Metal(oid) Interaction | ACHE | GSR | PARP1 | TNF | JAK2 CALR MPL | THPO | ALAD FAS
ekspresija NA NA | NA il / / / / l NA
Pb iRNA
ekspresija NA NA | NA 1 / / / / l 1
proteina




ekspresija NA 1 i 1 / 1 l l NA 1
cd iRNA

ekspresija l T NA i / NA NA NA NA 1

proteina

ekspresija NA NA | NA i NA T / / NA
Hg iRNA

ekspresija NA NA | NA i NA NA / / NA

proteina

ekspresija T T ! ™ NA / / / NA 1
As iRNA

ekspresija NA NA l ™ NA / / / ! NA

proteina

1 - povecava; |- smanjuje; T|- poveéava se i smanjuje; /- ne utice na te gene; NA- nema informacija

Interakcije svih ispitivanih metal(oid)a i ciljnih gena nisu bile uniformne. Odredene interakcije se
mogu smatrati aditivnim: uticaj Pb, Cd i As na FAS; uticaj Cd i Hg na CALR; uticaj Pb i As na
ALAD:; uticaj Pb, Cd i Hg na TNF. Aditivni uticaj Pb, Cd i Hg na TNF ukazuje na njegovu vaznu
ulogu u nastanku anemije. Nekoliko interakcija je ispoljilo suprotan nacin delovanja ili imalo
dvojnu prirodu, §to pokazuje uticaj Cd i As na PARP1 koji ukazuje na razlike u nac¢inu delovanja
pojedinih metal(oid)a.

Zatim je, analizom obogacivanja genske ontologije (ToppFun ToppGene alat), istrazena veza
izmedu signalnih puteva koji doprinose razvoju odabranih bolesti preko ciljnih gena (zajednicki
geni za anemiju i hematoloSka oboljenja; svi geni za trombocitozu). Rezultati su prikazani u Tabeli
50 za anemiju, Tabeli 51 za trombocitozu i Tabeli 52 za hematoloska oboljenja.

Tabela 50. Putevi na koje utice smesa toksi¢nih metal(oid)a (Pb+Cd+Hg+As) povezani sa razvojem

anemije dejstvom zajednickih gena (ACHE, GSR, PARPI, TNF) (ToppFun alat)

GO kategorija Naziv 1D p-vrednost Geni

Putevi Apoptoza izazvana slobodnim radikalima | MM1400 1.751E-6 2
Apoptoza izazvana slobodnim radikalima | M96 2.813E-6 2
Nekroza izazvana nanoCesticama M39487 4.125E-6 2
TNFRI1 signalni put MMI1516 2.359E-5 2
TNFRI1 signalni put M42571 2.533E-5 2

Tabela 51. Putevi na koje utice smesa toksi¢nih metal(oid)a (Pb+Cd+Hg+As) povezani sa razvojem

trombocitoze dejstvom svih gena na koje deluje (JAK2, CALR, MPL, THPO) (ToppFun alat)

GO kategorija Naziv ID p-vrednost Geni

Putevi Citokin sliCan hormonu i Jak-STAT | M47904 6.140E-9 3
signalni put
TPO (trombopoetin) signalni put M11520 1.827E-8 3
TPO (trombopoetin) signalni put MM1519 2.076E-8 3
16p11 2 sindrom distalne delecije M40056 3.293E-5 2
Agregacija trombocita (formiranje krvnog | M10735 4.619E-5 2
cepa)

Tabela 52. Putevi na koje utice smesa toksi¢nih metal(oid)a (Pb+Cd+Hg+As) povezani sa razvojem

hematoloskih oboljenja dejstvom zajednickih gena (ALAD, FAS) (ToppFun alat)

GO kategorija Naziv 1D p-vrednost Geni
Putevi FasL/ CD95L signalizacija M27710 7.219E-4 1
Aktivacija B limfocita od strane susednih | MM 1552 8.663E-4 1
¢elija
FAS-JNK signalni put M47710 1.011E-3 1
TNF-tip receptora Fas izaziva apoptozu | M5060 1.299E-3 1




vezivanjem liganda
Biosinteza hema M39470 1.299E-3 1

Predlozeni dijagram MoA

PredloZeni dijagram MoA je prikazan na slici 26.
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Slika 26. PredloZeni MoA dijagram poremecaja hematoloSke homeostaze izazvane smeSom toksi¢nih
metal(oid)a (Pb+Cd+Hg+As).

4.1.2.3. Uticaj smese toksi¢nih metal(oid)a na razvoj neurodegenerativnih bolesti

Selekcija ciljnih gena

Literaturni podaci ukazuju na to da neurodegenerativne bolesti imaju veliki broj razli¢itih
patoloskih obrazaca (23). Mnoga istrazivanja poslednjih godina ukazuju na uticaj metala na razvoj
neurodegenerativnih procesa, Sto potvrduje povecanje nivoa toksi¢nih metala u krvi pacijenata
obolelih od neurodegenerativnih bolesti poput ALS, AD i PD (149). U ovoj studiji istraZzena je veza
izmedu neurodegenerativnih bolesti (ALS — amiotrofi¢na lateralmna skleroza, PD — Parkinsonova
bolest i AD - Alchajmerova bolest) i toksi¢nih metal(oid)a (Pb, Cd, MeHg (neurotoksi¢ni, organski
oblik zive), As) analizom interakcija hemikalija—gen/protein iz CTD baze podataka (CTD;
http://CTD.mdibl.org). Toksikogenomskom analizom podataka iz CTD baze izdvojeni su geni
povezani sa svakim od ispitivanih metal(oid)a i sa razvojem odabranih neurodegenerativnih bolesti
(Tabela 53). Skupovi gena su izdvojeni iz CTD baze podataka u okviru kartica ,,bolesti* za svaki
metal(oid). Nakon toga, MyVenn CTD alat je koriS¢en za selekciju zajedni¢kih gena na koju deluje



smesSa metal(oid)a. Utvrdeno je da Pb utic¢e na 16, 31 i 37 gena povezanih sa razvojem ALS, PD i
AD; MeHg utice na 10, 39 i 21 gen koji je povezan sa razvojem ALS, PD i AD; Cd uti¢e na 11, 40 i
46 gena povezanih sa razvojem ALS, PD i AD; As utice na 14, 39 i1 42 gena povezanih sa razvojem
ALS, PD i AD. Rezultati su pokazali da je smeSa ispitivanih metal(oid)a u interakciji sa 7 gena
povezanih sa ALS (GSR, GSTPI, PONI1, SOD1,SOD2, SOQSTM1, TP53), 13 gena povezanih sa PD
(ABCBI, BDNF, GSTA4, GSTM1, GSTP1, HMOXI, IL6, MAPT, NQOI, SOD1, SOD2, TH, TNF) i
14 gena povezanih sa AD (ACHE, APP, BAX, BCL2, BDNF, CALMI, CASP3, HMOXI, ILIB,
MAPT, NOS3, SOD2, TNF, VEGFA). Samo jedan gen (SOD2) je zajednicki za sve tri bolesti i
povezan sa izlozeno$¢u smesi metal(oid)a. Pored toga, BDNF, HMOXI, MAPT i TNF su zajednicki
geni za PD 1 AD, dok je GSTP! zajednicki gen za ALS i PD.

Tabela 53. Geni povezani sa neurodegenerativnim bolestima i sa ispitvanim metal(oid)ima
toksicnim za zivotnu sredinu i njihovom smeSom (CTD baza podataka (http://CTD.mdibl.org) i
MyVenn CTD alat (http://ctdbase.org/tools/miVenn.go))

Amiotrofi¢na  lateralna  skleroza

(ALS)

Parkinsonova bolest (PD)

Alchajmerova bolest(AD)

Pb

ATXN2, DPP6, FUS, GFAP, GSR, GST
P1, PONI, PTGS2, SLC1A2, SLC6A1, S
OD1, SOD2, SOSTM1, TARDBP, TNFR
SF21, TP53

ABCBI, ATP1342, BDNF, CP, DRD2,
FCER2, GFAP, GPXI1, GSTA4, GSTM1,
GSTPI, HFE, HMOXI, IGF2, IL6,
KCNJ4, MAOA, MAPT, MTAI, NQOI,
PINK1, RPL234, RPL6, RPSS, SNCA,
SOD1, SOD2, TH, TMEM230, TNF,
VPS35

A2M, ACE, ACHE, ADAMTS1, AMFR, A
POE, APP, BACEI, BAX, BCL2, BDNF,
CALMI, CASP3, CLU, CYP4641, F2, GS
K3B, HFE, HMOXI, IGF1, IGF2, ILIB, L
EP, MAPT, MIR146A, NOS3, PPARG, PR
NP, PSEN1, SLC3044, SLC3046, SOD2,
TF, TNF, TPPI1, VEGFA, VSNLI

MeHg

ATXN2, GFAP, GSR, GSTPI, PON1, S
LCI1A2, SOD1, SOD2, SOSTM1, TP53

ABCBI, BDNF, CP, CYP2EI, DDC,
DNMIL, FBPI, FGB, GFAP, GPXI,
GSTA4, GSTM1, GSTPI, HMOXI,
HSPAIA, HSPAY, IL6, INS, MAOB,
MAP2, MAP3K5, MAPT, NGF, NOSI,
NQOI, OBP99B, PARK7, PRKN, PRM,
RPL6, RPS8, SLC18A42, SLC6A3, SNCA,
SOD1, SOD2, TALDOI, TH, TNF

ACHE, APP, BAX, BCL2, BDNF, CALM1
, CASP3, CST3, F2, HMOXI, IL1B, INS,
MAOB, MAPT, NOS3, PGRMCI, PRNP,
SOD2, TNF, TPP1, VEGFA

Cd

FUS, GSR, GSTP1, PLA2G4A4, PONI,
PTGS2, SODI, SOD2, SOSTM1, TNFR
SF21, TP53

ABCBI, ATP1342, BDNF, CP, CYP2E1
. DRDI, DRD2, EDNI, ENO2, GPXI1, G
STA4, GSTM1, GSTPI, HGF, HMOXI,
HSPAIA, IGFIR, IGF2, IGF2R, IL6, IN
S, LRRK2, MAOA, MAOB, MAP2, MAP
T, MTAI, NCAPG2, NGF, NOS1, NQO1
, PINK1, PPARGCIA, PRKN, RPL14, S
LC2414, SOD1, SOD2, TH, TNF

A2M, ACE, ACHE, APOE, APP, ATP5F1
A, BACEI, BAX, BCHE, BCL2, BDNF, BI
NI, CALMI, CASP3, CLU, CRH, CST3,
CTRIB, ENOI, ESRI, F2, GSK3B, HMO
X1, IGF1, IGFIR, IGF2, IGF2R, IL1B, IN
S, MAOB, MAPT, MIR146A, MIR375, NO
83, NPY, PLAU, PPARG, PRNP, PSENI,
SLC3044, SOD2, TF, TNF, TPI1, VEGFA
, VSNLI

ATXN2, CD40LG, DPP6, FUS, GFAP,
GSR, GSTPI1, OPTIN, PONI, PTGS2,
SODI, SOD2, SOSTM1, TP53

ABCBI, BDNF, BSTI, CEACAMoG,
CNTNAP2, CYP2EI, DRD2, FCER2,
GAK, GDNF, GFAP, GSTA4, GSTMI,
GSTPI, HGF, HLA-DRA, HLA-DRBS,
HMOXI, HSPAIA, HSPA9, IGFIR,
IGF2R, IL6, INSR, MAOA, MAP2,
MAPT, MTAI, MTHFR, NGF, NQOI,
PPARGCIA, PRKN, SNCA, SODI,
SOD2, TH, TNF, TRPM2

ACHE, ADAMI0, ADAMTSI, APOE,
APP, BACEI, BAX, BCL2, BDNF,
CALMI,  CASP3, CD2AP, CST3,
CYP46A41, ENOI, EPHAI, ESRI, GSK3B,
HLA-DRBS5, HMOXI, IGFl, IGFIR,
IGF2R, ILIB, INSR, LEP, MAPT, MPO,
MTHFR, NOS3, PLAU, PPARG, PSENI,
PYY, SLC3046, SOD2, TFAM, TNF,
TOMMA40, TPI1, VEGFA, WWOX

Pb+MeHg+Cd+As

GSR, GSTPI, PONI, SODI, SOD2,
SOSTM1, TP53

ABCBI, BDNF, GSTA4, GSTMI,
GSTPI, HMOXI, IL6, MAPT, NQOI,
SOD1, SOD2, TH, TNF

ACHE, APP, BAX, BCL2, BDNF,
CALMI1, CASP3, HMOXI, IL1B, MAPT,
NOS3, SOD2, TNF, VEGFA

Promene u ciljnim genima (aktivnosti proteina, ekspresiji iRNK, ekspresiji proteina i vezivanju za

protein)

Tacan nacin interakcije izmedu ispitivanih toksi¢nih metala i zajednickih gena za svaku ispitivanu
neurodegenerativnu bolest, uklju¢uju¢i aktivnost proteina, ekspresiju mRNK, ekspresiju proteina i
vezivanje za proteine, prikazan je u Tabeli 54.




Tabela 54. Interakcije izmedu ispitivanih toksi¢nih metala (Pb, MeHg, Cd, As) i zajednic¢kih gena
povezanih sa selektovanim neurodegenerativnim bolestima

Metal(oid) Pb MeHg Cd As

Aktivnost | Ekspresija Ekspresija Aktivnost | Ekspresija Ekspresija Aktivnost | Ekspresija Ekspresija Aktivnost | Ekspresija Ekspresija
Interakcija | proteina iRNA proteina proteina iRNA proteina proteina iRNA proteina proteina iRNA proteina
ALS
GSR 10 1 NA 10 1 1 10 1 10 10 NA NA
GSTP1 NA 1 NA NA 1 NA NA 1 NA NA 1 NA
PON1 | NA NA | NA NA 1 NA NA NA NA NA
SOD1 ! 1 ! NA 10 10 1 1 10 NA 1 !
SOD2 NA NA 10 NA 1l 1 10 10 1l NA 10 )
SQSTM1 NA NA 1) NA NA | NA 1 | NA NA 1
TP53 NA | 1 NA NA 1 1l 1l 1 NA 1l 11
PD
ABCBI NA 1 1 NA 1 NA NA NA 1 NA NA NA
BDNF NA | | NA 1 1 NA NA NA NA | |
GSTA4 NA NA | NA 1 NA NA 1 NA NA | NA
GSTM1 NA NA | NA | | NA NA 1 NA 1 NA
GSTP1 NA 1 NA NA 1 NA NA 1 NA NA 1 1
HMOX1 NA 1 | NA 1 NA 1 1 1 NA 1 1
IL6 NA NA 1 NA NA 1 NA 1l 1 NA NA NA
MAPT NA NA NA NA 14 | NA | | 1 1 1
NQOI 1 1l 1l NA 1l 1 1 1 1 NA 1 !
SOD1 NA 1 . NA 1l 1l 1l 1l 1l NA 1l !
SOD2 NA NA 1l NA 1l 1 1l 1l 1l NA 1l
TH NA NA | NA | | NA T NA NA | 14
TNF NA 1 1 NA NA 1 NA 1 1 NA 1 NA
AD
ACHE | NA NA | NA NA | NA NA | 1 NA
APP NA 1 1 NA NA NA NA NA 1 NA NA 1
BAX NA 1 1 NA 10 10 NA 1 1l NA 1 1l
BCL2 NA | | NA | | NA 1 14 NA 1 1
BDNF NA | | NA 1 1 NA NA NA NA | |
CALM1 NA NA NA NA 1 NA NA | NA NA NA NA
CASP3 1 NA 1 1 1 1 1 10 1 1 1 NA
HMOX1 NA 14 | NA 1 NA NA 1 1 NA 1 1
IL1B NA 14 14 NA NA 14 NA 1 1 NA 1 14
MAPT NA NA NA NA 1) | NA NA NA NA NA NA
NOS3 NA | 1) NA NA NA NA NA NA | | |
SOD2 NA NA 1l NA 1l 1 1l 1l 1l NA 1l !
TNF NA 14 14 NA NA 1 NA 1 1 NA | 14
VEGFA NA NA NA NA 1 1 NA I 11 NA NA 1

_T - povecava; | - smanjuje; 1| - poveéava i smanjuje; NA — nema informacija
Identifikacija vrste interakcija izmedu ciljnih gena

GeneMANIA server za predvidanje je zatim koriS¢en za ispitivanje vrste interakcija izmedu
zajednickih gena Pb, Cd, Hg i As za ALS, AD i PD, kao i sa 20 srodnih gena (slika 27). Pokazalo se
da je vecina gena povezanih sa razvojem ALS ostvaruje fizicke interakcije (68,18% interakcija) i
kolokalizaciju (23,28% interakcija), dok su koekspresija (8,52% interakcija) i genetske interakcije (
0,02% interakcija) bile su manje zastupljene. U slucaju gena povezanih sa razvojem PD,
najznacajnija vrsta interakcije bila je koekspresija (60,85% interakcija), dok su sledece bile fizicke
interakcije (20,71% interakcija) i interakcije koje je predvideo server (18,45% interakcija). Vecina
gena povezanih sa AD je ucestvovala u interakcijama koje je predvideo server (44,30% interakcija),
fizickim interakcijama (19,15% interakcija), koekspresiji (16,54% interakcija) 1 genetskim
interakcijama (10,24% interakcija), dok su kolokalizacija (6,22% interakcija), interakcije puteva
(3,33% interakcija) 1 interakcije u zajedniC¢kim proteinskim domenima (0,23% interakcija) bile
manje zastupljene.
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Slika 27. Interakcije na koje utice ispitivana smesa toksi¢nih metal(oid)a (Pb, MeHg, Cd i As), zajedno
sa 20 srodnih gena povezanih sa: A — amiotrofi¢nom lateralnom sklerozom (ALS), B — Parkinsonovom
boles¢u (PD), C — Alchajmerovom boles¢u (AD) (GeneMANIA, http://geneMANIA.org/plug-in/).
Interakcije mogu biti fizicke — dva gena su povezana ako su njihovi proteini u interakeiji; koekspresija — dva gena su
povezana ako su njihovi nivoi ekspresije sli¢ni u svim uslovima u studiji ekspresije gena; genetske interakcije - dva
gena su funkcionalno povezana ako je utvrdeno da su efekti poremecaja jednog gena modifikovani perturbacijama
drugog gena; kolokalizacija — geni se eksprimiraju u istom tkivu ili se njihovi proteini nalaze u istom tkivu; interakcije
signalnih puteva — dva genska proizvoda su povezana ako ucestvuju u istoj reakciji u signalnom putu; Zajednicki
proteinski domeni - kada proizvodi dva gena, odnosno proteini, imaju zajednicke domene; interakcije predvidene
pomocu servera (Warde-Farley et al. 2010).



Identifikacija molekularnih puteva i bioloskih procesa povezanih sa genima na koje utice ispitivana
smesa metala

Da bi se istrazio bioloski znacaj istrazivanih gena, dalji koraci su bili usmereni na identifikaciju
molekularnih puteva i bioloskih procesa povezanih sa genima na koje utice ispitivana smesa metala.

Analiza puteva je izvrSena pomocu Cytoscape dodatka ClueGO+CluePedia verzija 2.5.6 1 1.5.6. Za
identifikaciju molekularnih puteva odabrane su baze podataka KEGG, Reactome i WikiPathways.
Geni povezani sa ispitivanom smeSom metala i povezani sa ALS mogu se grupisati u 2 glavna
molekularna puta: Detoksikacija reaktivnih vrsta kiseonika i metabolizam folata (slika 27A).
Zajednicki geni povezani sa Parkinsonovom boles¢u grupisu se oko 6 molekularnih puteva: stres
smicanja tecnosti i ateroskleroza, detoksikacija reaktivnih vrsta kiseonika, metabolizam dopamina,
metabolizam vitamina B12, oksidativni stres, pregled efekata nanocestica (slika 27B). Ocekivano,
zajednicki geni povezani sa Alchajmerovom bole$¢u grupisani su oko puta koji je povezan sa
Alchajmerovom boles¢u i1 signalnim putem AGE-RAGE koji se obi¢no vidi kod dijabeti¢kih
komplikacija (Slika 27C).
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Slika 27. Molekularni putevi povezani sa ispitivanom smeSom toksi¢nih metal(oid)a i povezani sa
neurodegenerativnim oboljenjima: (A) Amiotrofina lateralna skleroza (ALS): 2 glavna molekularna puta -
Detoksifikacija reaktivnih vrsta kiseonika (svetlo zelena) i metabolizam folata (maslinasto zelena) ); (B) Parkinsonova
bolest (PD): 6 glavnih molekularnih puteva - stres smicanja tecnosti i ateroskleroza (narandzasta), detoksifikacija
reaktivnih vrsta kiseonika (svetlo zelena), metabolizam dopamina (svetlo plava), metabolizam vitamina B12 (ruzicasta),
oksidativni stres ( maslinasto zelena), Pregled efekata nanocestica (plava) i (C) Alchajmerova bolest (AD): 2 glavna
molekularna puta — Alchajmerova bolest (svetlo zelena/maslinasto zelena) i signalni put AGE-RAGE kod dijabeti¢kih
komplikacija (svetlo zelena) (Cytoscape dodatak ClueGO+CluePedia verzija 2.5.6 1 1.5.6).

Analiza ontologije gena sprovedena u okviru ove doktorske disertacije otkrila je najvaznije bioloske
procese na koje utiCe ispitivana smesa toksi¢nih metal(oid)a i koji su povezani sa razvojem
neurodegenerativnih bolesti. Metabolicki proces glutationa naveden je kao najvazniji proces koji
doprinosi razvoju ALS, ¢elijski odgovor na toksi¢nu supstancu na PD, dok je za AD smrt neurona
najznacajniji proces. Najvaznijih 10 bioloskih procesa povezanih sa zajednickim genima za svaku
odabranu neurodegenerativnu bolest prikazano je u Tabeli 55, sortirano prema statistickoj
znacajnosti (p<0,05).

Tabela 55. Bioloski procesi povezani sa neurodegenerativnim oboljenjima i sa genima na koje utice
ispitivana smeSa toksicnih metal(oid)a (ToppGeneSuite portal (https://toppgene.cchmc.org), i
njegova ToppFun funkcija (https://toppgene.cchme.org/enrichment.jsp))

Neurodegenerativna ID Naziv p-vrednost Geni
bolest
GO:0006749 | Metabolieki proces glutationa 2.825E-9 GSTPI, SODI, GSR, SOD2
GO:0009636 | ©dgovor na toksicnu supstancu 3.991E-9 PONI, TP53, GSTPI, SODI, GSR, SOD2
Amiotrofi¢na celijski  odgovor na  toksiénu
lateralna skleroza | GO:0097237 supstancu 8.402E-9 TP53, GSTP1, SOD1, GSR, SOD2
(ALS)
GO:0034599 | Celiiski odgovor na oksidativnistres | 59 ¢ TP53, GSTPI, SODI, GSR, SOD2
GO:0098869 | detoksikacija éelijskih oksidanata 2.600E-8 GSTPI, SODI, GSR, SOD2




¢elijska detoksikacija

G0:1990748 3.730E-8 GSTPI, SODI, GSR, SOD2
pozitivna regulacija metabolickog
GO:2000379 procesa reaktivnih vrsta kiseonika 4.417E-8 TP53, GSTP1, SOD1, SOD2
detoksikaciju
G0:0098754 8.378E-8 GSTPI, SODI, SOD2, GSR
negativna regulacija proliferacije
G0:0048147 fibroblasta 1.825E-7 TP53, GSTP1, SOD2
GO:0006979 | dgovor na oksidativni stres 1.993E-7 TP53, GSTPI, SODI, GSR, SOD2
celijski  odgovor na  toksiénu
GO0:0097237 supstancu 8.052E-15 GSTMI, NQOI, GSTPI, TH, IL6, TNF,
SODI, SOD2, HMOX1
odgovor na  reaktivne  vrste
) . : NQOI, GSTPI, MAPT, IL6, TNF, SODI,
G0:0000302 kiseonika 1.041E-12 SOD2, HMOX1
GO:0006801 | Mmetabolieki proces superoksida 3.958E-12 NQOI, GSTP1, MAPT, TNF, SODI, SOD2
. ¢elijski odgovor na oksidativni stres NQOI, GSTPI, MAPT, IL6, TNF, SODI,
G0:0034599 6.593E-12 SOD2, HMOX1
. . odgovor na toksi¢énu supstancu GSTM1, NQOI, GSTPI, TH, IL6, TNF,
:’;];l)(msonova bolest | GO:0009636 8.901E-12 SODI, SOD2, HMOXI
) regulacija smrti neurona NQOI, MAPT, IL6, BDNF, TNF, SODI,
GO:1901214 2.356E-11 SOD2, HMOX]
) smrt neurona NQOI, MAPT, IL6, BDNF, TNF, SODI,
G0:0070997 5.094E-11 SOD2, HMOX]
GO:199074 | Celiiska detoksikacija 5.594E-11 GSTMI, NQOI, GSTPI, TNF, SODI, SOD2
pozitivna regulacija metabolickog
GO0:2000379 procesa reaktivnih vrsta kiseonika 7.219E-11 GSTPI1, MAPT, IL6, TNF, SOD1, SOD2
. odgovor na supstancu NQOI, GSTPI, TH, IL6, BDNF, TNF,
G0:0042493 1.251E-10 SOD1, SOD2, HMOXI, ABCB1
) smrt neurona ILIB, CASP3, BAX, MAPT, ACHE, BDNF,
G0:0070997 7.520E-19 BCL2, TNF, SOD2, HMOXI, VEGFA, APP
) proces apoptoze neurona ILIB, CASP3, BAX, BDNF, BCL2, TNF,
GO:0051402 3353B-16 | s0p), HMOXI, VEGFA, APP
) regulacija smrti neurona ILIB, CASP3, BAX, MAPT, BDNF, BCL2,
GO:1901214 6.822E-15 TNF. SOD2, HMOX1, VEGFA
. signalni put apoptoze IL1B, CASP3, BAX, MAPT, NOS3, BDNF,
G0:0097190 1.660E-14 BCL2, TNF, SOD2, HMOXI, VEGFA
negativna regulacija signalnog puta
GO0:2001234 apoptoze 1.816E-14 ILIB, BAX, NOS3, BDNF, BCL2, INF,
. SOD2, HMOX1, VEGFA
Alchajmerova bolest
(AD) . regulacija procesa apoptoze neurona ILIB, CASP3, BAX, BDNF, BCL2, TNF,
G0:0043523 2.634E-14 SOD2, HMOX1, VEGFA
) odgovor na abioticki stimulus CALM1, ILIB, CASP3, BAX, MAPT, NOS3,
G0:0009628 T8I0E-13 | pCr) TNF, SOD2, HMOXI, VEGFA, APP
) ekstrinzi¢ni signalni put apoptoze ILIB, CASP3, BAX, NOS3, BCL2, TNF,
G0:0097191 1.462E-12 HMOXI. VEGFA
) regulacija signalnog puta apoptoze ILIB, BAX, NOS3, BDNF, BCL2, TNF,
G0:2001233 2.879E-12 SOD2, HMOX]1, VEGFA
negativna regulacija celijske CALM1I, ILIB, BAX, MAPT, ACHE, NOS3,
G0:0010648 komunikacije 5.997E-12 BDNF, BCL2, TNF, SOD2, HMOXI,

VEGFA

4.2.

4.2.1.

Ispitivanje protektivnog dejstva probiotika

In vitro rezultati uticaja probiotika na smanjenje koncentracije metal(oid)a

Koncentracije ispitivanih metal(oid)a pre i nakon inkubiranja pojedinacnih rastvora Pb, Cd, Hg i As
sa multikomponentnim i monokomponentnim probiotikom prikazane su u Tabeli 56. Uoceno je da
je svaki ispitivani metal(oid) bio znacajno smanjen nakon perioda inkubiranja njihovih rastvora i sa
multikomponentnim probiotikom i sa monokomponentnim probiotikom. U in vitro uslovima
monokomponentni probiotik efikasniji u smanjenju koncentracija Cd i As, dok je dejstvo mono- i
multikomponentnog probiotika veoma sli¢no u smanjenju koncentracije Pb i Hg.




Tabela 56. Koncentracije ispitivanih metal(oid)a pre i nakon inkubiranja rastvora pojedinacnih
metal(oid)a sa multikomponentnim (P) i monokomponentnim probiotikom (SB)

Prikaz vrednosti (pg/mL) | Pb Pb+P Pb +SB

Srednja vrednost 1179 5,51 7%*** 6,700%***

SD 212,6 3,629 0,7204

% u odnosu na Pb -99,532 -99,432
Cd Cd+P Cd+SB

Srednja vrednost 3135 2203* 1420%**#

SD 444,71 157,2 143,3

% u odnosu na Cd -29,729 -54,705
Hg Hg+P Hg+ SB

Srednja vrednost 54,24 7,399 %*** 4,581 ****

SD 2,481 0,8633 3,961

% u odnosu na Hg -86,359 -91,554
As As+P As +SB

Srednja vrednost 583,6 239,3** 131,7%**

SD 104,4 24,95 48,34

% u odnosu na As -58,996 -77,433

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). Koncentracije metal(oid)a:
Pb: 1 mg/mL; Cd: 3 mg/mL; Hg: 0,06 mg/mL; As: 0,6 mg/mL. P: multikomponentni probiotik (8,5 x 10° CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 +
Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5 x 10° CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii). ¥*p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa rastvorima pojedina¢nih
metal(oid)a: Pb, Cd, Hg, As); "p < 0.05 (u poredenju sa rastvorom Cd + P).

Koncentracije ispitivanih metal(oid)a pre i nakon inkubiranja rastvora smese metal(oid)a (MIX 5:
Pb+Cd+Hg+As) sa multikomponentnim i monokomponentnim probiotikom prikazane su u Tabeli
57. Uoceno je da je koncentracija svakog ispitivanog metal(oid)a bila smanjena nakon perioda
inkubiranja rastvora smeSe najviSih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i
multikomponentnog probiotika, kao i rastvora smese najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd,
Hg, As) i monokomponentnog probiotika. U in vitro uslovima monokomponentni probiotik bio je
efikasniji u vezivanju svih ispitivanih metal(oid)a iz smeSe, sa statistickom znacajnos¢u u slucaju
Pb, Cd i As. Multikomponentni probiotik znacajno je smanjio nivo Pb u poredenju sa rastvorom
smese najvisih ispitivanih doza metal(oid)a.

Tabela 57. Koncentracije ispitivanih metal(oid)a pre i nakon inkubiranja rastvora smese
metal(oid)a (MIX 5) sa multikomponentnim (P) i monokomponentnim probiotikom (SB)

Prikaz vrednosti (ug/mL) | Pb (MIX 5) Pb + P (MIX 5) Pb + SB (MIX 5)
Srednja vrednost 1113 16,04%*** 12,33%***
SD 177,2 4,433 2,510




% u odnosu na Pb (MIX 5) -98,5588 -98,8922

Cd (MIX 5) Cd + P (MIX 5) Cd + SB (MIX 5)
Srednja vrednost 3405 2593 1470%*
SD 483,6 701,6 3493
% u odnosu na Cd (MIX 5) -23,8473 -56,8282

Hg (MIX 5) Hg + P (MIX 5) Hg + SB (MIX 5)
Medijana 50,38 0,1702 0,04543
Opseg (50,29-50,47) (0,0713-0,2691) (0,09087-0,09087)
% u odnosu na Hg (MIX 5) 99,6622 -99,9098

As (MIX 5) As + P (MIX 5) As + SB (MIX 5)
Medijana 560,4 92,96 51,70%*
Opseg (445,6-579,6) (57,35-96,2) (44,74-51,7)
% u odnosu na As (MIX 5) -83,4118 -90,7744

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5
(Pb: 1 mg/mL + Cd: 3 mg/mL + Hg: 0,06 mg/mL + As: 0,6 mg/mL). P: multikomponentni probiotik (8,5 x 10°
CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595
+ Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5 x 10° CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05, **** p < 0.0001 (u poredenju sa koncentracijama pojedinac¢nih metal(oid)a u
rastvoru MIX5: Pb (MIX 5), Cd (MIX 5), Hg (MIX 5), As (MIX 5)).

4.2.2. In vivo rezultati uticaja probiotika na smanjenje toksi¢nosti metal(oid)a

4.2.2.1. Promene u ponasanju, unosu hrane i vode

Analiza SLA testa nije pokazala znaCajne izmene u duzini predenog puta i trajanju perioda
nepokretnosti, ali je uo¢eno blago smanjenje duzine predenog puta i blago produzenje perioda
nepokretnosti u svim tretiranim grupama (slika 28 A, slika 28 B).

Negativne vrednosti indeksa diskriminacije i najmanji procenat vremena provedenog u istrazivanju
novog predmeta u NORT testu uoceni suu MIX 51 MIX 5 + SB grupi (slika 28 C, slika 28 D).

Zivotinje u svim tretiranim grupama provele su viSe vremena istrazuju¢i poznati predmet u
poredenju sa vremenom provedenim u istraZivanju novog predmeta, ali ta razlika nije bila statisticki
znacajna (slika 28 E).
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Slika 28. Efekti subakutnog (28-dnevnog) oralnog izlaganja pacova najviSoj dozi smese Pb, Cd, Hg i
As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom
probiotiku (MIX 5 + SB) na ponaSanje. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija
(jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant
Difference, LSD), slika 28A, 28B, 28C, 28D/ t-test za uparene uzorke, slika 28E). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo
primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik



(8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus
plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10°
CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). Spontana lokomotorna aktivnost: ukupni predeni put (slika
28A) i period nepokretnosti (slika 28B); posmatranje svake zivotinje trajalo je dvadeset minuta. Test istraZivanja
poznatog i novog predmeta (NORT test): indeks diskriminacije (slika 28C); trajanje posmatranja svake Zivotinje je pet
minuta. Vreme istrazivanja novog objekta (%; NORT test) (slika 28D); trajanje posmatranja svake Zivotinje je bilo pet
minuta. Vreme utro$eno na istrazivanje poznatih i novih objekata nakon 1 sata (NORT test) (slika 28E).

Nije bilo statisticki znaCajnih promena u unosu vode i hrane izmedu ispitivanih grupa i kontrole,
osim u unosu hrane nakon trec¢e nedelje tretmana u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi, gde je uoceno
smanjenje u poredenju sa kontrolom. Takode, nakon cetvrte nedelje uoceno je statisticki znacajno
smanjenje unosa hrane u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolom, dok je to smanjenje anulirano u
MIX 5+ PiMIX 5+ SB grupi.

Iako nije bilo statisticki znacajnih promena u unosu vode u Cetiri ispitivana vremenska perioda,
nakon cCetvrte nedelje uoceno je blago smanjenje unosa vode u MIX 5 grupi u poredenju sa
kontrolom, dok je to smanjenje anulirano u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi.

4.2.2.2. Prirast telesne mase i relativna masa organa

Prirast mase u Cetiri vremenska perioda kod eksperimentalnih Zivotinja izloZenih izloZenih smesi
najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a
(Pb, Cd, Hg, As) i multikomponentnog probiotika i smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb,
Cd, Hg, As i monokomponentnog probiotika tokom 28 dana prikazan je u Tabeli 58.

U poredenju sa kontrolnom grupom, statisticki znac¢ajno smanjenje prirasta mase uoceno je u MIX 5
grupi nakon prve, druge i Cetvrte nedelje izlozenosti, dok je nakon trece nedelje uoceno blago
smanjenje u MIX 5 grupi. Smanjenje prirasta mase anulirano je u MIX 5 + P grupi nakon prve,
druge i Cetvrte nedelje, dok je u MIX 5 + SB smanjenje prirasta mase anulirano nakon druge
nedelje.

Tabela 58. Prirast telesne mase kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najvisoj
dozi smese Pb, Cd, Hgi As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5
i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Prirast mase Kontrola MIX S MIXS+P MIX S+ SB
7. dan Srednja vrednost | 0,3746 0,2320%* 0,3301 0,2594*
SD 0,06266 0,07668 0,02699 0,05131
14. dan Srednja vrednost | 0,6929 0,4080%** 0,5649 0,5077
SD 0,1046 0,1042 0,1347 0,1001
21. dan Srednja vrednost | 0,8074 0,5890 0,7779 0,6723
SD 0,2827 0,1351 0,1515 0,09646
28. dan Srednja vrednost | 1,062 0,5552%*%* 0,8678# 0,7746*
SD 0,2062 0,08246 0,1495 0,1038

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi
nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik
(8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus
plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10°
CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (u poredenju sa kontrolom);
#p < 0.05 (u poredenju sa MIX 5).



Relativne mase organa kod pacova izlozenih smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd,
Hg, As), smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i multikomponentnom
probiotiku i smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i monokomponentnom
probiotiku prikazani su u Tabeli 59.

Uoceno je da je relativna masa jetre znacajno smanjena u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolom,
dok je taj efekat anuliran u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi. Interesantno, uoceno je znacajno
povecanje relativne mase mozga u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi u poredenju sa kontrolom.
Takode, uoceno je znaCajno povecanje relativne mase testisa u MIX 5 1 MIX 5 + P grupi u
poredenju sa kontrolom, dok je to povecanje anulirano u MIX 5 + SB grupi.

Tabela 59. Relativne mase organa kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja
najvisoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P)

1 MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Relativna masa Kontrola MIX 5 MIXS+P MIX 5+SB
organa
Jetra Srednja vrednost | 3,723 2,903** 3,640## 3,7584##

SD 0,2228 0,2511 0,2245 0,4166
Bubrezi Srednja vrednost | 0,6218 0,5907 0,6301 0,6296

SD 0,03452 0,04803 0,03938 0,05132
Mozak Srednja vrednost | 0,4470 0,4940 0,5424%** 0,5337**

SD 0,009327 0,05808 0,03852 0,02360
Srce Medijana 0,2809 0,3013 0,2976 0,3217

Opseg (0,2567-0,3535) | (0,2896-0,3182) | (0,2816-0,3501) (0,2984-0,33)
Pluéa Medijana 0,4356 0,4613 0,5099 0,4583

Opseg (0,4226-0,4867) | (0,3822-0,7063) | (0,4482-0,5477) (0,4108-0,5767)
Pankreas Srednja vrednost | 0,3641 0,2998 0,3002 0,3450

SD 0,09712 0,09058 0,07845 0,1155
Slezina Srednja vrednost | 0,1766 0,1500 0,1854# 0,1763

SD 0,01134 0,01198 0,02281 0,01638
Testisi Srednja vrednost | 0,6682 0,8262* 0,8200* 0,7875

SD 0,08768 0,05430 0,08842 0,03739
Femur Srednja vrednost | 0,2444 0,2735 0,2806 0,2780

SD 0,01301 0,02839 0,04141 0,006163

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5
(mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 +
Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10° CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); #p <0.05, ##p < 0.01 (u poredenju sa MIX
5).



4.2.2.3. Nivoi ispitivanih metal(oid)a u krvi i tkivima

Nivoi ispitivanih metal(oid)a u krvi i tkivima eksperimentalnih Zivotinja izlozenih smesi najvisih
primenjenih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd,
Hg, As) i viSekomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg,
As i monokomponentnom porobiotiku prikazani su u Tabeli 60.

U poredenju sa kontrolnom grupom, nivoi Pb u krvi bili su poveéani u svim tretiranim grupama,
nivoi Cd u krvi bili su povecani u MIX 51 MIX 5 + P, a nivoi As bili su znacajno povecéani jedino u
MIX 5 grupi. Nivo Hg u krvi bio je najve¢i u MIX 5 grupi. Nivoi Cd, Hg i As u krvi bili su
smanjeni u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupama. Znacajnije smanjenje Cd u krvi uoceno je u MIX 5 +
SB grupi, dok je znacajnije smanjenje nivoa Hg u krvi uo¢eno u MIX 5 +P u poredenju sa MIX 5
grupom. Nivoi Pb u krvi bili su blago smanjeni u MIX 5 +P i MIX 5 + SB, ali su ti nivoi i dalje bili
znacajno visi od kontrolnih.

Uoceno je znacajno povecanje Cd u tkivu jetre u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolom koje je
anulirano u MIX 5 + P grupi, ali ne i u MIX 5 + SB grupi. Takode, uoceno i poveéanje nivoa As
tkivu jetre u MIX 5, MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi. U poredenju sa kontrolnom grupom, nivoi Pb i
Hg u tkivu jetre bili su blago pove¢ani u MIX 5 grupi. Nivoi ovih metala u tkivu jetre bili su
smanjeni u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi, a u MIX 5 + P ¢ak ispod nivoa kontrolne grupe.

U poredenju sa kontrolnom grupom, nivoi Pb, Cd, Hg i As u tkivu bubrega bili su povecéani u svim
tretiranim grupama. Nivoi svih ispitivanih metala bili su smanjeni u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi
u poredenju sa MIX 5 grupom, ali je samo povecanje nivoa Pb bilo anulirano u MIX 5 + SB grupi.

U poredenju sa kontrolnom grupom, nivoi Cd i As u tkivu mozga bili su znac¢ajno povecani u svim
tretiranim grupama.

Nivoi svih ispitivanih metal(oid)a u tkivu srca bili su ispod limita kvantifikacije u MIX 5 + SB
grupi, dok su nivoi Hg u tkivu srca bili ispod limita kvantifikacije u svim grupama.

U poredenju sa kontrolnom grupom, nivoi Cd i As u tkivu pluca bili su znacajno povecani jedino u
MIX 5 grupi, dok je povecanje nivoa ovih elemenata bilo anulirano u MIX 5 + P 1 MIX 5 + SB

grupi.

U tkivu pankreasa nije bilo znacajnih razlika pri poredenju grupa, osim u nivou Cd koji je bio
znacajno povec¢an u MIX 5 + SB grupi u poredenju sa kontrolnom grupom.

U tkivu slezine As je detektovan u svim tretiranim grupama (MIX 5 : 0,6098 pg/g, MIX 5 + P:
0,1488 pg/g, 0,4082 pg/g), ali ne i u kontrolnoj grupi. Ostali metali bili su ispod nivoa limita
kvantifikacije. Vrednost As bila je najvisa u As grupi, dok je u MIX 5 + P i MIX 5 + SB bila

smanjena u poredenju sa MIX 5.

U tkivu testisa Cd je detektovan u svim tretiranim grupama (MIX 5 : 0,2221 pg/g, MIX 5 + P:
0,1107 pg/g, 0,1374 pg/g), ali ne i u kontrolnoj grupi. Ostali metali bili su ispod nivoa limita
kvantifikacije. Vrednost Cd bila je najvisa u Cd grupi, dok je u MIX 5 + P i MIX 5 + SB bila
smanjena u poredenju sa MIX 5.

U poredenju sa kontrolnom grupom, nivoi Pb, Cd i As u tkivu femura bili su pove¢ani u svim
tretiranim grupama. Nivoi ovih metala bili su smanjeni u MIX 5 + P 1 MIX 5 + SB grupi u
poredenju sa MIX 5 grupom, ali je povecanje nivoa Pb bilo anulirano u MIX 5 +P grupi, kao i

povecanje nivoa As u MIX 5 + P 1 MIX 5 + SB. U tkivu femura Hg je detektovana jedino u MIX 5
grupi, dok je u ostalim grupama nivo Hg bio ispod limita kvantifikacije.



Tabela 60. Nivoi ispitivanih metal(oid)a u krvi i tkivima pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja najvisoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom
probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Izmereni Kontrola MIX 5 MIXS5+P MIX 5+ SB
metal(oid)i
(ng/mL)
Krv
Pb Srednja
vrednost 0,03915 0,08886** 0,07468* 0,08638*
SD 0,01268 0,02454 0,03051 0,01559
Cd Medijana 0,008500 0,08480%** 0,02930%* 0,02270
Onse (0,0072- (0,01715-
pseg 0,0098) (0,0608-0,1248) (0,0167-0,0348) | 0,0321)
Hg Medijana 0,01135 0,03570 0,001500## 0,005250
Opse (0,00765- (0,004075-
pseg 0,014) (0,0191-0,03835) (0,0013-0,0084) | 0,03298)
As Medijana 0,002050 3,085%** 0,005600# 0,005400#
Onse (0,00145-
pseg 0,0043) (2,435-5,429) (0,0046-0,0144) | (0,0035-0,0234)
Izmereni Kontrola MIX 5 MIXS5+P MIX 5+ SB
metal(oid)i
(ng/g)
Jetra
Pb Medijana 0,1621 0,2203 0,1530 0,1673
Onse (0,1291-
pseg 0,1951) (0,174-0,3243) (0,1418-0,2042) | (0,1272-0,3359)
Cd Medijana 0,05487 9,235%** 6,488 6,839*#
Onse (0,04335-
pseg 0,06529) (8,37-13,23) (4,907-7,129) | (5,897-8,61)
Hg Medijana 0,01728 0,07832 0,0002340## 0,03897
Opse (0,01645- (0,0002035- (0,0000733-
pseg 0,02209) (0,03188-0,09673) 0,002123) 0,0391)
As Srednja
vrednost 0,05092 0,1498*** 0,1221%%* 0,1365%*
SD 0,008347 0,01879 0,02478 0,05309
Bubrezi
Pb Medijana 0,01698 0,7348%** 0,6283%%* 0,4451
Onse (0,01622-
pseg 0,02217) (0,5751-1,028) (0,6003-1,085) | (0,3666-0,6817)
Cd Medijana 0,01013 5,372%%* 4,874% 5,248%*




(0,008116-

Opseg 0,0407) (5,108-6,919) (4214-5372) | (4,848-5,706)
Hg Srednja
vrednost 0,04305 2,157%%* 1,121%# 1,591%*
SD 0,03140 0,8627 0,6780 0,7324
As Srednja
vrednost 0,08852 0,2037%%% 0,1666** 0,1521%#
SD 0,02768 0,05283 0,02888 0,02014
Mozak
Pb Medijana 0,04043 0,07186 0,04437 0,07098
Onse (0,03633- (0,03772- (0,05853-
pseg 0,069) (0,05-0,1359) 0,04939) 0,09067)
Cd Srednja
vrednost 0,002134 0,01935%%* 0,01903%%* 0,02124%%*
SD 0,0008414 0,006318 0,003598 0,005066
Hg Medijana 0,01159 0,02260 0,01138 0,01044
Onse (0,008048- (0,00446- (0,007153-
pseg 0,01276) (0,009483-0,04326) | 0,02713) 0,2738)
As Srednja
vrednost 0,01371 0,04250% % 0,03453%%* 0,03763%%*
SD 0,003514 0,007440 0,008555 0,009257
Srce
Pb Medijana 0,3117 0,3430 0,3674 NA
Opseg (0,301-0,4734) | (0,2581-0,7049) (0,2623-0,7799) | NA
cd Medijana 0,05810 0,1331 0,2381 NA
Onse (0,03223- (0,08751-
pseg 0,06229) (0,1099-0,476) 0,2831) NA
As Medijana 0,09326 0,2659 0,3024 NA
Onse (0,02027-
pseg 0,1662) (0,1684-0,3078) (0,179-0,6086) | NA
Pluéa
Pb Medijana 0,1713 0,1813 0,1334# 0,2091+
Onse (0,1525-
pseg 0,1901) (0,16-0,287) (0,1193-0,1402) | (0,1661-0,2792)
Cd Medijana 0,06064 0,4364% 0,3480 0,2975
Onse (0,03824-
pseg 0,06795) (0,3133-0,8617) (0,2444-0,9074) | (0,235-0,8612)
Hg 0,04766 0,02859 0,03500 0,02671

Srednja




vrednost
SD 0,01112 0,02447 0,03270 0,02334
As Srednja
vrednost 0,1696 0,4284% 0,3868 0,2844
SD 0,08348 0,1501 0,1676 0,09225
Pankreas
Pb Medijana 0,4625 0,4931 0,4960 0,5364
Oose (0,3219-
pseg 0,5322) (0,351-0,7265) (0,4526-0,8337) | (0,4064-0,6811)
cd Medijana 0,1414 0,9778 0,9825 2,244%
Oose (0,03078-
pseg 0,2029) (0,3123-2,497) (0,6404-1,979) | (0,9068-2,654)
As Medijana 0,01066 0,06210 NA NA
o (0,003703-
pseg 0,1049) (0,03839-0,08581) NA NA
Femur
Pb Medijana 0,1779 1,420%%* 1,023 1,388%*
Ouse (0,1736-
pseg 0,2118) (1,289-2,219) (0,8674-1,392) | (1,278-1,468)
Cd Srednja
vrednost 0,07584 0,3244%x5x 0,2663%* 0,2678%**
SD 0,03140 0,1150 0,07850 0,04857
Hg Srednja
vrednost NA 0,3045 NA NA
SD NA 0,2944 NA NA
As Srednja
vrednost 0,05656 0,1262% 0,06817 0,1198
SD 0,05870 0,04611 0,05628 0,04417

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5
(mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10°® CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 +
Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa kontrolom); #p < 0.05,
##p < 0.01 (u poredenju sa MIX 5); "p < 0.05 (u poredenju sa MIX 5 + P). NA- ispod limita kvantifikacije (LOQ:
0,00002 pg/mL).

4.2.2.4. Hematoloski parametri

Hematoloski parametri izmereni kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i
multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As i
monokomponentnom probiotiku prikazani su u Tabeli 61. Povecan broj leukocita, apsolutnog broj



limfocita, apsolutnog broja neutrofila, monocita i apsolutnog broja monocita primecen je u MIX 5 +
P grupi u poredenju sa kontrolnom grupom. Apsolutni broj eritrocita u u MIX 5 grupi bio je
statisticki znacajni smanjen u odnosu na kontrolnu grupu, dok je u MIX 5 + P i MIX 5 + SB bio
povecan i u poredenju sa kontrolnom grupom i u poredenju sa MIX 5. Uoceno je i znacajno
smanjenje hemoglobin i hematokrita u odnosu na kontrolnu grupu, dok su njihove vrednosti u MIX
5+ PiMIX 5 + SB bile vise i od kontrolnih (bez statistiCke znacajnosti) sa izrazenijim efektom
MIX 5 + P. MCV vrednost bila je znacajno smanjena, dok je vrednost MCHC bila znacajno
povecéana u grupi MIX 5 u odnosu na kontrolnu grupu. Vrednosti MCH su znacajno nize u grupama
MIX 5 + P i MIX 5 + SB u poredenju sa kontrolnom grupom. Primeceno je da je broj trombocita
znacajno povecan u grupi MIX 5 u poredenju sa kontrolnom grupom, dok u MIX 5+ P i MIX 5 +
SB grupama nije bilo znacajne razlike, iako su vrednosti bile vise od kontrolnih.

Tabela 61. Hematoloski parametri kod pacova nakon subakutnog (28-dnevnog) oralnog izlaganja
najvisoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P)
i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB).

Parametar Prikaz Kontrola MIX 5 MIX 5 + P MIX 5 + SB
rezultata
Srednja 3,400 5,520 6,840% 6,000
vrednost

Leukociti

[109/1] SD 1,643 2,184 1,633 2,970
% u
odnosu na 62,353 101,176 76,471
kontrolu
Srednja 82,76 81,10 78,36 80,10
vrednost

Limfociti 3,503 5,954

[%] SD 4,528 3,564
% u
odnosu na -2,006 -5,317 -3,214
kontrolu
Srednja 2,420 2,080 4,380%*# 2,560"
vrednost

Monociti [%] SD 0,6573 1,071 0,6458 0,9263
% u
odnosu na -14,050 80,992 5,785
kontrolu
Srednja 9,420 10,66 9,820 10,28
vrednost

Neutrofili SD 2,253 3,066 3,826 1,418

[%]
% u
odnosu na 13,163 4,246 9,130
kontrolu
Medijana 0,2000 0,1000 0,1000 0,1000

. . Opseg 0,1000-0,4000 0,1000-0,2000 0,1000-0,6000 0,1000-0,2000

Eozinofili

0,

[%] % "
odnosu na -50,000 -50,000 -50,000
kontrolu




Srednja

5,160 6,020 7,140 6,920
vrednost
e o
Bazofili [%] =5y 1,057 1773 2,409 1512
% u
odnosu na 16,667 38,372 34,109
kontrolu
Srednja 2,838 4,488 5,362% 4,872
vrednost
Limfociti
aps. [10°/1] SD 1,398 1,806 1,304 2,588
% u
odnosu na 58,140 88,936 71,670
kontrolu
Srednja 0,0840 0,1100 0,3020% % 0,1460""
vrednost
Monociti aps. | SD 0,04722 0,05099 0,08289 0,05771
[10°7]
% u
odnosu na 30,952 259,524 73,810
kontrolu
Srednja 0,3040 0,5880 0,6720% 0,5940
vrednost
Neutrofili
aps. [10°11] SD 0,1369 03114 0,3199 0,2415
% u
odnosu na 93,421 121,053 95,395
kontrolu
Medijana | 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100
. . Opseg 0,0-0,0100 0,0050-0,0100 0,0100-0,0400 0,0050-0,0150
Eozinofili
9
aps. [10°/1] % "
odnosu na 0,000 0,000 0,000
kontrolu
Srednja
0,1698 0,3242 0,4892 0,3820
vrednost
Bazofili aps.
I109/l] SD 0,08878 0,1401 0,2163 0,1053
% u
odnosu na 90,931 188,104 124,971
kontrolu
. 10,83 7,104* 16,4475 14,34%%%
Srednja
vrednost
Eritrociti
aps. (RBC) | SD 0,7027 1,597 3,633 2,700
(1021
% u
odnosu na -34,404 51,801 32,410
kontrolu
Srednja 2248 122,4%%* 276,07 244,07
vrednost
Hemoglobin
(Hb) [g/N] SD 9,121 27,25 57,43 48,31
-45,552 22,776 8,541

% u




odnosu na
kontrolu
Srednja 0,6636 0,3512%%* 0,8236%# 0,7240%
vrednost
Hematokrit SD 0,03005 0,08281 0,1801 0,1424
(HCT) [IN]
% u
odnosu na -47,077 24,111 9,102
kontrolu
Medijana 61,20 48,80%* 50,00 49,70
MCV [fl] Opseg 58,60-64,40 48,20-50,75 49,00-51,25 48,80-52,35
% u
odnosu na -20,261 -18,301 -18,791
kontrolu
Medijana 20,90 17,10 16,80* 16,60*
MCH [pg] Opseg 19,70-21,85 16,75-17,85 16,20-17,45 16,40-17,75
% u
odnosu na -18,182 -19,617 -20,574
kontrolu
Srednja 338,6 349 8%* 335,8% 337,2%
vrednost
MCHC [g/dl] 55 3,435 7.050 5215 3.564
% u
odnosu na 3,308 -0,827 -0,413
kontrolu
Srednja #
475,6 772,8%* 520,0 656,6
vrednost
Trombociti
[10°7] SD 115,7 1214 184,5 128,6
% u
odnosu na 62,489 9,336 38,057
kontrolu

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5
(mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 +
Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa kontrolom); “p < 0.05,
"5 < 0.01, " p < 0.001, ™ p < 0.0001 (u poredenju sa MIX 5); “'p<0.01, **p <0.001 (u poredenju sa MIX 5 + P).

4.2.2.5. Biohemijski parametri

Biohemijski parametri izmereni kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i
multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As i
monokomponentnom probiotiku prikazani su u Tabeli 62.



Uoceno je blago povecanje nivoa CRP u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolnom grupom, dok su
grupe MIX 5 + P i MIX 5 + SB smanjile ovaj nivo ¢ak ispod vrednosti kontrolne grupe, pri cemu je
efekat bio izrazeniji u MIX 5 + P grupi.

Slican scenario uocen je i pri pra¢enju promena u vrednostima glukoze, gde je povecanje nivoa
uoceno u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolnom grupom, dok su grupe MIX 5+ P i MIX 5 + SB
smanjile ovaj nivo, MIX 5 + P ¢ak ispod vrednosti kontrolne grupe.

Nivo ukupnog holesterola i HDL znacajno je bio smanjen u MIX 5 + P grupi u poredenju sa
vrednostima kontrolne grupe.

Nivo LDL blago je bio povisen u MIX 5 grupi, dok je MIX 5 + P bio blizi kontrolnim vrednostima,
a MIX 5 + SB ¢ak ispod kontrolnih vrednosti.

Nivo triglicerida bio je znaCajno smanjen u svim tretiranim grupama, sa najizrazenijim efektom u
MIX 5 grupi, dok je nivo MIX 5 + SB bio blizi kontrolnim vrednostima u poredenju sa MIX 5 + P.

Nivo uree bio je znacajno smanjen u MIX 5 grupi, dok je u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi bio
slican kontrolnim vrednostima.

Uoceno je znacajno povecanje nivoa direktnog bilirubina u MIX 5 grupi koji je u MIX 5 + P i MIX
5 + SB grupi bio u nivou kontrolnih vrednosti.

U poredenju sa kontrolnom grupom, uoceno je smanjenje nivoa AST u svim tretiranim grupama bez
statistiCke znacajnosti, dok su MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupe imale vrednosti blize kontrolnim, sa
izrazenijim efektom MIX 5 + P.

Nivoi ALP bili su znacajno smanjeni u svim tretiranim grupama u poredenju sa vrednostima
kontrolne grupe dok su MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupe imale vrednosti blize kontrolnim, sa
izrazenijim efektom MIX 5 + SB.

Interesantno, serumsko gvozde bilo je smanjeno u svim tretiranim grupama sa najizraZenijim
smanjenjem u MIX 5 + SB.

Nivo PO4> bio je znacajno smanjen u MIX 5 + SB grupi u poredenju sa kontrolnim vrednostima.

Tabela 62. Biohemijski parametri kod pacova nakon subakutnog (28-dnevnog) oralnog izlaganja
najvisoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P)
i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Parametar Prikaz Kontrola MIX 5 MIX 5+P MIX 5+ SB
rezultata
0,0700 0,0800 0,0300 0,0500
Medijana
0,0250-0,1950 0,0300-0,0800
CRP (mg/L) Opseg 0,0700-0,1100 0,0450-0,0800
% u
odnosu na 14,286 -57,143 -28,571
kontrolu
9,100
Glukoza .. >
(mmol/L) Medijana 9,000 12,30 7,000




7,800-20,95 9,200-20,65 6,400-8,100 7,800-9,500
Opseg
% u
odnosu na 36,667 -22,222 1,111
kontrolu
Srednja 1,452 1,394 1,160* 1,274
vrednost
UKupni 0,09121 0,2372 0,1562 0,1802
holesterol SD
(mmol/L)
% u
odnosu na -3,994 -20,110 -12,259
kontrolu
Srednja 1,102 0,8700 0,6900%** 0,8660
vrednost
HDL . 0,1008 0,2442 0,1908 0,1889
(mmol/L)
% u
odnosu na -21,053 -37,387 -21,416
kontrolu
Srednja 0,196 0,336 0,2533 0,12
vrednost
LDL SD 0,05595 0,1399 0,294 0,121
(mmol/L)
% u
odnosu na 71,429 29,235 -38,776
kontrolu
Srednja 1,078 0,49%%* 0,6533%* 0,732%
vrednost
Trigliceridi SD 0,1386 0,1823 0,08737 0,2523
(mmol/L)
% u
odnosu na -54,545 -39,397 -32,096
kontrolu
Srednja 9,74 8,06* 8,6 8,78
vrednost
Urea SD 0,4827 1,454 0,4 0,7396
(mmol/L)
% u
odnosu na -17,248 -11,704 -9,856
kontrolu
Srednja #
Kreatinin vrednost 39,2 40,8 38,33 33,2
(pmol/L)
SD 3,701 5,404 8,505 3,114




% u

odnosu na 4,082 -2,219 -15,306
kontrolu
Srednja 202, 266,8 161,7 173
vrednost
Mokracna SD 96,53 133,7 67 66,81
kiselina
(nmol/L) % u
odnosu na 32,079 -19,950 -14,356
kontrolu
Srednja 64,2 62,4 61,33 64,4
vrednost
UKupni SD 3,271 1,817 2,887 6,025
proteini (g/L)
% u
odnosu na -2,804 -4,470 0,312
kontrolu
39 40 43
Medijana 44
Albumin Opseg 43-455 39-40,5 31-44 37,5-45,5
(g/L)
% u
odnosu na -11,364 -9,091 -2,273
kontrolu
1 1,2 0,9 0,8
Medijana
Ukupni
bilirubin Opseg 0,95-1,3 0,95-1,65 0,6-12,9 0,5-0,95
(pmol/L)
% u
odnosu na 20,000 -10,000 -20,000
kontrolu
0,2 0,6* 0,2 0,3
Medijana
Direktni
bilirubin Opseg 0,1-0,45 0,35-0,7 0,1-8,4 0,15-0,5
(nmol/L)
% u
odnosu na 200,000 0,000 50,000
kontrolu
235 147 195 174
Medijana
AST (U/L) Opseg 146-424,5 136,5-171 150-266 151,5-209,5
% u
odnosu na -37,447 -17,021 -25,957
kontrolu
ALT (U/L) Medijana 60 51 72 78




Opseg 53,5-115,5 45-69 68-86 69,5-90,5
% u
odnosu na -15,000 20,000 30,000
kontrolu
Srednja #
236,8 131,2%%** 157,7%* 184,8*
vrednost
ALP (UIL) SD 13,29 32,88 50,24 41
% u
odnosu na -44,595 -33,404 -21,959
kontrolu
1161 1706 924 875
Medijana
Kreatin
kinaza (U/L)  ["Gpgeg 888,5-7008 621-2558 455-1008 399,5-1417
% u
odnosu na 46,942 -20,413 -24,634
kontrolu
Srednja 9,236 8,982 10,26 7,432
vrednost
Homocistein gy 325 1,733 1,091 1,745
(pmol/L) % u
odnosu na -2,750 11,087 -19,532
kontrolu
Srednja 57,92 38,46 20,83%* 19, 2%
vrednost
Serumsko
gvozde SD 16 18,6 5,901 %** 11,35%3%%*
(pmol/L) % u
odnosu na -33,598 -64,037 -66,851
kontrolu
153 147 703 149
Medijana
Na*
Opseg 150-154 145-150 147-1574 147,5-566,5
(mmol/L)
% u
odnosu na -3,922 359,477 -2,614
kontrolu
6,5 7,2 6,4 6,5
Medijana
K+
Opseg 5,55-7,25 6-8,1 5,8-25.4 5,95-10,25
(mmol/L)
% u
odnosu na 10,769 -1,538 0,000

kontrolu




103 744 103
Medijana 102
Cr
Opseg 102,5-105 101,5-105 102-1817 101-616,5
(mmol/L)
% u
odnosu na -0,971 622,330 0,000
kontrolu
Srednja 3,23 3,43 2,88" 3,062
vrednost
Ca2+
SD 0,1235 0,3269 0,3208 0,3552
(mmol/L) % u
odnosu na 6,192 -10,836 -5,201
kontrolu
Srednja 3,652 322 3,163 2,642%%*
vrednost
PO,*
SD 0,4289 0,472 0,3166 0,3266
(mmol/L) % u
odnosu na -11,829 -13,390 -27,656
kontrolu
1,46 1,61 1,27 1,26
Medijana
Mg2+
Opseg 1,305-1,905 1,235-1,975 1,12-1,41 1,14-1,36
(mmol/L)
% u
odnosu na 10,274 -13,014 -13,699
kontrolu

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5
(mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 +
Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05, **p < 0.01, ¥*¥p < 0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa kontrolom); “p < 0.05
(u poredenju sa MIX 5).

4.2.2.6. Nivoi hormona

Hormoni izmereni kod eksperimentalnih Zivotinja izlozenih smeSi najvisih ispitivanih doza
metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i
multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As i
monokomponentnom probiotiku prikazani su na Slici 29.

Uoceno je smanjenje nivoa fT3 1 T3 u grupi MIX 5, dok su se nivoi ovih hormona priblizili
vrednostima kontrole u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi. Uoceno je i izraZenije smanjenje nivoa fT4
1 T4 u MIX 5 + P grupi i u odnosu na kontronu grupu i u odnosu na MIX 5 grupu, dok su vrednosti
ovih hormona u MIX 5 + SB grupi bili bliZi vrednostima kontrole.

Nije bilo statisticki znacajnih razlika u nivou testosterona, medutim u grupi MIX 5 uoceno je blago
povecanje ovog hormona u odnosu na kontrolnu grupu koje je “anulirano” u grupi MIX 5 + P. Sa



druge strane, povecanje nivoa aldosterona uoceno je u grupi MIX 5 + SB u odnosu na sve ostale
grupe.

Ni pri promenama nivoa kortizola nisu uocene znacajne razlike, ali je nivo kortizola bio smanjen u
svim tretiranim grupama, sa najizrazenijim efektom u MIX 5 + P grupi.

Nivo testosterona bio je blago smanjen u MIX 5 grupi, dok je u grupama MIX 5 + P i MIX 5 + SB
nivo testosterona bio veéi i od kontrolne grupe, sa izrazenijim efektom u grupi MIX 5 + SB.

Sli¢an scenario uocava se i u sluc¢aju renina, sa izrazenijim efektom MIX 5 + P.

Nivo aldosterona bio je blago pove¢an u MIX 5 grupi, dok je u grupama MIX 5 + P i MIX 5 + SB
nivo aldosterona bio manji ¢ak i od kontrolnih vrednosti.
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Slika 29. Hormoni u krvi pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najviSoj dozi smeSe
Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i
monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX:
Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P:
multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus
rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik
— kvasac (5.16 *10° CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). T3: trijodtironin, T4: tiroksin, fT3:
slobodni trijodtironin, fT4: slobodni tiroksin. *p < 0.05 (u poredenju sa kontrolom); “p < 0.05 (u poredenju sa MIX 5);
“p < 0.05 (u poredenju sa MIX 5 + P).

4.2.2.7. Parametri redoks statusa u krvi

Parametri redoks statusa izmereni plazmi eksperimentalnih zivotinja izlozenih smesi najvisih
ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd,
Hg, As) i multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg,
As i monokomponentnom probiotiku prikazani su na Slici 30.

Uoceno je blago smanjenje vecine prooksidativnih parametara (TOS, PAB, MDA, AOPP) u MIX 5
+ P 1 MIX 5 + SB grupi u odnosu na MIX 5 grupu, osim u nivou O," gde je uoceno povecanje nivoa
u navedenim grupama u poredenju sa MIX 5 grupom.

Interesantno, nivo SOD bio je znacajno smanjen u MIX 5 + P grupi u poredenju sa vrednostima
kontrolne grupe. Uoceno je i da je nivo SH grupa bio znacajno smanjen u svim tretiranim grupama,
dok je nivo TAS znacajno bio poveéan u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolnom grupom.



Takode, uoceno je i povecanje antioksidativnih parametara u MIX 5 + SB — nivoa SH grupa i GSH
u poredenju sa MIX 5 grupom, a SOD i u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe.

Nije bilo znacajnih promena u indeksu oksidativnog stresa, skoru oksidativnog oSte¢enja i skoru
antioksidativne zastite pri poredenju grupa. Skor oksidativne ravnoteze znacajno se razlikovao u
MIX 5, MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi u poredenju sa kontrolnom grupom (Prilog 1 Tabela 13 i
Tabela 14).
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Slika 30. Parametri redoks statusa izmerenim u krvi pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja najviSoj dozi smeSe Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX
5+ P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl.
Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX:
Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P:
multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus
rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik
— kvasac (5.16 *10° CF U/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). TOS: totalni oksidativni status, O,
superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-antioksidativni balans, MDA: malondialdehid, AOPP: uznapredovali
produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom modifikovan albumin, SOD: aktivnost enzima superoksid dismutaze, SH
grupe: ukupne sulfhidrilne grupe, TAS: totalni antioksidativni status.*p < 0.05, **p < 0.01, **** p < 0.0001 (u poredenju
sa kontrolom); “p < 0.05, **p < 0.001 (u poredenju sa MIX 5); “p < 0.05 (u poredenju sa MIX 5 + P).

4.2.2.8. Nivoi bioelemenata u krvi i tkivima

Nivoi ispitivanih bioelemenata u krvi i tkivima eksperimentalnih Zivotinja izlozenih smesi najvisih
ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd,
Hg, As) i viSekomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg,
As i monokomponentnom probiotiku prikazani su u Tabeli 63.

Nivoi bioelemenata u krvi pacova nisu se znacajno razlikovali pri poredenju grupa. Uoceno je
blago smanjenje u nivoima Fe u krvi u MIX 5 grupi u poredenju sa vrednostima kontrole, koje je
anulirano u MIX 5+ P i MIX 5 + SB grupi.

Nivo Zn bio je znacajno povecan u tkivu jetre u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolom, dok je taj
efekat anuliran u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi. Nivo Cu bio je znacajno smanjen u tkivu jetre u
MIX 5 + SB grupi u poredenju sa vrednostima kontrole. Takode, i nivo Fe bio je smanjen u tkivu
jetre u svim tretiranim grupama, sa statistickom znacajnoséu u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi.

Nivo Fe bio je smanjen u tkivu bubrega u svim tretiranim grupama u poredenju sa kontrolom, ali je
to smanjenje bilo znac¢ajno u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi.

U poredenju sa kontrolom, nivo Cu bio je znacajno smanjen u tkivu mozga u svim tretiranim
grupama, dok je nivo Zn bio znacajno smanjen u MIX 5 + P grupi. Nivo Fe bio je smanjen u tkivu
mozga u svim grupama u poredenju sa kontrolom, sa statistickom znacajnosé¢u u MIX 5 + P i MIX
5+ SB grupi. Nivo Mn bio je znacajno povecan u tkivu mozga u MIX 5 grupi u poredenju sa
kontrolom, dok je u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi bio znacajno smanjen.

Nivoi svih ispitivanih bioelemenata u tkivu srca bili su ispod limita kvantifikacije u MIX 5 + SB
grupi, dok medu ostalim grupama nije bilo statisticki znacajne razlike u nivoima bioelemenata.



Nivoi Cu bili su znacajno smanjeni u tkivu pluéa u svim tretiranim grupama u poredenju sa
vrednostima kontrole, dok je nivo Fe isto bio smanjen u svim tretiranim grupama, ali sa statistickom
znacajnoscu u MIX 5 + SB grupi.

Nivoi bioelemenata nisu se znacajno razlikovali u tkivu pankreasa pri poredenju grupa, osim u
nivoima Fe koji su bili znac¢ajno smanjeni u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolnom grupom.

Nivoi Fe bili su smanjeni u tkivu slezine u svim tretiranim grupama u poredenju sa vrednostima
kontrole, sa statistickom znac¢ajnoséu u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi.

Nivo Fe bio je smanjen u tkivu testisa u svim tretiranim grupama u poredenju sa kontrolom, a
znacajno smanjenje uoceno je u MIX 5 + SB grupi.

Nivoi Zn i Mn znacajno su bili smanjeni u tkivu femura u svim tretiranim grupama u poredenju sa
vrednostima kontrolne grupe. Nivoi Fe su takode bili smanjeni u tkivu femura u svim tretiranim
grupama u poredenju sa kontrolnom grupom, sa statistickom znacajnos¢u u MIX 5 + P i MIX 5 +
SB grupi.

Tabela 63. Nivoi ispitivanih bioelemenata u krvi i tkivima pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja najvisoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom
probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Izmereni Kontrola MIX 5 MIXS5+P MIX 5+ SB
bioelementa
(ng/mL)
Krv
Cu Srednja vrednost | 1,249 1,330 1,064 1,174
SD 0,2259 0,2608 0,2440 0,7145
Zn Srednja vrednost | 7,381 5,187 7,212 7,166
SD 1,728 1,331 1,195 3,334
Fe Srednja vrednost | 736,7 539,1 603,2 587,8
SD 295,7 197,4 98,32 307,7
Mn Srednja vrednost | 0,2888 0,2155 0,2883 0,2286
SD 0,08198 0,04800 0,1204 0,1122
Koncentracija Kontrola MIX 5 MIXS+P MIX 5+ SB
bioelementa
(1g/e)
Jetra
Cu Medijana 5,404 4,849 3,981 32547
Opseg (3,678-7,601) (4,009-5,559) (3,665-4,546) (3,144-3,735)
Zn Medijana 22,01 30,96 24,37 23,26
Opseg (19,58-22,52) (29,61-33,21) (22,47-29,14) (22,65-28,4)
Fe Medijana 101,7 50,17 39,27 37,64
Opseg (90,3-117,2) (41,94-52,7) (35,46-48,27) (29,2-41,26)




Mn Srednja vrednost | 3,440 3,373 3,187 3,083
SD 0,1991 0,3003 0,5376 0,2080
Bubrezi
Cu Srednja vrednost | 6,688 6,066 7,063 6,659
SD 1,052 0,7881 1,457 1,420
Zn Srednja vrednost | 15,05 15,19 14,31 14,03
SD 0,3860 1,797 0,5032 2,067
Fe Medijana 73,46 49,15 43,197 41,85
Opseg (59,19-82,29) (42,18-55,09) (38,95-47,68) (35,42-46,51)
Mn Srednja vrednost | 1,059 1,031 1,022 1,043
SD 0,04186 0,1335 0,1106 0,1167
Mozak
Cu Srednja vrednost | 2,920 2,287 2,225 2,166
SD 0,2003 0,4433 0,1298 0,1518
Zn Medijana 11,52 11,14 10,39 11,21
Opseg (11,13-11,57) (9,183-12,09) (9,889-10,69) (11,02-11,55)
Fe Medijana 22,50 17,75 16,80 16,05
Opseg (20,23-26,99) (15,2-20,01) (15,39-17,03) (15,23-17,42)
Mn Srednja vrednost | 0,02332 0,08032 0,01883 0,022117
SD 0,01043 0,03592 0,008423 0,009888
Srce
Cu Srednja vrednost | 5,961 6,010 5,708 NA
SD 0,5738 1,732 0,3642 NA
Zn Srednja vrednost | 26,75 24,23 25,06 NA
SD 2,508 4,789 1,475 NA
Fe Srednja vrednost | 70,29 55,92 60,73 NA
SD 6,994 12,57 11,70 NA
Mn Srednja vrednost | 0,4107 0,2712 0,2591 NA
SD 0,05833 0,1815 0,07942 NA
Pluéa
Cu Srednja vrednost | 1,775 0,9838 0,9661 0,9215
SD 0,3155 0,2491 0,1528 0,2538
Zn Srednja vrednost | 24,24 22,20 22,75 22,33




SD 1,621 1,557 0,4666 2,085
Fe Srednja vrednost | 115,3 72,08 77,78 58,99
SD 28,03 28,52 23,51 14,03
Mn Medijana 0,2660 0,2340 0,1911 0,1616
Opseg (0,238-0,4381) (0,1479-0,2623) | (0,1428-0,23) (0,1273-0,245)
Pankreas
Cu Srednja vrednost | 1,188 0,5713 0,3442 1,557°
SD 0,8846 0,07941 0,3571 0,1306
Zn Medijana 24,72 14,08 13,81 23,63
Opseg (20,88-29,36) (6,819-31,32) (10,78-39,89) (17,89-27,08)
Fe Srednja vrednost | 19,47 7,736 14,23 14,66
SD 2,694 4,266 8,564 3,519
Mn Srednja vrednost | 1,348 0,7934 0,9698 1,214
SD 0,3518 0,8823 0,7932 0,4068
Slezina
Cu Srednja vrednost | 0,5606 0,3960 0,5185 0,5415
SD 0,1403 0,1791 0,2535 0,2302
Zn Srednja vrednost | 18,90 19,37 18,66 18,31
SD 2,719 4,600 3,233 3,771
Fe Srednja vrednost | 190,9 142,8 92,22 96,78
SD 43,37 42,17 13,43 36,88
Testisi
Cu Medijana 1,898 2,110 1,688 1,625
Opseg (1,478-2,549) (1,819-3,457) (1,437-2,262) (1,5-1,869)
Zn Srednja vrednost | 34,85 35,84 33,20 34,38
SD 8,856 5,174 7,801 4,401
Fe Medijana 18,62 7,285 7,903 6,100
Opseg (13,34-30,49) (6,07-9,423) (4,17-11,88) (4,27-8,238)
Mn Srednja vrednost | 0,1204 NA NA NA
SD 0,05660 NA NA NA
Femur
Cu Medijana 0,7063 0,7907 0,7388 0,9166

Opseg

(0,6749-0,7529)

(0,6733-0,7979)

(0,7198-0,7891)

(0,6874-0,9699)




Zn Srednja vrednost | 101,1 87,46 89,41 86,75

SD 5,484 2,282 6,177 8,510
Fe Medijana 28,62 20,95 19,10 17,04

Opseg (25,32-51,69) (18,75-21,92) (13,36-22) (15,62-19,07)
Mn Srednja vrednost | 0,4113 0,3030 0,3454 0,3299

SD 0,04162 0,03210 0,04246 0,04200

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5
(mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10°® CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 +
Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10% CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa kontrolom); #p < 0.05,
##p < 0.01 (u poredenju sa MIX 5); "p < 0.05 (u poredenju sa MIX 5 + P). NA- ispod limita kvantifikacije (LOQ:
0,00002 pg/mL).

4.2.2.9. Nivoi elemenata u fecesu

Nivoi ispitivanih metal(oid)a u fecesu eksperimentalnih zivotinja izlozenih smesi najvisih
ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd,
Hg, As) i multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg,
As i monokomponentnom probiotiku nakon 14 i 28 dana prikazani su Tabeli 64.

Nakon 14 dana, uoceni su povecani nivoi Pb i Cd u fecesu pacova u MIX 51 MIX 5 + SB grupi u
poredenju sa kontrolnom grupom, dok su ta povec¢anja anulirana u MIX 5+ P grupi. Nivoi Hgi As u
fecesu pacova bili su ispod limita kvantifikacije u kontrolnoj grupi. U poredenju sa MIX 5 grupom
nivo Hg u fecesu pacova blago je smanjen u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi, dok je nivo As blago
smanjen u MIX 5 + SB grupi.

Nakon 28 dana, nivoi Pb i Cd u fecesu pacova bili su znac¢ajno povecani u MIX 5 grupi u poredenju
sa kontrolnom grupom, dok su ta povecanja bila anulirana u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi. Nivo
Hg u fecesu pacova bio je blago povecan u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolom.

Tabela 64. Nivoi ispitivanih metal(oid)a u fecesu pacova nakon dva vremenska perioda (14. i 28.
dana) oralnog izlaganja najvisoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom
probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Izmereni Kontrola MIX 5 MIX5+P MIX 5+ SB

metal(oid)i

(ng/g)

Feces (14. dan)

Pb Medijana 1,861 16,48* 6,947 11,03*
Opseg (1,151-2,261) (7,035-21,17) (5,013-18,84) (7,115-27,38)

Cd Medijana 0,5371 65,91%* 19,20 23,90*
Opseg (0,1465-0,6479) | (27,44-74,09) (14,71-26,68) (18,27-114,5)

Hg Medijana NA 0,07035 0,03261 0,05654
Opse NA (0,0315- (0,03398-

pseg (0,06741-0,139) | 0,03372) 0,1986)




As Medijana NA 0,2704 0,3476 1,540

Opseg NA (0,1763-0,3401) | (0,2858-0,4095) | (0,2233-4,934)
Feces (28. dan)
Pb Medijana 0,7776 61,92%** 32,57 33,21

Opseg (0,5771-1,023) (45,13-131,9) (21,07-59,51) (24,09-38,48)
Cd Medijana 0,4964 232,6%* 119,7 132,6

Opseg (0,2765-1,573) (174,5-480,4) (93,52-231) (100,6-166,7)
Hg Srednja vrednost | 0,04429 0,6270 0,4808 0,7765

SD 0,03762 0,3831 0,3108 0,4288
As Srednja vrednost | 0,4424 0,3619 0,2587 0,2123

SD 0,2354 0,2604 0,1922 0,1206

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5
(mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 +
Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 (u poredenju sa kontrolom). NA- ispod limita
kvantifikacije (LOQ: 0,00002 pg/mL).

Nivoi ispitivanih bioelemenata u fecesu eksperimentalnih Zivotinja izloZenih smeSi najvisih
ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd,
Hg, As) i multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg,
As i monokomponentnom probiotiku nakon 14 i 28 dana prikazani su Tabeli 65.

Nisu uoc¢ene promene u nivoima bioelemenata u fecesu pacova, ni nakon 14 dana, ni nakon 28 dana
tretmana. U oba vremenska perioda uoceno je blago povecanje nivoa ispitivanih bioelelmenata u
fecesu pacova u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolnom grupom, bez statistiCke znacajnosti.

Tabela 65. Nivoi ispitivanih bioelemenata u fecesu pacova nakon dva vremenska perioda (14. i 28.
dana) oralnog izlaganja najvisoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom
probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Koncentracija Kontrola MIX 5 MIX5+P MIX S+ SB

bioelementa

(ng/g)

Feces (14. dan)

Cu Srednja vrednost | 44,54 55,57 44,34 37,16
SD 9,977 7,898 10,43 15,75

Zn Srednja vrednost | 365,1 438,5 362,9 290,2
SD 85,24 57,20 81,38 113,0

Fe Srednja vrednost | 508,1 639,3 504,2 4273
SD 99,90 100,9 122.9 188,0

Mn Medijana 381,6 399,5 328,7 228,2




Opseg (247,6-395,6) (365,7-470,7) (259,8-408,2) (218,1-348,4)
Feces (28. dan)
Cu Srednja vrednost | 46,60 55,44 50,64 48,61
SD 13,26 9,076 10,98 7,418
Zn Srednja vrednost | 337,9 436,2 373,0 361,1
SD 98,44 82,48 77,64 43,11
Fe Srednja vrednost | 437,0 594,9 464,4 413,1
SD 119,5 125,5 119,8 88,32
Mn Srednja vrednost | 289,5 351,9 324,7 308,6
SD 68,16 60,60 77,39 43,59

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5
(mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 +
Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii).

4.2.2.10. Parametri redoks statusa u tkivima

Jetra

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva jetre kod eksperimentalnih Zivotinja
izlozenih smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As i monokomponentnom probiotiku prikazani su na Slici 31.

Uocen je povecan nivo TOS u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolnom grupom koji je anuliran u
MIX 5 + P grupi, ali ne i u MIX 5 + SB grupi. IMA nivo je bio zna¢ajno povecan u MIX 5 grupi u
poredenju sa kontrolom, dok je nivo u MIX 5 + P 1 MIX 5 + SB bio ¢ak nizi od nivoa kontrolne
grupe. MDA nivo bio je blago povecan u MIX 5 grupi, dok je u MIX 5 +P i MIX + SB grupama taj
nivo bio blizi kontrolnoj vrednosti. Interesantno, najznacajnije povecanje nivoa O,” i AOPP uoceno
jeu MIX 5 + SB grupi.

Nivoi SOD i SH grupa bili su znacajno povecani u poredenju sa kontrolnom grupom u MIX 5 + P i
MIX 5 + SB grupi, dok je nivo TAS bio zna¢ajno povecéan jedino MIX 5 + SB grupi. Nivo GSH bio
je blago smanjen u svim tretiranim grupama.

Takode, uocene su znacajne promene u vrednostima indeksa oksidativnog stresa u MIX 5 grupi u
poredenju sa vrednostima kontrolne grupe, dok je u MIX 5 +P i MIX 5 + SB grupi taj efekat
anuliran (Prilog 1 Tabela 15).

U MIX 5+ PiMIX 5+ SB grupi vrednosti skora antioksidativne zastite bile su zna¢ajno razlicite i
u poredenju sa MIX 5 grupom i u poredenju s kontrolnim vrednostima (Prilog 1 Tabela 16).

Finalno, vrednosti skora oksidativne ravnoteze znacajno su se razlikovale od kontrolne grupe u
svim tretiranim grupama, dok su se MIX 5 + P i MIX 5 + SB znacajno razlikovale i od MIX 5
grupe (Prilog 1 Tabela 16).
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Slika 31. Parametri redoks statusa izmereni u tkivu jetre pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja najviSoj dozi smeSe Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX
5+ P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost =
standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl.
Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX:
Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P:
multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus
rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik
— kvasac (5.16 *10° CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). TOS: totalni oksidativni status, O,
superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-antioksidativni balans, MDA: malondialdehid, AOPP: uznapredovali
produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom modifikovan albumin, SOD: aktivnost enzima superoksid dismutaze, SH
grupe: ukupne sulthidrilne grupe, TAS: totalni antioksidativni status, GSH: glutation. é{) < 0.05, **p < 0.01, *™p <
0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa kontrolom); #p <0.05, ##p <0.01, mp < 0.001, ##p < 0.0001 (u poredenju sa
MIX 5); “p < 0.05 (u poredenju sa MIX 5 + P).

Bubreg

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva bubrega kod eksperimentalnih zivotinja
izlozenih smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As i monokomponentnom probiotiku prikazani su na Slici 32.

Uoceno je blago smanjenje vecine prooksidativnih parametara (TOS, O,", PAB, AOPP) u MIX 5 +
P grupi, dok je u MIX 5 + SB grupi uoceno znacajno povecanje tih parametara u odnosu na MIX 5
grupu.

Interesantno, nivo MDA bio je znacajno smanjen u svim tretiranim grupama, sa znacajnim
smanjenjem u MIX 5 grupi, dok je nivo IMA bio povecan u svim tretiranim grupama sa znacajnim
povecanjem u MIX 5+ P grupi.

Takode, uoceno je i povecanje antioksidativnih parametara u MIX 5 + SB — nivoa SH grupa i GSH
u poredenju sa MIX 5 grupom, a SOD i u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe.

Nije bilo znacajnih promena u skoru antioksidativne zastite i skoru oksidativnog oSte¢enja pri
poredenju grupa. Skor oksidativne ravnoteze znaCajno se razlikovao u MIX 5 + SB grupi u
poredenju sa MIX 5 grupom (Prilog 1 Tabela 17).
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Slika 32. Parametri redoks statusa izmerenim u tkivu bubrega pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja najviSoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom
probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis
test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3;
Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii +
Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB:
monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). TOS: totalni



oksidativni status, O, : superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-antioksidativni balans, MDA: malondialdehid,
AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom modifikovan albumin, SOD: aktivnost enzima
superoksid dismutaze, SH grupe: ukupne sulfhidrilne grupe, GSH: glutation. *p < 0.05 (u poredenju sa kontrolom); #p <
0.05 (u poredenju sa MIX 5); "p < 0.05, "p < 0.01 (u poredenju sa MIX 5 + P).

Mozak

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva mozga kod eksperimentalnih Zivotinja
izlozenih smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As i monokomponentnom probiotiku prikazani su na Slici 33.

Uoceno je povecanje u svim tretiranim grupama kod vecéine parametara redoks statusa (kod
prooksidativnih parametara: TOS, O,", PAB, AOPP, IMA, i kod antioksidativnih parametara: SOD,
SH grupa, GSH).

Interesantno, nivo MDA bio je znacajno smanjen u svim tretiranim grupama, dok je nivo TAS bio
povecan u MIX 5 + SB grupi u poredenju sa vrednostima kontrole.

Znacajne razlike uocene su u vrednostima indeksa oksidativnog stresa u MIX 5 + P 1 MIX 5 + SB grupi
u poredenju sa vrednostima kontrole (Prilog 1 Tabela 18). Dodatno, vrednosti skora oksidativnog
oSte¢enja znacajno su se razlikovale u MIX 5 + SB grupi, a vrednosti skora antioksidativne zastite u
MIX 5 i MIX 5 + SB u poredenju sa vrednostima kontrole. Nije bilo znacajnih razlika medu
grupama pri poredenju vrednosti skora oksidativne ravnoteze (Prilog 1 Tabela 19).
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Slika 33. Parametri redoks statusa izmerenim u tkiva mozga pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja najvisoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom
probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis
test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3;
Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii +
Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB:
monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10° CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). TOS: totalni
oksidativni status, O, : superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-antioksidativni balans, MDA: malondialdehid,
AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom modifikovan albumin, SOD: aktivnost enzima
superoksid dismutaze, SH grupe: ukupne sulfhidrilne grupe, GSH: glutation. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p
<0.0001 (u poredenju sa kontrolom); ##p <0.01 (u poredenju sa MIX 5); "p < 0.05, *p < 0.01 (u poredenju sa MIX 5 +
P).

Pluca

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva plu¢a kod eksperimentalnih Zivotinja
izlozenih smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i multikomponentnom probiotiku i smesi najviSih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As i monokomponentnom probiotiku prikazani su na Slici 34.

Uoceno je smanjenje nivoa TOS, PAB i AOPP u svim tretiranim grupama u poredenju sa
vrednostima kontrolne grupe . U MIX 5 + SB grupi uoceno je smanjenje nivoa MDA i povecanje
nivoa IMA u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe. Parametri antioksidativne zastite bili su
smanjeni u MIX 5 + SB grupi u poredenju sa vrednostima kontrole.

Dodatno, znacajne razlike u vrednostima D skora uocene su u MIX 5 + SB grupi u poredenju sa
kontrolom (Prilog 1 Tabela 20).
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Slika 34. Parametri redoks statusa izmerenim u tkivu pluéa pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja najviSoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom
probiotiku (MIX 5 + P) i MIX S i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis
test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3;
Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii +
Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB:
monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). TOS: totalni
oksidativni status, O, : superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-antioksidativni balans, MDA: malondialdehid,
AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom modifikovan albumin, SOD: aktivnost enzima
superoksid dismutaze, SH grupe: ukupne sulfhidrilne  grupe, GSH: glutation. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p
< 0.0001 (u poredenju sa kontrolom); ##p < 0.01, ™p < 0.001 (u poredenju sa MIX 5); p < 0.05, “p < 0.01 (u
poredenju sa MIX 5 + P).

Pankreas

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva pankreasa kod eksperimentalnih zivotinja
izlozenih smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As i monokomponentnom probiotiku prikazani su na Slici 35.

Uoceno je znacajno smanjenje nivoa TOS i poveéanje nivoa O,” u MIX 5 grupi pri poredenju sa
kontrolom. Takode, uoceno je znacajno smanjenje nivoa MDA u MIX 5 + P grupi pri poredenju sa



kontrolom. Nivo TAS bio je znacajno smanjen u MIX 5 grupi, dok je u MIX 5 + P grupi bio
znacajno povecéan u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe.

U ostalim parametrima redoks statusa, kao i u vrednostima indeksa oksidativnog stresa, skora
antioksidativne zastite, skora oksidativhog oSte¢enja i skora oksidativne ravnoteze nije bilo
znacajnih razlika pri poredenju sa vrednostima kontrolne grupe (Prilog 1 Tabela 21 i Tabela 22).
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Slika 35. Parametri redoks statusa izmerenim u tkivu pankreasa pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja najviSoj dozi smeSe Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom
probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis
test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3;
Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii +
Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB:
monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). TOS: totalni
oksidativni status, O, ": superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-antioksidativni balans, MDA: malondialdehid,
AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom modifikovan albumin, SOD: aktivnost enzima
superoksid dismutaze, SH grupe: ukupne sulfhidrilne grupe, GSH: glutation. *p < 0.05 (u poredenju sa kontrolom); ##p
<0.01 (u poredenju sa MIX 5); *p < 0.05 (u poredenju sa MIX 5 + P).

Testisi

Parametri redoks statusa izmereni u homogenatima tkiva testisa kod eksperimentalnih Zivotinja
izlozenih smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As) i multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih
doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As i monokomponentnom probiotiku prikazani su na Slici 36.

Nisu uocene znaCajne promene u nivoima vecine parametara redoks statusa, osim u nivou MDA
koji je bio znacajno povisen u MIX 5 i MIX 5 + SB grupi u poredenju sa kontrolom, dok je u MIX
5 + P taj efekat anuliran. Takode, smanjen nivo IMA uocen je u MIX 5 + P grupi u poredenju sa
vrednostima kontrole.

Nisu uoc¢ene znacajne promene u vrednostima indeksa oksidativnog stresa, skora antioksidativne
zaStite, skora oksidativnog oStecenja i skora oksidativne ravnoteze pri poredenju grupa (Prilog 1
Tabela 23 i Tabela 24).
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Slika 36. Parametri redoks statusa izmerenim u tkivu testisa pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja najvisoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom
probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX S + SB). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis
test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3;
Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii +
Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB:
monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). TOS: totalni
oksidativni status, O, : superoksidni anjon radikal, PAB: prooksidativno-antioksidativni balans, MDA: malondialdehid,
AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA: ishemijom modifikovan albumin, SOD: aktivnost enzima
superoksid dismutaze, SH grupe: ukupne sulfhidrilne grupe, GSH: glutation. *p < 0.05 (u poredenju sa kontrolom).

4.2.2.11. Aktivnost acetilholinesteraze

Aktivnost acetilholin esteraze u mozgu eksperimentalnih Zzivotinja izlozenih smesi najvisih
ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg, As), smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd,
Hg, As) i multikomponentnom probiotiku i smesi najvisih ispitivanih doza metal(oid)a (Pb, Cd, Hg,
As i monokomponentnom probiotiku prikazani su na Slici 37.

U poredenju sa vrednostima kontrole, najvisa doza smese ispitivanih metal(oid)a, MIX5, znacajno
je smanjila aktivnost enzima AChE u poredenju sa kontrolnom grupom. Taj efekat je anuliran u
MIX 5 + P grupi, dok je u MIX 5 + SB grupi efekat na aktivnost enzima AChE bio slican efektu
MIX 5.

Aktivnost AChE (U/g)

Slika 37. Aktivnost enzima acetilholinesteraze u mozgu kod pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja najviSoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom
probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje
znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis



test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3;
Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii +
Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB:
monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10° CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). AChE:
acetilholinesteraza.*p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom).

4.2.2.12. Promena strukture oc¢uvanosti tkiva

Jetra

Mikroskopskom analizom tkiva jetre uocena je laka hiperemija, laka kariomegalija pojedinih
hepatocita i eozinofilna granuliranost citoplazme pojedinih hepatocita u kontrolnoj grupi, bez
znacajnijih morfoloSkih promena. U poredenju sa kontrolnom grupom u MIX 5 grupi uocene su
izrazenija hiperemija i kariomegalija hepatocita, kao i pojedini binuklearni hepatociti. Dodatno,
uoCena je i1 eozinofilna granuliranost citoplazme pojedinih hepatocita, nekroza pojedinacnih
hepatocita, sitnokapljicasta masna promena hepatocita umerenog stepena, kao i sitni fokusi
mononuklearnih inflamatornih ¢elija. Slicne promene uocene suiu MIX 5+ P i MIX 5 + SB grupi,
ali bez pojave sitnokaplji¢aste masne promene hepatocita. Preseci tkiva jetre prikazani su na Slici
38.
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Slika 38. Histoloski prikaz jetre u (A) kontrolnoj, (B) MIX 5, (C) MIX 5 + P, (D) MIX 5 + SB grupi
kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najviSoj dozi smeSe Pb, Cd, Hg i As (MIX
5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5§ + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku
(MIX 5 + SB), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo
primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik
(8,78 * 108 CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus
plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10°
CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).

Bubreg



Mikroskopskom analizom tkiva bubrega uocena je laka hiperemija i utvrdeno je da kontrolna grupa nije
imala znadajnih morfologkih promena. U MIX 5, MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi uodena je izrazenija
hiperemija, degeneracija veceg broja tubulocita uz dilataciju kanali¢a i prisustvo hijalinih cilindara
u pojedinim lumenima. Dodatno, u MIX 5 grupi uoceni su i fokusi infiltrata od mononuklearnih
inflamatornih ¢elija, dok su u MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi uoceni fokusi infiltrata od
mononuklearnih inflamatornih ¢elija bili retki i diskretni. Preseci tkiva bubrega prikazani su na Slici

39.
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Slika 39. Histoloski prikaz bubrega u (A) kontrolnoj, (B) MIX 5, (C) MIX 5 + P, (D) MIX 5 + SB grupi
kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najviSoj dozi smeSe Pb, Cd, Hg i As (MIX
5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5§ + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku
(MIX 5 + SB), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo
primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik
(8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus
plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 108
CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).

Mozak

Histopatoloskom analizom utvrdeno je da su, u poredenju sa kontrolnom grupom, u kojoj je uocena
blaga hiperemija, edem i degeneracija pojedinih neurona, u MIX 5 grupi izraZenija hiperemija,
izrazeniji edem, acidofilna degeneracija neurona, lakostepena glioza i satelitoza. Slicne promene
kao i u MIX 5 grupi uo¢ene suiu MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi, ali je edem bio lakSeg stepena.
Preseci tkiva mozga prikazani su na Slici 40.



Slika 40. Histolo$ki prikaz jetre u (A, B) kontrolnoj, (C, D) MIX 5, (E, F) MIX 5 + P, (G, H) MIX 5 +
SB grupi kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najvi$oj dozi smese Pb, Cd, Hg i
As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom
probiotiku (MIX S + SB), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As;
najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni
probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus +
Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16
*10® CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).



Srce

Mikroskopskom analizom tkiva srca utvrdeno je da je kontrolna grupa bez znacajnih promena. U
miokardu svih zivotinja u MIX 5 grupi uocena je hiperemija, edem i leukostaza uz nekrozu
pojedinac¢nih kardiomiocita. U MIX 5 + P grupi uocena je hiperemija, hipereozinofilija
(degeneracija) pojedina¢nih kardiomiocita i leukostaza, dok je u MIX 5 + SB osim hiperemije i
leukostaze uz eozinofiliju, uo€en i edem i nekroza pojedinacnih kardiomiocita. Preseci tkiva srca
prikazani su na Slici 41.
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Slika 41. Histolo$ki prikaz srca u (A) kontrolnoj, (B) MIX 5, (C) MIX 5 + P, (D) MIX 5 + SB grupi kod
pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najvisoj dozi smesSe Pb, Cd, Hg i As (MIX 5),
MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX
5 + SB), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene
doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10°
CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595
+ Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii).

Pluca

Mikroskopskom analizom tkiva plu¢a utvrdeno je da je tkivo pluca kontrolne grupe regularne
morfologije, bez fokalnih promena i znacajne inflamacije. U poredenju sa kontrolnom grupom,
uuoceno je da u plu¢ima svih Zivotinja u MIX 5 grupi postoje veci fokusi zapaljenja. Takode,
uoceno je zadebljanje pojedinih alveolarnih septi zbog edema i inflamacije, uz lakostepeni
inflamatorni eksudat u pojedinim alveolama, kolaps pojedinih alveola, spajanje pojedinih alveola u
vece vazdusSne prostore i vec¢i broj limfocitnih agregata. U MIX 5 + P i MIX 5 + SB grupi uoceno je
da su u plu¢ima svih Zivotinja manje izraZeni fokusi zapaljenja i da je zapaljenje manje intenzivno
nego u MIX 5 grupi. Dodatno, u MIX 5 +P i MIX 5 + SB grupi uoceno je zadebljanje pojedinih



alveolarnih septi zbog edema i inflamacije uz lakostepeni inflamatorni eksudat u pojedinim
alveolama, kolaps pojedinih alveola, spajanje pojedinih alveola u vec¢e vazdusne prostore i veci broj
limfocitnih agregata. Preseci tkiva plu¢a prikazani su na Slici 42.
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Slika 42. Histoloski prikaz pluéa u (A) kontrolnoj, (B) MIX 5, (C) MIX 5 + P, (D) MIX 5 + SB grupi
kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najviSoj dozi smeSe Pb, Cd, Hg i As (MIX
5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5§ + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku
(MIX 5 + SB), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo
primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik
(8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus
plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10°
CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).

Pankreas

Mikroskopskom analizom tkiva pankreasa utvrdeno je da nije bilo znacajnih promena u kontrolnoj.
U MIX 5 grupi uoceno je da pojedine Celije Langerhansovih ostrvaca imaju izratito eozinofilnu
citoplazmu, kao i da su im jedra smanjena, kondenzovana i hiperhromaticna. Promene koje su se
javile u MIX 5 grupi anulirane su u MIX 5 +P i MIX 5 + SB grupi. Preseci tkiva pankreasa
prikazani su na Slici 43.



Slika 43. HistoloSki prikaz pankreasa u (A) kontrolnoj, (B) MIX 5, (C) MIX 5 + P, (D) MIX 5 + SB
grupi kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najviSoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As
(MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom
probiotiku (MIX 5 + SB), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+HgtAs;
najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni
probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus +
Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16
*10® CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).

Slezina

Mikroskopskom analizom tkiva slezine utvrdeno je da u svim analiziranim uzorcima postoji pasivna
hiperemija i ekstramedularna hematopoeza.

Takode, utvrdeno je da je tkivo slezine odgovarajuc¢e grade odnosno regularne morfologije crvene i
bele pulpe i u uzorcima kontrole i u uzorcima tretiranih grupa. Preseci tkiva slezine prikazani su na
Slici 44.
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Slika 44. HistoloSki prikaz slezine u (A) kontrolnoj, (B) MIX 5, (C) MIX 5 + P, (D) MIX 5 + SB grupi
kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najviSoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX
5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku
(MIX 5 + SB), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvi§i nivo
primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik
(8,78 * 10 CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus
plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10°
CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).

Testisi

Mikroskopskom analizom tkiva testisa utvrdeno je da su u kontrolnoj grupi seminiferni tubuli
uobicajene veli¢ine i oblika, obloZeni germinativnim epitelom i1 da su Laydigove celije
odgovarajuc¢e mofologije.

U MIX 5 grupi uocen je ve¢i broj seminifernih tubula sa znacima atrofije, redukcija debljine
germinativnog epitela i dilatacija lumena. U lumenu pojedinih seminifernih tubula tkiva iz MIX 5
grupe nalaze se deskvamovane celije germinativnog epitela (eksfolijacija), ve¢i broj seminifernih
tubula pokazuje znake atrofije, redukciju debljine germinativnog epitela, dilataciju lumena i narusen
kontinuitet spermatogeneze (gubitak spermatida), dok su Laydigove celije oCuvane morfologije.
Sli¢ne promene uocene suiu MIX 5+ P iu MIX 5 + SB grupi. Preseci tkiva testisa prikazani su na
Slici 45.
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Slika 45. Histoloski prikaz testisa u (A) kontrolnoj, (B) MIX 5, (C) MIX 5 + P, (D) MIX 5 + SB grupi
kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najviSoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX
5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku
(MIX 5 + SB), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo
primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik
(8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus
plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10°
CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).

Femur

Mikroskopskom analizom tkiva femura nisu uocene zna¢ajne morfoloSke promene ni u kontrolnoj
ni u tretiranim grupama. Preseci tkiva femura prikazani su na Slici 46.
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Slika 46. Histoloski prikaz femura u (A) kontrolnoj, (B) MIX 5, (C) MIX 5§ + P, (D) MIX 5 + SB grupi
kod pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najviSoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX
5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku
(MIX 5 + SB), dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-Eosin bojenja. MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo
primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik
(8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus
plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10°
CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).



5. DISKUSIJA

5.1. Toksi¢nost smeSe olova, kadmijuma, Zive i arsena
5.1.1. Subakutna toksi¢nost kod pacova

5.1.1.1. Toksi¢ni efekti na parametre u krvi

Epidemioloski dokazi ukazuju da je istovremena izlozenost toksi¢nim metalima povezana sa
oksidativnim stresom, kao i sa promenama u hematoloSkim i biohemijskim parametrima (150,151).
Dodatno, eksperimentalne studije na pacovima su ukazale da povecano oksidativno oStecenje
uzrokovano toksi¢nim metalima moze da uti¢e na razvoj Stetnih efekata i hematoloske parametre
(152,153). Pb se istice kao metal koji ispoljava Stetne efekte na krv izazivajuéi oksidativni stres, ali
i tako Sto pokrece brojne druge mehanizme toksicnosti poput inhibicije enzima, izmena u jonskoj
homeostazi, epigenetske promene, indukciju inflamacije (154) .

U istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije, vecina pro-oksidativnih parametara je bila
povecana u poredenju sa kontrolom, §to se ogleda i u skoru oksidativnog ostecenja koji je bio
znacajno razli¢it od kontrolne vrednosti u svim grupama tretiranim smeSom metala. Medutim,
ukupni oksidativni balans znacajno je narusen u MIX 1, MIX 2 i MIX 5, ukazuju¢i da odredeni
dozni nivoi mogu imati veci uticaj na oksidativni stres u krvi pacova nakon subakutne izloZenosti
smesi Pb, Cd, Hg i As.

Profesionalna izloZenost radnika u topionici metala pokazala je da kombinacija Pb i Cd narusava
redoks status krvi, §to se manifestuje promenama nivoa MDA, GSH, GST i 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozina, pri ¢emu su ove promene bile u korelaciji sa koncentracijama Pb i Cd u krvi
(155). Dodatno, u studiji koju su sproveli Conterato i saradnici ispitivana je korelacija izmedu
oksidativnog stresa kod radnika u proizvodnji baterija i molera iz automobilske industrije, i nivoa
Pb i Cd u krvi (156). Kod radnika je uocena poviSena aktivnost GST koja je bila u korelaciji sa
povecanjem nivoa Pb i Cd u krvi, a analiza korelacije ukazuje na sli¢an doprinos Pb i Cd povecanju
aktivnosti ovog enzima (156). Promene u ostalim parametrima redoks statusa u krvi su se specificno
menjale samo u odnosu na pojedinacne metale: povecane aktivnosti GPx i SOD bile su u korelaciji
sa povecanim nivoom Pb, dok je povecanje aktivnosti CAT bilo u obrnutoj korelaciji sa porastom
nivoa Cd u krvi. Ovi rezultati ukazuju da razliCiti odgovori organizma 1 tip interakcije izmedu
metala mogu zavisiti od specifi¢nih okolnosti profesionalne izloZenosti radnika (npr. vrsta industrije
i put izloZenosti), Sto moze uticati i na ispoljavanje toksi¢nih efekata (156).

Rezultati studije sprovedene na dve kohorte, koja je ispitivala povezanost izmedu izlozenosti
metalima iz zivotne sredine, parametara oksidativnog stresa u krvi i raka prostate, pokazali su da
pacijenti oboleli od raka prostate imaju povisene nivoe Hg u krvi (157). U istoj studiji primeéeno je
da pacijenti oboleli od raka prostate imaju povisene nivoe GPx i SOD i smanjen nivo SH grupa u
krvi (157). Na osnovu ovih rezultata postoji pretpostavka da nivo Hg u krvi moze imati uticaj na
izmenjene oksidativne parametre u krvi pacijenata obolelih od raka prostate.

U istrazivanju (158) je primeéeno da su nivoi Pb i Cd u krvi mladunaca pacova tretiranih
pojedina¢nim metalima bili vi$i u poredenju sa grupom koja je primala njihovu smesu. lako autori
nisu analizirali promene oksidativnih parametara u krvi pacova, pretpostavlja se da ovi metali, kada
se unesu putem gastrointestinalnog trakta, mogu medusobno interagovati zbog razli¢itih afiniteta
prema proteinskim transporterima (80). Rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije
ukazuju da su najvise koncentracije metala detektovane u MIX 5 grupi pri poredenju sa drugim
doznim nivoima.



Interesantno je da je u studiji (154) uoceno smanjenje nivoa O,” i SOD u svim grupama tretiranim
niskim dozama Pb. Razli¢it odgovor u parametrima redoks statusa u krvi uocen je i u studiji (159)
gde je u krvi pacova izlozenih pojedina¢noj dozi Cd uoceno smanjenje nivoa AOPP, dok je u grupi
tretiranoj smeSom Pb i Cd uoceno znacajno povecanje nivoa istog parametra. Razliiti odgovori
mogu se pripisati razlikama u dozi, sastavu smese metala, duzini izloZenosti ili interindividualnim
razlikama.

Endokrini sistem ima klju¢nu ulogu u regulaciji metabolickih procesa, odrzavanju homeostaze i
prilagodavanju funkcija organizma razli¢itim uslovima (160). Posebno je znacajna njegova uloga u
kontroli rasta, razvoja i reproduktivnih funkcija. Medutim, prisustvo endokrinih disruptora,
ukljucujuéi toksicne metal(oid)e, moze naru$iti hormonsku ravnotezu i dovesti do razli¢itih
zdravstvenih problema (5).

Stitasta Zlezda, kao najveéa endokrina Zlezda sa bogatom vaskularizacijom, igra klju¢nu ulogu u
regulaciji rasta i metabolizma. Tiroidni hormoni Cesto se analiziraju u istrazivanjima o uticaju
toksi¢nih metala, ali dosadasnji rezultati pokazuju odredena neslaganja — kako medu razli¢itim
metalima, tako i pri izloZenosti istim elementima. Stoga je neophodno sprovesti detaljnu analizu
odnosa doze i odgovora kako bi se dobili precizniji zakljucci (5).

U ovom istrazivanju primeceno je blago povecanje nivoa tiroidnih hormona u grupama MIX 2,
MIX 3 i MIX 4, dok je u grupi MIX 5 zabelezeno blago smanjenje. Znacajnije povecanje nivoa fT4
uoceno je u grupama MIX 2 i MIX 4.

U studiji na Zivotinjama, koju su sproveli Mari¢ i saradnici ispitivani su efekti izloZenosti smesi Cd,
Pb, As, Hg, Cr i Ni tokom 28 i 90 dana kod muzjaka i Zenki pacova. Rezultati su ukazali na vecu
osetljivost zenki, pri ¢emu su znacajni efekti uoCeni i pri niZzim dozama. Subakutna izloZenost
dovela je do poveéanja nivoa TSH, fT3 i T3 kod Zenki, dok je subhroni¢na izloZenost kod muzjaka
uzrokovala smanjenje TSH i fT3, uz istovremeni porast fT4. Promene su bile prisutne cak i pri
dozama koje se smatraju bezbednim, Sto ukazuje na potencijalne zdravstvene rizike povezane s
izloZeno$¢u ovim metalima (99).

U epidemioloskoj studiji kod radnika izlozenih manganu ispitana je povezanost koncentracija
razli¢itih metala u krvi sa funkcijom Stitne zlezde (161). Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu
nivoa gvozda i fT4, dok su promene u tiroidnim hormonima povezane sa moguc¢im oStecenjem
dejodinaza — enzima klju¢nih za konverziju T4 u aktivni T3 (161). Takode, autori su ukazali na
moguénost da poremecaji u transportu joda i interakcije metala sa tiroidnim receptorima mogu
doprineti hormonskom disbalansu (161). Trebalo bi napomenuti da je u istrazivanju u okviru ove
doktorske disertacije, u grupi izloZzenoj najvisoj dozi smese metal(oid)a, primeceno smanjenje nivoa
gvozda, praceno blagim smanjenjem tiroidnih hormona. Ova rezultati mogu ukazivati na
potencijalnu ulogu gvozda u metabolizmu tiroidnih hormona, bilo kroz njegovu ulogu u enzimskim
procesima koji u€estvuju u sintezi hormona, bilo kroz uticaj na aktivnost dejodinaza — enzima koji
reguliSu konverziju tiroksina (T4) u aktivni hormon trijodtironin (T3).

Takode, prospektivna kohortna studija pokazala je da izlozenost razli¢itim metalima moze znacajno
narusiti funkciju Stitaste Zlezde, od strukturnih promena u njenom parenhimu do hormonskog
disbalansa (162). Kod radnika zaposlenih u industriji snabdevanja elektri¢cnom energijom u gradu
Baoding, Kina, utvrdena je negativna korelacija izmedu nivoa As u krvi i ukupnog tiroksina (TT4)
kao 1 aktivnosti perifernih dejodinaza (GT), Sto sugeriSe mogucu inhibiciju konverzije T4 u bioloski
aktivni T3 (162). Takode, primecena je i negativna korelacija smeSa metala sa ukupnim T4, Sto
ukazuje na slozene interakcije izmedu metala i tiroidne homeostaze (162).

Dodatno, u epidemioloskoj studiji zasnovanoj na podacima iz Nacionalnog istrazivanja o zdravlju i
ishrani (engl. National Health and Nutrition Examination Survey, NHANES) 2007-2012 utvrdena
je negativna korelacija izmedu nivoa As u krvi i nivoima T3 i T4, $to je u skladu sa prethodnim



istrazivanjima koja sugeriSu da moze delovati kao endokrini disruptor, potencijalno inhibirajuci
vezivanje T3 na nuklearne receptore i transkripciju gena (163). Kadmijum je uticao na povecanje
nivoa T4, ali je istovremeno bio povezan sa smanjenjem T3 i odnosa T3/T4, naroCito kod Zena, Sto
ukazuje na moguce ometanje konverzije T4 u aktivni T3 (163). Olovo je pokazalo pozitivnu
povezanost sa nivoom T3 kod oba pola, kao i sa T4 kod zena (163). S druge strane, smesa svih
metala (As, barijum, kobalt, cezijum, molibden, antimon, talijum, volfram i uranijum iz urina; Cd,
Pb i Hg iz krvi) negativno je korelisala sa nivoima T3 i T4, $to sugeriSe na slozene interakcije
izmedu ovih metala (163). Nije utvrdena korelacija izmedu smeSe metala i nivoa fT3 i fT4.

U ovoj studiji primeceno je blago smanjenje testosterona u grupi MIX 5, dok je androstendion bio
znacajno povecan u MIX 1 grupi i blago povecan u MIX 2, MIX 3 i MIX 5 grupi.Sli¢ni rezultati su
zabelezeni i kod Wistar pacova koji su tokom 90 dana bili oralno izlozeni smesi niskih doza teskih
metala (PbCl,, 20 mg/kg; CdCl,, 1,61 mg/kg; HgCl,, 0,40 mg/kg), dok su za vreme trajanja
eksperimenta hranjeni standardnom laboratorijskom hranom. Izlozenost ovoj smesi izazvala je
histopatoloske promene u testisima i smanjenje nivoa testosterona u serumu pacova (164).
Ostecenje Lejdigovih ¢elija dovelo je i do smanjenja nivoa reproduktivnih hormona, ukljucujuéi
testosteron, u krvi pacova koji su tokom 60 dana oralno izlagani smesi PbCl. (20 mg/kg), CdCla
(1,61 mg/kg), HgCl2 (0,40 mg/kg) i Na2AsOs (10 mg/kg), pri ¢emu su pacovi tokom trajanja
eksperimenta hranjeni standardnom laboratorijskom hranom (165). U NHANES studiji, visoki nivoi
Pb u krvi i urinu decaka uzrasta 12—19 godina, uz istovremeno nize koncentracije drugih metala,
pokazali su znacajnu povezanost sa smanjenim nivoima testosterona u krvi. S druge strane, kod
devojcica iste starosne grupe, visoki nivoi Cd u krvi i urinu bili su povezani sa poviSenim nivoom
estradiola i smanjenim indeksom testosteron/estradiol (166). Ti rezultati su u skladu sa prethodnim
istrazivanjima koja ukazuju na supresiju sinteze testosterona i poremecaj signalizacije izmedu
hipotalamusa i hipofize usled izlozenosti olovu (166). Za razliku od Pb, veza izmedu izloZenosti Cd
i polnih hormona kod dece nije sa sigurnos¢u potvrdena u postojecoj literaturi (166). lako razlozi za
ove razlike ostaju nejasni, moguce je da su delimi¢no posledica varijacija u periodima izloZenosti,
kako u pogledu trajanja, tako i zivotne faze u kojoj je dosSlo do izlozenosti kadmijumu, kao i
potencijalnih polno specifi¢nih uticaja (166).

U opservacionoj studiji koja se bazirala na podacima iz NHANES anketa iz perioda 2013-2016.
godine i obuhvatila 2728 odraslih osoba utvrdeno je da kombinovana izloZzenost metalima znacajno
narusava homeostazu hormona, pri ¢emu su industrijski zagadivaci, poput Pb i Cd, negativno
korelisali sa ukupnim nivoom testosterona i u studiji (167), dok su metali prisutni u vodi, poput
barijuma (Ba) i talijuma (Tl), dodatno doprineli smanjenju globulina koji vezuje polne hormone, $to
moze posredno smanjiti biodostupnost testosterona (167).

Analiza podataka iz studije kod ljudi pokazala je da su Cetiri metala (Cd, Hg, Cr, Ni) i metaloid As
povezani sa povecanim rizikom od znacajnih promena nivoa reproduktivnih hormona, ukljuc¢ujuci
testosteron, LH i FSH, kod muskaraca. Ustanovljen je odnos doza-odgovor izmedu nivoa svih
ispitivanih metala i hormona, pri ¢emu je najuzi BMDI dobijen za odnose Cd-testosteron i Hg-LH,
Sto ukazuje na visoku pouzdanost podataka (95). Takode, utvrdeno je da Cd, As, Hg, Cr i Ni uticu
na promene nivoa testosterona i kod zena. Iako je potvrdena povezanost svih metala sa hormonskim
promenama, najuzi BMDI pronaden je za odnose As-testosteron i Hg-testosteron (98).

Postoji ogranicen broj studija koje su ispitivale uticaj metala na nivo androstendiona. In vitro
istrazivanje na Celijama humanog H295R adrenokortikalnog karcinoma pokazalo je da metil-ziva ne
utice na nivo testosterona i androstendiona. Medutim, utvrdeno je da smesa perzistentnih organskih
zagadivac¢a moze delovati na steroidogenezu putem razli¢itih mehanizama (168).

PoviSen nivo androstendiona u grupama sa blagim smanjenjem testosterona uocen u ovoj studiji
moze ukazivati na poremecaj konverzije androstendiona u testosteron posredstvom 17f3-
hidroksisteroid dehidrogenaze ili na pojacanu konverziju testosterona u estrogen posredstvom
aromataze, Sto dovodi do disbalansa u hormonskoj ravnotezi (169).



Pored androstendiona, koji se luci iz retikularnog sloja kore nadbubrezne zlezde, jo§ dva hormona
nadbubrezne kore pokazala su specifican odgovor na tretman smeSom metaloida. Aldosteron, koji
se sintetiSe u glomeruloznom sloju kore nadbubrezne Zzlezde i igra klju¢nu ulogu u regulaciji
ravnoteze natrijuma i kalijuma, kao i u odrzavanju krvnog pritiska. Kortizol, koji se luci iz
fascikularnog sloja kore nadbubrezne zlezde i pripada glukokortikoidima, ima centralnu ulogu u
odgovoru na stres, regulaciji metabolizma ugljenih hidrata, proteina i masti, kao i u modulaciji
imunskog sistema (170).

U ovoj studiji uoCeno je znacajno smanjenje nivoa aldosterona u grupama MIX 3 i MIX 4, dok je
nivo kortizola bio znacajno snizen u grupi MIX 4.

Suprotan efekat metala uocen je u studiji sprovedenoj kod radnika u ciglanama u Pakistanu gde je
znacajno povecanje koncentracije kortizola zabelezeno kod ispitanika izlozenih visokim nivoima
Cd, Cri Ni. Kao potencijalni mehanizmi delovanja, predloZeno je da povecanje oksidativnog stresa
i narusavanje funkcije antioksidativnih enzima doprinosi disregulaciji hipotalamo-hipofizno-
nadbubrezne ose, §to moze dovesti do poremecaja hormonske homeostaze i povecanja nivoa
kortizola (171).

Epidemioloska studija sprovedena medu stanovnicima severozapadne Kine pokazala je da su
pojedina¢ni metali i smeSe metala (Al, Cr, Cu, Zn, As, Se, Cd i Pb) povezani s disbalansom jona u
serumu. Utvrdeno je da su nivoi aldosterona i deoksikortikosterona snizeni kod ispitanika izlozenih
ovim metalima, pri ¢emu su selen, olovo i arsen imali najveci uticaj. Negativna korelacija izmedu
nivoa ovih metala i deoksikortikosterona sugeriSe da mineralokortikoidi delimi¢no posreduju u
povezanosti izmedu izlozenosti metalima i poremecaja u homeostazi jona u serumu (172). Mogu¢i
mehanizmi ovog efekta ukljuuju kompetitivno vezivanje za mineralokortikoidne receptore,
inhibiciju njihove transaktivacije, ometanje sinteze i regulacije kortikosteroida, kao i indukciju
mitohondrijske disfunkcije, oksidativnog stresa i apoptoze (172). Iako su i u okviru istrazivanja koje
je obuhvatila ova doktorska disertacija, u pojedinim tretiranim grupama zabelezena sniZenja nivoa
aldosterona i kortizola, osim smanjenja koncentracije Na* u grupi MIX 1 i1 Fe** u svim tretiranim
grupama, nije utvrden disbalans ostalih jona u serumu.

U ovoj doktorskoj disertaciji uoc¢eno je da su svi dozni nivoi smese metal(oid)a doveli do smanjenja
nivoa renina u serumu pacova, dok su prethodna istrazivanja pokazala da pojedinacni metali
razli¢ito uticu na renin-angiotenzin sistem, $to ukazuje na specific¢an efekat metal(oid)ne smese na
ovaj sistem 1 krvni pritisak (173). Studija humanog biomonitoringa sprovedena u Kini otkrila je
pozitivnu korelaciju izmedu koncentracija smeSe metala u krvi i pojave hipertenzije, pri cemu su Pb
i As identifikovani kao klju¢ni faktori rizika. Jedan od predlozenih mehanizama delovanja olova na
razvoj hipertenzije jeste povecanje nivoa renina u serumu (174).

5.1.1.2.Toksicni efekti na jetru

Jetra je kljucni organ za metabolizam i akumulaciju metala (175,176). Poremecaji u funkciji jetre
predstavljaju znacajan faktor rizika za razvoj bolesti poput ciroze, masne jetre i hepatocelularnog
karcinoma, $to rezultira sa priblizno dva miliona smrtnih sluc¢ajeva godisnje (176,177). U klinickoj
praksi, enzimi i proteini u krvi poput AST, ALT, direktnog bilirubina, ukupnog bilirubina,
indirektnog bilirubina, y-glutamil transpeptidaze (GGT) i albumina sluze kao specifi¢ni i osetljivi
biomarkeri za procenu ostecenja jetre (178—180). Sve ve¢i broj dokaza iz epidemioloskih studija i
studija na Zivotinjama povezuje izloZenost metalima s disfunkcijom jetre, §to potencijalno doprinosi
akutnoj ili hroni¢noj insuficijenciji jetre (ALF) (181-183).

Rezultati studije sprovedene sa odraslim ispitanicima iz Korejske Nacionalne Ankete o Ekoloskom
Zdravlju (KoNEHS) pokazali su da su poviSeni nivoi Pb i Hg u krvi i Cd u urinu znacajno povezani
s povecanim vrednostima jetrenih enzima AST, ALT i GGT, $to ukazuje na osStecenje hepatocita



(184). Nacionalno istrazivanje o zdravlju i ishrani pokazalo je pozitivnu korelaciju izmedu nivoa
kadmijuma u urinu i poremecene funkcije jetre koja se manifestovala povisenim vrednostima AST i
ALT. Tokom programa kineskog mapiranja izlozenosti i odgovora (engl. Chinese Exposure and
Response Mapping Program, CERMP) uocena je povezanost izmedu nivoa talijuma u urinu i
disfunkcije jetre, koja se ogleda u poremecaju koncentracija jetrenih enzima i proteina (185).
Istrazivanje Wang i saradnika (2021) utvrdilo je vezu izmedu koncentracija vanadijuma i bakra u
urinu i1 oSteéenja jetre koje se ogledalo u poviSenim nivoima ALT. Dodatno, istrazivanja na
zivotinjama ukazala su na toksi¢ne efekte metala na jetru u vidu razvoja akutne insuficijencije jetre,
poremecaja biohemijskih ili histoloskih parametara (181). Medutim, istrazivanja su se uglavnom
bavila uticajem pojedinacnih metala, iako je populacija svakodnevno izlozena Sirokom spektru
smesa metala. Istovremeni efekti smeSa metala na funkciju jetre i dalje nisu dovoljno istraZeni.

Porast direktnog bilirubina , kao i smanjenje ALP u svim grupama koje su tretirane smeSom
metal(oid)a, ukazuju na Stetan efekat smeSe metala na jetru i potencijalni uticaj na zucne puteve
(186). Smanjenje nivoa ALP na modelu muzjaka pacova potvrdeno je i u studiji koju su sproveli
Zhu i sar. (2014), gde je ispitivan uticaj smese Pb, Cd, Hg, As i Cr nakon 90 dana izlozenosti. Svi
dozni nivoi smesSe metala doveli su do smanjenja nivoa ALP kod muzjaka pacova, medutim taj
efekat nije uocen i kod Zenki (187).

U studiji koju su sproveli (188) na modelu pacova uoc¢en je porast ALP nakon izloZenosti smeSi As,
Cd, Pb, Hg, Cr, Ni, Mn i Fe u trajanju od 60 i 90 dana. Uticaj duzine ekspozicije na promene u
nivou ALP potvrden je u istrazivanju koje su sproveli Cobbina i saradnici (2015), gde su miSevi
koji su bili izlozeni Pb, Hg i As pojedinacno, kao i smesi Pb+Hg+As i smes$i Pb+Hg+Cd imali
povisene vrednosti ALP nakon izlozenosti od 30 dana. Medutim, u grupama tretiranim As, kao i
smesi Pb+Hg+As, smesi Pb+Hg+Cd i smesi Pb+Hg+Cd+As nakon izloZzenosti od 90 dana, uoceno
je smanjenje ovog parametra (189).

U istrazivanju koje su sproveli Zhu i sar. (2014) ukupni bilirubin bio je smanjen i kod muZzjaka i
kod zenki (187). Nasuprot tome, ukupni bilirubin u istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije
nije bio znacajno izmenjen, ali porast direktnog bilirubina u grupama tretiranim smeSom metala
ukazuje na defekt klirensa Zuci ili nemoguénost zuci da dospe do tankog creva kroz zZucne kanale
(186). Uzrok tome moze biti lezija jetre pracena smanjenjem broja celija hepatocita i moze
poremetiti preuzimanje indirektnog bilirubina iz plazme i1 smanjiti direktan transport i klirens
bilirubina kroz Zu¢ne kanale (186).

Dodatno, u istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije uocen je i smanjen nivo albumina u grupi
tretiranoj najvis§im nivoom doze smeSe metal(oid)a. Ovaj efekat moze biti indirektni pokazatelj
osteCenja hepatocita, $to je potvrdeno histopatoloSkom analizom i u skladu je sa rezultatima
istrazivanja drugih autora (93,187,188).

U ovom istrazivanju uocene su najznacajnije promene u nivou Cd u jetri, koji je bio znacajno
povecan nakon tretmana vi§im doznim nivoima smeSe ispitivanih metal(oid)a. Istrazivanja
sprovedena na razli¢itim zivotinjskim modelima (zec, mi$, pacov), uz primenu razli¢itih doza Cd i
razli¢itih puteva izloZenosti, pruzaju dokaze koji ukazuju da je jetra primarni ciljni organ akutne
izlozenosti Cd (190). Dodatno, ove studije potvrduju da je oksidativni stres klju¢ni mehanizam
toksicnog delovanja Cd u jetri (190). Dodatno, utvrdeno je da produzena istovremena izloZenost
toksi¢nim metalima oStecuje funkciju jetre indukcijom oksidativnog stresa (152).

Rezultati ovog istrazivanja su ukazali da, iako su razli¢iti dozni nivoi smeSe metala doveli do
varijabilnih efekata na parametre redoks statusa, indeks oksidativnog stresa bio je znacajno razlicit
u svim tretiranim grupama u poredenju sa kontrolom, ukazujuéi na aditivan ili sinergisti¢ki uticaj
metala na oksidativni balans u jetri. Dodatno, OXY skor bio je zna¢ajno razli¢it u MIX 3 i MIX 4
grupi u poredenju sa kontrolom ukazujuéi na opseg doza smese koji ima najveci uticaj na poremecaj
oksidativnog balansa u tkivu jetre.



Slican efekat ispitivanih metala na redoks status jetre potvrduje studija autora Cobbina i saradnika.
(2015), koja je na modelu misa pratila promene ovih parametara tokom 30, 60, 90 i 120 dana
izlozenosti, kako pojedinacnim metalima tako i njihovim kombinacijama (189). Najizrazenije
smanjenje aktivnosti SOD bilo je izrazeno nakon 30 dana u svim tretiranim grupama, dok je
smanjenje nivoa GSH uoceno u svim tretiranim grupama nakon 120 dana (189). Takode, uoceno je
marginalno povec¢anje MDA u svim tretiranim grupama nakon 60, 90 i 120 dana izloZenosti (189).

Nasuprot tome, studija koju su sproveli (191) ispitivala je hroni¢ne efekte pojedinacne i
kombinovane izloZenosti pacova Pb, Cd i Mn i pokazala drugacije rezultate. Naime, nakon 9 meseci
izlozenosti, aktivnost SOD bila je znacajno veéa u Pb, Cd i Cd + Mn grupi u poredenju sa
kontrolnim vrednostima, dok vrednosti GPx nisu bile znacajno razli¢ite (191). Ove razlike mogu
biti objasnjenje razliitim sastavom smesSe, duzinom izloZenosti i primenjenim dozama. Dodatno,
rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije ukazuju na kompleksne efekte smese metala
na parametre redoks statusa u jetri, imajuci u vidu uo€en antagonizam izmedu dejstva Pb i Cd koji
je nezavisan od puta izlaganja (80).

Neocekivan rezultat je da je nivo O, bio smanjen u poredenju sa kontrolom u pojedinim grupama
tretiranim smeSom metala (MIX 2, MIX 3 i MIX 5). Pri izlozenosti smesi metala, ovaj rezultat se
moze objasniti povecanjem nivoa SH grupa koje predstavljaju mocan mehanizam antioksidativne
zastite (192). U slucaju MIX 5 grupe, ovaj efekat moze se pripisati sinergistickom dejstvu zastite
posredovane SH grupama i aktivno$¢u antioksidativnog enzima SOD, koji brzo uklanja kiseoni¢ne
radikale (O,") kroz cikluse oksidacije i redukcije (193). Ovaj proces se odvija na aktivnom mestu
enzima, gde prisustvo jona prelaznih metala omogucéava kataliticku dismutaciju superoksidnog
anjona u vodonik-peroksid (H202), uz oslobadanje molekularnog kiseonika (O2) (193). U procesu
eliminacije slobodnih radikala, SOD koristi esencijalne kofaktore poput Fe, Mn, Cu ili Zn za
postizanje maksimalne katalitiCke aktivnosti tokom metabolizma toksi¢nih intermedijera. Ovi
kofaktori omogucavaju enzimima da efikasno prenesu elektrone na superoksidni anjon (O:7) i
regeneriSu se u okviru katalitiCkog ciklusa (194). Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije
moze se pretpostaviti da su Cu i Mn imali kljuénu ulogu u odrzavanju homeostaze funkcije SOD,
imajuci u vidu da je u tkivu jetre u grupi MIX 4 i MIX 5 zabeleZen poviSen nivo Zn, dok je
koncentracija Fe bila smanjena.

Varijabilni efekti razlic¢itih doza ispitivane smeSe metala na parametre redoks statusa u jetri u ovom
istrazivanju, poput aktivnosti SOD, mogu se objasniti nemonotonim doznim odgovorom koji je
primecen i u proceni efekata smesa drugih hemikalija na jetru (195). S obzirom na to da nelinearni
doza-odgovor nastaje kao posledica modulacije razli¢itih bioloskih mehanizama, ovaj efekat je
kljuan za razumevanje uticaja produzene izloZenosti smesi metala na parametre relevantne za
funkciju jetre (195). Rezultati ovog istrazivanja posebno isticu oksidativni stres i aktivnost SOD,
koji predstavljaju specifi¢ne indikatore ovog tipa odgovora.

U ovom istraZivanju su uocene izrazenije histopatoloske promene sa povecenjem doze smeSe
metala kojoj su pacovi bili izloZeni. To je u skladu sa istrazivanjem koje su sproveli (188) u kome je
zakljuCeno da su histomorfolo§ke promene u jetri pacova uocene uglavnom u grupi koja je 90 dana
primala najvisu dozu smese As, Cd, Pb, Hg, Cr, Ni, Mn i Fe. Medutim, u studiji koja je istrazivala
pojedinacne i kombinovane efekte Cd i As uoceno je da je As imao Stetniji efekat na jetru od Cd ili
njihove smese. Nakon jednog meseca izlozenosti As je uzrokovao svetlu, penastu i “vakuolisanu”
citoplazmu, dok su nakon 3 meseca izloZzenosti As uocene praznine tipa vakuola u citoplazmi i
Kupferove ¢elije u zidu sinusoida (196). Rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije
pokazuju da su i najviSe doze pojedinacnih metala dovele do histopatoloskih promena u jetri, ali da
su se izraZenije promene javile u njihovoj smesi. Znacajno smanjenje relativne mase jetre u MIX 2,
MIX 3, MIX 4 i MIX 5 grupi, ali u svim grupama tretiranim pojedinacnim metalima potvrduje
Stetan efekat metala na jetru.



Pored toga, dislipidemija, koja uzrokuje nakupljanje masti u hepatocitima i remeti metabolizam i
sekreciju lipida, prepoznata je kao znacajan faktor u razvoju akutne disfunkcije jetre, ali i drugih
poremecéaja ovog organa (197). Sve viSe dokaza ukazuje na to da izloZenost metalima moze
doprineti promenama u lipidnom profilu i razvoju dislipidemije (183,198-200). U ovom
istrazivanju uoc¢eno je smanjenje nivoa Tg u grupama tretiranim Cd, Hg i As, ali i u MIX 1, MIX 3,
MIX 4 i MIX 5. Ovi rezultati su podrzani rezultatima studije na modelu pacova u kojoj je
zakljuCeno da je izlozenost Mn i smesi Pb, Cd i Mn tokom 15 nedelja dovela do smanjenja nivoa
triglicerida za 27,4%, odnosno 31%. Pretpostavlja se da uzrok smanjenja Tg nakon izloZenosti
metalima ukljucuje i mehanizme oksidativnog stresa (153). Takode, u studji koja je istrazivala
efekte niskih, srednjih i visokh doza smeSe Pb, Cd, Hg, As i Cr na modelu pacova, uoceno
smanjenje nivoa triglicerida pri izloZenosti najvi$oj dozi smese kod muzjaka, dok je kod zenki
znac¢ajno smanjenje u nivou ovog parametra uoceno u niskoj i visokoj dozi ispitivane smese (187).
U istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije smanjenje Tg moZe se povezati sa smanjenim
nivoima O," i povec¢anim nivoima SH grupa. Povecanje ukupnog holesterola u grupama tretiranim
Pb i Hg je u skladu sa rezultatima studije (153), i moze se pripisati sinergistickim promenama u
parametrima redoks statusa, poput povecanja nivoa TOS, MDA, AOPP i IMA, kao i smanjenju
nivoa SH grupa i TAS. U istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije uoceno je i smanjenje
HDL u MIX 5 grupi, kao i poveéanje nivoa LDL u MIX 5 grupi u poredenju sa kontrolnom grupom
pri analizi sa grupama tretiranim pojedina¢nim metalima. Imajuci u vidu da je HDL anti-aterogeni
lipoprotein i da ima sposobnost da pokrec¢e proces obrnutog transporta holesterola, koji tezi da
“izvuce” visak holesterola deponovanog u ¢elijama krvnih sudova putem razmene uz pomo¢ ATP-
vezujucih transportera i vrati ga u jetru, visok nivo HDL se povezuje sa smanjenim rizikom od
kardiovaskularnih oboljenja (153). Na osnovu rezultata istrazivanja u okviru ove doktorske
disertacije zakljuCuje se da najvisa doza smeSe metala poseduje pro-aterogena svojstva.

5.1.1.3. Toksi¢ni efekti na bubrege

Bubreg je ciljni organ toksicnog dejstva metala zbog sposobnosti filtriranja, reapsorpcije i
koncentrisanja dvovalentnih jona (201). Dodatno, jedan od glavnih puteva eliminacije je putem
urina, a proksimalni tubuli su posebno osetljivi zbog visoke reapsorpcione aktivnosti (202).

Podaci iz Nacionalne ankete o zdravlju i ishrani (engl. National Health and Nutrition Examination
Survey, NHANES) ukazuju da su zajednicka izlozenost visokim nivoima Pb i bilo kog nivoa Cd i
ukupe Hg negativno uti¢e na zdravlje bubrega (203). Medutim, u itstoj studiji pokazano je da visoka
izlozenost Hg samostalno nije povezana sa oSte¢enjem bubrezne funkcije, definisane smanjenjem
glomerularne filtracije (¢GFR < 60 mL/min/1.73 m?) ili poviSenim albumin/kreatinin odnosom
(ACR > 30 mg/g). Znacajan negativan efekat uocen je tek kada je Hg prisutna zajedno sa visokim
nivoima Cd i Pb, §to ukazuje na mogucnost sinergistickog dejstva ova tri metala u narusavanju
funkcije bubrega (203). Dodatno, utvrdena je povezanost izmedu nivoa As, Cd, Pb i Hgu urinu i
krvi, i verovatno¢e nastanka bubreznih kamenaca (204). Takode, pokazano je i da se urinarna
ekskrecija metala (Cd, Pb, Hg, As, dimetilarskonske kiseline, Sb, Ba, Be, Cs, Co, Mo, Pt, T, Tu, U)
smanjuje sa opadanjem funkcije bubrega (205).

Obim i vrsta oStecenja bubrega zavise od samog metala, forme u kojoj se metal nalazi, primenjene
doze, trajanja izloZenosti, kao i od toga da li je organizam izloZen pojedinacnom metalu ili
kombinaciji metala (201,202). Nekoliko istrazivanja je ukazalo na razlike u efektima na bubrege u
zavisnosti od toga da li je organizam izlozen pojedina¢nim metalima ili njihovim smeSama (202).
Naime interakcije izmedu metala mogu znacajno uticati na efekte koje ostvaruje smesa metala na
razlicite organe, pa i na bubreg (202). Na primer, istovremena primena Cd je umanjila Stetne efekte
Pb na bubreg pacova, $to se manifestovalo smanjenjem intranuklearnih inkluzija u bubregu u
poredenju sa grupom koja je bila tretirana samo Pb. Taj efekat je objasnjen in vitro rezultatima koji



ukazuju da je Cd konkurent Pb za vezivanje za proteine pout o-mikroglobulina (202). Takode,
studije ukazuju da se u bubrezima moze javiti kompeticija izmedu proteina koji vezuju Pb i
metalotioneina, pri cemu oba proteina imaju sposobnost da vezuju jone Cd i Zn, §to moZe uticati na
distribuciju i toksi¢nost ovih metala u ¢elijama bubrega (206). Redosled izlozenosti takode moze
imati uticaj na interakcije medu metalima (202). Na primer, predtretman As moze delovati
protektivno na toksi¢ne efekte izazvane Cd, dok obrnut scenario nije imao zastitnog efekta (207).
Pretpostavlja se da je uzrok ovog efekta interakcija Cd i As sa metalotioneinima i GSH (207). S
druge strane, utvrdeno je da As i Cd deluju sinergisticki, pojacavajuci toksi¢ne efekte na bubrege
kod ljudi (208). Dodatno, u istrazivaju (209) primeceno je da zajednicka izlozenost Cd i Pb dovodi
do povecanja nivoa urinarnih porfirina u odnosu na pojedinacnu izloZenost Pb.

Medutim, interakcije metala na nivou bubrega nisu dovoljno istrazene i postoji potreba za
istrazivanjem efekata nizih doza smeSa metala koje simulairaju realnu izloZenost ljudi.

Rezultati su pokazali da je nivo uree bio blago poviSen u svim grupama tretiranim smeSom metala,
sa statistickom znacajno$éu u MIX 2 doznom nivou. Nivo mokraéne kiseline bio je blago povecan
(bez statisticke znacCajnosti) u svim tretriranim grupama, sa najizrazenijim efektom u MIX 1
doznom nivou.

Cobbina i saradnici (2015) su dosli do sli¢nih zaklju¢aka u studiji na miSevima, gde je nakon 30
dana izloZenosti Pb uoceno smanjenje nivoa uree, dok je nakon 90 dana izlozenosti smanjenje uree
bilo evidentno i u grupi tretiranoj Cd i u grupama koje su tretirane smeSama ispitivanih metala. U
istoj studiji uoceno je povecanje nivoa kreatinina u grupama tretiranim i pojedina¢nim metalima i
nivo uree (189). Interesantno je da je u istoj studiji primeéeno da je vremenom (120 dana
izlozenosti) nivo kreatinina u krvi Zivotinja opao, $to se pripisuje razvoju odbrambenih sistema u
organizmu (189). Studije na pacovima su pokazale razli¢ite rezultate u vrednostima parametara koji
opisuju stanje bubrega. Naime, Jadhav i sar. (2007a) su nakon 90 dana uocili povecanje nivoa uree
i kreatinina u vi$im doznim nivoima smese metala As, Cd, Pb, Hg, Cr, Ni, Mn i Fe, dok su Zhu i
sar. (2014) uodcili razlike u odgovoru muzjaka i zenki pacova nakon 90 dana izloZenosti smesi Pb,
Cd, Hg, As i Cr. Kod muZzjaka je uocen povisen nivo uree u najvisem doznom nivou smese, dok je u
srednjem doznom nivou smeSe uoCeno smanjenje nivoa kreatinina (187). Kod Zenki je uocen
povisen nivo uree u srednjoj i najvisoj dozi smese, nivo kreatinina bio povecan u srednjem doznom
nivou smese (187). Dodatno, razlike u nivou uree i kreatinina pri tretiranju muzjaka i zenki pacova
razli¢itim doznim nivoima kompleksnije smese Cd, Pb, Hg, Cu, Zn, Mn, Cr, Ni nisu uocene u
poredenju sa kontrolnom vrednoséu. Medutim, kod Zenki pacova je uoceno znacajno smanjenje
nivoa uree u grupi koja je primala najvisu dozu smese u poredenju sa niskom i srednjom dozom
smesSe (93). Moze se pretpostaviti da su razlike u odgovoru uzrokovane razlikom u ispitivanom
organizmu, sastavu smese, duzinom ekspozicije i polnim razlikama.

Imajucu u vidu da je oksidativni stres vazan mehanizam toksi¢nosti gotovo svih toksi¢nih metala,
vazno je razumeti njegovu ulogu u osSte¢enju bubrega izazvanu smeSom Pb, Cd, Hg i As (210). U
istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije primecen je pove¢an nivo TOS i AOPP u MIX 3 i
MIX 4 grupi, dok je nivo PAB bio povecan u MIX 4 grupi, a nivo IMA u MIX 3 grupi. Nivo MDA
bio je smanjen u MIX 3, MIX 4 i MIX 5 grupi, §to se moze povezati sa smanjenim nivoom Fe u
tkivu bubrega. Interesantno je i da je vecina pro-oksidativnih parametara imala slican tip odgovora,
odnosno smanjenje u MIX 1 grupi, povecanje u MIX 2, MIX 3 i MIX 4 grupi, a zatim ponovo
smanjenje u MIX 5 grupi. Ovakav tip odgovora se moze pripisati NMDR. U studiji Vukeli¢ i sar.
(2024) koja je ispitivala uticaj Cd, Pb, Ni, Cr, As i Hg na bubreg, uoceno je da nema znacajnih
promena u nivou SOD, §to je u skladu sa rezultatima istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije.
Nasuprot tome, u studiji (210), uoceno je povecanje nivoa MDA i kod muZzjaka i kod zenki, dok je
nivo GSH bio smanjen samo kod muzjaka. Ovakav rezultat autori objaSnjavaju smanjenom
aktivacijom Nrf2 signalnog puta, §to je dovelo do slabije antioksidativne zastite kod muzjaka u



poredenju sa Zenkama (210). Cobbina i sar. (2015) su uo¢ili da je nivo MDA bio znac¢ajno povecan
u grupi miseva tretiranih Hg nakon izloZenosti u trajanju od 30 dana i u grupi miSeva tretiranih
smeSom Pb 1 As nakon izloZenosti u trajanju od 90 dana (189). U istoj studiji uoceno je i smanjenje
nivoa SOD u grupama tretiranim pojedina¢nim dozama Pb, Hg i As, smese Pb i Hg, ali i smesSe Pb,
Cd, Hg i As. Dodatno, Cobbina i saradnici su utvrdili da je nivo GPx bio marginalno smanjen u
vecini tretiranih grupa (189).

U istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije najizrazenije histopatoloske promene uocene su u
MIX 3, MIX 4 i MIX 5 doznom nivou. Ovi rezultati bili su u skladu sa drugim istrazivanjima
(187,188,211).

U ovom istraZivanju najizraZenije histopatoloske promene javile su se u grupama gde su
detektovane i najvise koncentracije ispitivanih metal(oid)a u tkivu bubrega, $to ukazuje na njihovo
sinergisticko dejstvo.

Imajué¢i u vidu da su bubrezi kriticni organi kod produzene izloZenosti Cd (190),, vazno je
napomenuti da se nakon produzene izlozenosti Cd u trajanju od 85 dana javilo povecanje nivoa Zn i
smanjenje nivoa Fe u bubrezima, dok nivo Cu nije bio izmenjen (212). Sli¢ni rezultati dobijeni su i
u istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije u MIX 5 grupi. Interesantno je da su niske doze
smese (MIX 1 i MIX 2) uzrokovale smanjenje nivoa Cu, dok je u visim doznim nivoima (MIX 3,
MIX 4 i MIX 5) uoceno smanjenje nivoa Fe. Moze se pretpostaviti da je disbalans u nivou Cu u
grupama tretiranim nizim doznim nivoima smese povezan sa promenama u nivou uree i mokraéne
kiseline, dok je disbalans u nivou Fe u grupama tretiranim visim doznim nivoima smese povezan sa
promenama u pojedinim pro-oksidativnim parametrima, kao i histopatoloskim promena u bubregu.

5.1.1.4. Toksi¢ni efekti na mozak

Toksi¢ni metali u smesi mogu medusobno interagovati, izazivaju¢i sinergisticke ili antagonisticke
efekte, $to je predmet istrazivanja pojedinih studija, posebno u kontekstu nervnog sistema (213).
Dosadasnje studije na zivotinjama ispitivale su kombinovani uticaj metala, ali su koristile vise
dozne nivoe i manje sloZzene smese, Cesto ukljuujuéi izlaganje u ranoj fazi razvoja (214-219).
Vecina istrazivanja fokusirala se na neurobihejvioralne efekte, dok ovo istrazivanje obuhvata Siri
spektar mehanistickih parametara (214-217,219). lako postoje podaci o BMD za pojedinacne
metale, nedostaju podaci za njihovu smesu (137,220). Referentne doze su izvedene za kognitivne
smetnje kod dece izlozene Pb (0,54 pg/kg t.m./dan), As (1,3 pg/kg t.m./dan) i Hg (0,1 pg/kg
t.m./dan) (221), dok je sprovedena i procena rizika kombinovane izlozenosti Pb, Cd i Hg kod
starijih osoba u Kini (222).

Medutim, i dalje postoje klju¢na pitanja u proceni rizika smesa metala, kao $to su odredivanje praga
za odredene krajnje tacke neurotoksicnosti i odredivanju osetljivih markera inicijalnog ostecenja.
Ova studija je procenila neurotoksi¢ne efekte izazvane smeSom Pb, Cd, Hg i As u razli¢itim
rasponima niskih doza kroz sveobuhvatnu analizu promena u ponasanju, relativne tezine mozga,
parametara redoks statusa u mozdanom tkivu, strukture mozdanog tkiva i aktivnosti AChE. Takode,
profilisanjem odnosa doza-odgovor kroz odredivanje sigurnosnih intervala BMD za dozu metala u
vezi sa ispitivanim parametrima, ustanovljeni su osetljivi markeri za razli¢ite neurotoksic¢ne efekte.

Dobro je poznato da toksi¢ni metali mogu uticati na neurobihejvioralne promene (223,224).
Medutim, smeSe metala mogu izazvati slozen odgovor usled istovremenog izlaganja razliCitim
komponentama (225). Na primer, izlaganje smesi Pb, Cd i Hg tokom rane faze razvoja rezultiralo je
izmenjenom motori¢kom aktivnoséu kod Sprague-Dawley pacova, $to se manifestovalo ubrzanim



tempom kretanja, povecanim ukupnim predenim putem i duzim vremenom provedenim u centralnoj
zoni (215). S druge strane, izloZenost zrelog mozga pomenutoj smesi nije uticala na kognitivne
funkcije (215). Ovi rezultati su ukazali na uticaj izlaganja metalima na kognitivne performanse
tokom klju¢nih faza razvoja mozga. Pored toga, ista grupa istrazivaca je na modelu pacova pokazala
da je izlaganje istoj smesi metala dovelo do dozno-zavisnog oStec¢enja sposobnosti uc¢enja, pamcenja
i radne memorije (219). Dodatni rezultati su pokazali da istovremeno izlaganje niskim dozama Pb,
Cd 1 Hg moze uticati na oSteenje pamcenja remecenjem dinamike dendritske kicme putem
signalnih puteva vezanih za orezivanje dendriticne ki¢me (219). Pored toga, subakutna ko-
izlozenost ovoj ternarnoj smesi metala uzrokovala je znac¢ajno smanjenu motoricku koordinaciju i
poremecaje sposobnosti ucenja i paméenja kod miSeva ometanjem dopaminergicke i serotonergicke
neurotransmisije u strijatumu (216). Dodatno, Rai et al. (2010) su otkrili da istovremena izloZenost
Pb, Cd i As tokom razvoja mozga izaziva hiperlokomociju zavisnu od doze i smanjene funkcije
pamcenja ucenja kod pacova (226). Pored toga, muzjaci pacova su imali oSteCenu retencionu
memoriju kada su istovremeno bili izlozeni Pb, Cd, Hg i As, pokazuju¢i znacajno manji period
latencije bekstva u grupi izloZzenoj metalima u poredenju sa kontrolom (227). Andrade i saradnici
(2014) su primetili smanjenu motoricku aktivnost (hodanje i uspinjanje) u grupi koja je istovremeno
bila izlozena As, Mn i Pb u poredenju sa kontrolom (82,228). Nasuprot tome, Cobbina i saradnici
(2015) nisu pronasli statisticki znacajne varijacije u latencijama bekstva i brzini plivanja koje su
povezane sa izlaganjem kvaternarnoj smesi Pb, Cd, Hg i As na prostorno ucenje i paméenje kod
miSeva tokom Morisovog testa vodenog lavirinta. Medutim, miSevi izloZeni ternarnoj smesi Pb, Hg,
Cd tokom 30-dnevnog perioda bili su izuzetak u odnosu na ostale tretirane grupe, $to se vidi po
njihovoj umereno visokoj latenciji bekstva i maloj brzini plivanja (189). Istrazivanje u okviru ove
doktorske disertacije nije pokazalo znacajnu varijabilnost medu grupama u pogledu spontane
lokomotorne aktivnosti, a najznacajniji efekat je primecen kod najveé¢eg doznog nivoa. U poredenju
sa rezultatima ovog istrazivanja, u vecini prethodnih studija prime¢ene su znaCajne promene u
lokomotornoj aktivnosti i pam¢enju, koje se potencijalno mogu pripisati znatno viSim primenjenim
dozama. Razmatrajuci vreme istrazivanja novog objekta, u grupi MIX 5 su primecene najznacajnije
promene u zaboravljanju poznatih objekata. Pozitivni DI ukazuje da su pacovi iz grupe MIX 1
istrazivali novi objekat znacajno duze od poznatog, §to se moze pripisati hormetickom efektu doza-
odgovor, gde produZeno izlaganje niskim dozama potencijalno Stetnih supstanci moze stimulisati
organizam, dok vece doze mogu delovati suprotno ili umanjiti ove stimulativne efekte (229). Ovo
sugeriSe da proucavani metali mogu da moduliSu specifi¢ne karakteristike ponaSanja, u zavisnosti
od nivoa izlozenosti. Aktivacija gena ukljuenih u fiziolosku adaptaciju moZe dovesti do
kompenzatorne reakcije, obezbeduju¢i zastitu od unutrasnjih i spoljasnjih stresora, potencijalno
objasnjavaju¢i mehanizam za efekte veoma niskih doza (229). U skladu sa navedenim, prethodna
istrazivanja su pokazala da izloZzenost veoma niskim nivoima smesa hemikalija (znatno ispod doza
koje proizvode toksi¢ne efekte) ima stimulativni efekat zavisan od doze na nervni sistem, a pre nego
njegovu supresiju (230-232).

U ovom istrazivanju, relativna teZina mozga je znacajno povecana u grupama MIX 1 i MIX 4 u
poredenju sa kontrolnom grupom. Ovo povecanje se moze tumaciti kao odbrambeni mehanizam
povezan sa ovim doznim nivoima ili kao posledica histopatoloskih promena. Sli¢no, srednji i visi
dozni nivoi sloZzene smeSe metala koje se sastoje od As, Cd, Pb, Hg, Cr, Mn, Fe i Ni uzrokovali su
znacajno vecu tezinu mozga subhroni¢no izlozenih pacova putem vode za pice (188). Zanimljivo je
da je u studiji u kojoj je ispitivano subhroni¢no izlaganje smesi metala koja se sastoji od As, Cd, Pb,
Hg, Cr primeéeno znacajno povecanje relativne tezine mozga samo kod muzjaka pacova tretiranih
najve¢om dozom, dok zenke pacova nisu pokazale razlike medu grupama (187). Ovi rezultati
impliciraju da je subhroni¢na istovremena izlozenost As, Cd, Pb, Cr i Hg imala izrazeniji uticaj na
muzjake pacova u poredenju sa zenkama pacova (187). Medutim, istovremena izlozenost Pb, Cd,
Hg i As nije uticala na tezinu malog mozga u studiji (227).

Kao zajednicki mehanizam neurotoksi¢nosti za razli¢ite metale, oksidativni stres ima poseban
znacaj kao mehanizam toksicnosti smeSe metala (233). Oksidativni stres moze se definisati kao



neravnoteza izmedu stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i mehanizama antioksidativne odbrane
(234). Povecani nivoi reaktivnih kiseoni¢nih vrsta narusavaju signalnu transdukciju i izazivaju
oksidativna oSte¢enja makromolekula. PosSto su parametri oksidativnog stresa pokazali osetljivost u
proceni efekata i visokih i niskih doza, oni predstavljaju znacajne krajnje tacke u proceni toksic¢nosti
smesSa metala pri niskim dozama (235).

Poviseni oksidativni stres karakterisan pojacanom peroksidacijom lipida primecen je u razli¢itim
delovima mozga kod pacova izloZenih ternarnoj smesi As, Cd i Pb od 5. dana gestacije do 180.
postnatalnog dana (236). Slicni rezultati su dobijeni kod odraslih muzjaka pacova izlozenih
kvaternarnoj mesSavini Pb, Cd, Hg i As tokom perioda od 60 dana, pri ¢emu su zabeleZeni poviseni
nivoi malondialdehida (MDA) i azot oksida (NO) u mozdanoj kori i malom mozgu u poredenju sa
kontrolnom grupom (227). Pored toga, ova studija je otkrila znacajno smanjenje nivoa SOD,
katalaze (CAT) i GSH u istim delovima mozga (227). Zanimljivo je da je u studiji na miSevima
subhroni¢no izloZenim binarnim, ternarnim i kvaternarnim mesavinama Pb, Cd, Hg i As zabeleZen
znacajan pad aktivnosti parametara antioksidativne zastite u mozgu (SOD, CAT, ukupni
antioksidativni kapaciteti (TAOC) i blagi porast MDA nakon 30- i 60-dnevnog perioda izlaganja
(189). Znacajno smanjenje nivoa SOD zabelezeno je kod grupe Pb + Hg + Cd nakon 90- i 120-
dnevnog izlaganja, dok je nivo MDA bio povecan nakon 90 dana. Ovi rezultati sugeriSu da
interakcije metala i duzina trajanja izlozenosti mogu imati klju¢ni uticaj na promene u parametrima
oksidativnog stresa (189). Ovi rezultati takode opisuju pocetne faze oksidativnog stresa u mozgu
miseva i u skladu su sa rezultatima istrazivanja Zhanga i saradnika (2009), u kome su zabelezeni
smanjeni antioksidativni parametri (SOD, TAS i glutation peroksidaza (GPx)) nakon izlaganja
binarnoj smesi Pb i Cd (237). U modelu neurodegeneracije izazvane metalom, 90-dnevno izlaganje
smesi aluminijuma (Al), Cd i fluora (F) znacajno je izazvalo prooksidativne parametre (supstance
reaktivne sa tiobarbiturnom kiselinom (TBARS) i nivoe NO) u uzorcima hipokampusa i smanjenje
nivoa parametara antioksidativne odbrane (GST, GPx, SOD i GSH) u poredenju sa kontrolnom
grupom (238). lako model akutne izloZenosti nije najsveobuhvatniji za procenu neurotoksi¢nosti
zbog hronicne izloZenosti ovim smeSama u scenarijima iz stvarnog zivota, on moZze dati osnovu za
dalje modele izloZenosti (subakutni ili subhroni¢ni). Na primer, akutna izloZenost smesi Pb i Cd
izazvala je povecanje prooksidantnog parametra MDA u mozdanom tkivu pacova (239), dok
promene u AOPP, 027, SOD, SH i TOS nisu primec¢ene. Sa druge strane, povecanje TAS-a u grupi
tretiranoj smeSom Pb 1 Cd implicira povecanje kompenzacionih mehanizama. Ovo sugeriSe da su
ovi metali mozda uzrokovali povecanje proizvodnje ili preraspodele antioksidanata, na kraju
vra¢ajuci ravnotezu izmedu oksidanata i antioksidanata na normalne nivoe (240). Za razliku od
akutnog izlaganja, produzena izloZenosti smeSama metala moZe umanjiti zastitu antioksidativnih
enzima i usmeriti homeostazu ka stanju oksidativnog stresa (241,242). Rezultati ovog istrazivanja
su pokazali da su prooksidativni parametri povecani u vecini tretiranih grupa, dok se primetno
povecanje antioksidativnih parametara prvenstveno javilo u vi§im doznim nivoima. Ove promene su
uticale na vrednosti OXY skora ukazujuc¢i na doze MIX 1 i MIX 2 kao kljucne za promene u
oksidativnom balansu. Znacajno poviSene vrednosti OSI skora primecene su u grupama MIX 2 i
MIX 4, pri ¢emu su se najuocljivije promene desile u grupi MIX 4, §to se pripisuje smanjenom
TAS. Zanimljivo je da je unizim dozama (MIX 1, MIX 2) zabeleZen pove¢an nivo MDA i smanjen
nivo GSH, dok je u ve¢im dozama (MIX 3, MIX 4, MIX 5) zabelezen smanjen nivo MDA i
povecan nivo GSH, §to sugeriSe potencijalni nemonotoni odgovor na dozu (NMDR). Ovi rezultati
ukazuju na opsege doza smeSe metala koje su pokazale uticaj na oksidativnu homeostazu u mozgu.
Vazno je ista¢i da je tretman smeSom metala doveo do povisenih nivoa u vecini ispitivanih
prooksidativnih parametara (TOS, PAB, O2-—, IMA, AOPP), prevazilaze¢i efekat pojedinacnih
metala. Radi poredenja, uo¢ene promene u prooksidativnim parametrima bile su ili manje znacajne
ili nisu postojale u grupama izloZenim pojedinacnim metalima, dodatno naglaSavajuci efekte smese.
Ovo naglasava slozenost i potencijalno aditivne ili sinergisticke prooksidativne efekte izazvane
istovremenim izlaganjem Pb, Cd, Hg i As.



HistopatoloSka analiza u ovom istrazivanju ukazala je na slede¢e specificne promene: satelitozu,
degeneraciju neurona i fokalnu gliozu. Ove promene su bile najizraZenije u MIX 2 grupi; edem i
hiperemija su bili najuocljiviji u grupi MIX 5; vazokongestija i krvarenje su bili najznacajniji u
grupi MIX 3. Rezultati ove studije su pokazali da su primecéene razli¢ite promene u odnosu na dozni
nivo. Edem mozga moze objasniti povecanu tezinu organa u grupi MIX 5 (188). Ovi rezultati su bili
u skladu sa prethodnim studijama koje su imale za cilj da procene uticaj izlozenosti smesi metala na
histopatoloske promene u mozgu. Izlozenost Pb, Cd i Hg izazvala je edem mozdanog tkiva,
izazivajuci apoptozu nervnih celija, oksidativni stres i1 preopterecenje kalcijumom kod pacova
(218). Ikpeama et al. (2023) su uocili hipertrofiju ¢elija i pojavu vakuola, kao i blagi gubitak ¢elija u
srednjim i granularnim slojevima nakon izlaganja smesi Pb, Cd, Hg i As (227). Pored toga, srednje i
vece doze slozene smese Pb, Cd, Hg, As, Cr, Mn, Fe i Ni izazvale su znaCajne promene u
kongestiji, sporadicnim hemoragijama i satelitozi u mozdanoj kori (188). Pored toga, nekoliko
studija je otkrilo fokalnu gliozu oko degeneriSucih neurona kao odgovor centralnog nervnog sistema
na oStecenja povezana sa izlaganjem smesSama metala (188,243). S druge strane, u studiji u kojoj su
ispitani Stetni efekti razli¢itih nivoa doziranja smeSa metala nisu pronadene znacajne histopatoloske
abnormalnosti u mozgu ni za jedan odredeni nivo doze u poredenju sa kontrolnom grupom (187).

Eksperimentalni rezultati ove doktorske disertacije pokazali su dozno-zavisno smanjenje aktivnosti
enzima AChE. Uocene su znaCajne promene u viSim doznim nivoima primenjene smeSe metala
(MIX 3, MIX 4 i MIX 5). Zanimljivo je da su pojedinacni metali u dozama MIX 5 opsega pokazali
znadajno smanjenje enzima AChE u mozgu. StaviSe, primena pojedina¢nih doza Pb ekvivalentnih
onima prisutnim u MIX 3, MIX 4 i MIX 5 dovela je do smanjene aktivnosti AChE, sugeriSu¢i da
ovaj metal u navedenim dozama ucestvuje u izazivanju holinergi¢kih promena (137). Medutim,
postoje i kontradiktorni rezultati iz studije Ikpeama i saradnika (2023), koja pripisuje povecanu
aktivnost AChE izlozenosti istoj smesi metala nakon 60 dana izlaganja (227). Razlike izmedu ovih i
eksperimentalnih rezultata istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije mogu se pripisati
produzenom izlaganju znatno vi§im dozama Pb, Hg i As u smesi i razlikama u vrstama
upotrebljenih metalnih soli. Pored toga, u studiji (244) primecena je povecana aktivnost AChE u
cerebrumu odraslih muzjaka Wistar pacova nakon intraperitonealne injekcije kompleksne smese
metala koja se sastojala od Cu, Zn, Pb, Cd, Mn, Co, Cr, Fe i Ni tokom 14 dana. U studiji u kojoj su
pacovi bili izlozeni Pb, As i Hg, bilo pojedinacno, bilo u binarnim ili ternarnim kombinacijama
tokom perioda od 6 meseci (245), primeceno je umereno povecanje aktivnosti AChE kod Zivotinja
izlozenih smesi Pb i As (po 15 ppm). Autori su ovu promenu pripisali vezivanju metala za
acetilholinske (ACh) receptore, poremecajima njihove efikasnosti vezivanja i povisenoj proizvodnji
AChHE (245). U studiji Agrawal i saradnika (2015) primeceno je da pri istovremenom izlaganju Pb,
Hg i As, Hg moze maskirati Stetni uticaj Pb i As na AChE bez promene aktivnosti enzima (245). S
druge strane, oponaSanje realnog izlaganja u Zivotnoj sredini tj. slozenoj smesi metal(oida) Hg, Cr,
Cd, Pb, Ni i As nije uticalo na aktivnost AChE u mozgu pacova (246). Zanimljivo je da su niski
nivoi pojedinacno primenjenih mangana, Pb i Hg smanjili aktivnost AChE kod glodara, pri cemu je
primecena varijabilnost u odgovoru u zavisnosti od pojedinacne/kombinovane ekspozicije, kao i
specifi¢nosti izlozenog metal(oida) (247-249). Prethodna istrazivanja ukazuju na to da metali mogu
smanjiti aktivnost AChE vezivanjem za funkcionalne proteinske grupe (250) ili indukcijom
denaturacije proteina kada metal dode u direktan kontakt sa enzimom (251).

5.1.1.5. Toksi¢ni efekti na srce

Brojni epidemioloski dokazi ukazuju na povezanost izlozenosti metal(oid)ima i kardiovaskularnih
bolesti (252-254). Dodatno, studije sprovedene na modelima glodara pokazale su da izloZenost
odredenim metal(oid)ima, kao Sto su As, Cd, Cr i Pb, moze dovesti do srcane disfunkcije i
hipertenzije (255,256). Medutim, prethodne studije su uglavnom istrazivale uticaj pojedinacnih
metala na kardiovaskularni sistem (257).



Mehanizmi kojima metal(oid)i ostvaruju Stetne efekte na kardiovaskularni sistem su brojni i
ukljucuju oksidativni stres, izmene u koncentraciji esencijalnih metala, izmenjenu regulaciju
renalnog, neuro-endokrinog i endotelno-vaskularnog sistema, ali i epigentske promene (257,258).

U ovoj studiji pokazano je da smesa Pb, Cd, Hg i As dovodi do smanjenja koncentracija Fe i Mn u
srcu pacova tretiranim viSim doznim nivoima. U tim grupama uocene su 1 najizrazenije
histopatoloske promene poput nekroze pojedinacnih kardiomiocita, hipereozinofilije pojedinih
kardiomiocita, hiperemije i leukostaze.

Imaju¢i u vidu da je u MIX 5 grupi primecena znacajno visa koncentracija Cd u tkivu srca u
poredenju sa kontrolom, promene u bioelementima sa mogu pripisati dominantno uticaju ovog
metala.

Istrazivanja su pokazala da izloZenost Cd putem hrane smanjuje nivoe Fe u plazmi i u razlicitim
tkivima. Ovo smanjenje dostupnosti Fe moZe poremetiti normalne funkcije ¢elije i doprineti nekrozi
pojedinih kardiomiocita usled poremecenih metabolickih procesa (259). Pored toga, izlozenost Cd
je povezana sa promenama u signalizaciji Ca, S$to moze dodatno doprineti poremecaju
kontraktilnosti srca i dovesti do smrti kardiomiocita (260).

Studije pokazuju da su As i Pb mogu uzrokovati kardiotoksi¢ne efekte (261), izazvati apoptozu u
kardiomiocitima, §to moze dalje dovesti do strukturnih promena u srcu i potencijalne nekroze. Pro-
apoptotski efekti As manifestuju se kroz aktivaciju enzima kaspaze-3 (262)i ekspresiju pro-
apoptotskih gena, poput BAX i PUMA, dok Pb izaziva apoptozu kardiomiocita kod pacova (H9c2
¢elije) (263).

Niske koncentracije odredenih bioelemenata, poput Mn, mogu narusiti ¢elijske antioksidativne
mehanizme, s obzirom na to da je Mn kljucni kofaktor mitohondrijalnog antioksidativnog enzima
MnSOD (261,264). Ovaj enzim ima znacajnu ulogu u o€uvanju mitohondrijalnih i metabolickih
funkcija srca smanjujuci oksidativni stres u mitohondrijama (264).

Dodatno, Javorac i saradnici (2022) su pokazali da Pb u tkivu srca indukuje stvaranje
superoksidnog anjonskog radikala (O2-") 1 dovodi do povecanja nivoa malondialdehida (MDA)
(265), doprinose¢i oksidativnom ostecenju. Studija koja je istrazivala toksi¢ne efekte As i Cd na
sr¢ano tkivo pacova, pokazala je da ovi metali dovode do poveéanih markera oksidativnog stresa,
kao Sto je peroksidacija lipida, Sto moze doprineti nekrozi kardiomiocita (266). Istovremeno je
zabelezen porast nivoa glutationa, koji moze predstavljati potencijalni zastitni mehanizam (266).
Ista studija pokazala je da pacovi tretirani smeSom As i Cd imaju visi nivo As u tkivu srca od
pacova tretiranih pojedina¢nim As, ukazuju¢i na vaznost interakcija medu metalima (266). Uoceno
je da se metali poput Pb, Cd i Hg akumuliraju u sr¢anom tkivu pacova nakon hroni¢ne oralne
izlozenosti (jednom nedeljno tokom Sest meseci) kompleksnoj smesi metala (Cr, Mn, Ni, Cu, Zn,
Cd, Hg i Pb) (267). Medutim, u istoj studiji nisu primeéene znacajnije histopatoloske promene u
tkivu srca (267). Histopatoloske promene nisu primecene ni u tkivu srca pacova nakon subhroni¢ne
oralne izlozenosti (tokom 90 dana) smesi As, Cd, Pb, Cr i Hg (187), kao ni As, Cd, Pb, Hg, Cr, Ni,
Mn i Fe (188). Ovi rezultati i rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije ukazuju da
sastav smese, rezim doziranja, trajanje izloZenosti mogu uticati na pojavu histopatoloskih promena
u tkivu srca.

U studiji koju su sproveli Zhao i saradnici (2020) uoc€eni su povecani nivoi proinflamatornih
citokina (IL-1, IL-6 i TNF-a) u tkivu srca pacova tretiranih As,O;. Hiperemija i hipereozinofilija
koje su primeéene u okviru ove doktorske disertacije mogu biti posledica inflamacije uzrokovane
smeSom metala i mogu dodatno pogorsati stanje kardiomiocita i ostetiti sr¢ano tkivo (268,269). Ova
stanja su ¢esto pracena leukostazom, koja se javlja usled nakupljanja leukocita u krvnim sudovima
(270).



IzloZenost metalima moze dovesti i do povecanog oslobadanaja enzima kreatin kinaze iz
kardiomiocita (263), ali u ovom istrazivanju nije bilo znacajnog povecanja ovog markera ostecenja
sr¢anog tkiva.

5.1.1.6. Toksi¢ni efekti na pluca

Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. International Agency for Research on Cancer,
IARC) Kklasifikovala je Cd i jedinjenja Cd kao karcinogene za ljude, pri ¢emu su epidemioloske
studije potvrdile uzro¢nu povezanost sa razvojem raka pluca (86). Dodatno, izlozenost Cd je
povezana i sa inhalacionim groznicama, akutnim pneumonitisom, hroni¢nim bronhitisom,
emfizemom, ali i sa pluénom fibrozom (271). Poznato je da izloZenost As moze doprineti razvoju
pluéne fibroze, hroni¢nog bronhitisa, hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a, bronhiektazije i
sekundarne pluéne hipertenzije (272). Medutim, prethodne studije su prvenstveno istrazivale uticaj
pojedinac¢nih metal(oid)a na funkciju pluca i studije o efektima izlozenosti smesi metal(oid)a na
pluca su ogranicene (273).

Dodatno, interakcije izmedu metal(oid)a mogu pojacati ili umanjiti toksi¢ne efekte pojedinacnih
metala 1 uticati na razli¢ite organe ukljucujuéi i pluca (159,273). U ovoj studiji uocen je povisen
nivo Cd i As u tkivu pluca pacova tretiranih najvisSom dozom smese, dok je u MIX 2 grupi primeéen
smanjen nivo Pb u tkivu pluc¢a u poredenju sa kontrolom. Smanjenje nivoa Pb u MIX 2 grupi se
moze pripisati interakciji Pb i Cd, imaju¢i u vidu da je u studiji (274) uoceno smanjenje Pb i
povecanje Cd u plu¢ima miSeva izlozenih Pb+Cd (Pb=0,01M; Cd=0,006M) tokom 4 nedelje.
Smanjenje Pb u tkivu plu¢ima pripisano je smanjenoj rastvorljivosti u prisustvu Cd, $to je dovelo do
manjeg rasprsivanja, dok je povecanje Cd u plu¢ima pripisano afinitetu Cd afiniteta prema tiolnim
(-SH) grupama (274).

Smanjen nivo pro-oksidativnih parametara, poput O, ", TOS, PAB i AOPP, moze biti povezan sa
nizim koncentracijama Fe i Cu u plu¢nom tkivu, buduc¢i da ovi metali imaju vaznu ulogu u
oksidativnom oste¢enju (275). S obzirom da su Cu, Zn i Mn vazni kofaktori za mnoge oksido-
redukcione reakcije, ali i za pravilno funkcionisanje SOD, smanjene vrednosti ovog enzima mogu
se povezati sa smanjenim nivoima ovih bioelemenata u pluénom tkivu (275).

Oksidativni stres u respiratornom sistemu moze da poveca produkciju medijatora inflamacije u
plu¢ima Valavanidis et al. 2013). Izlaganje Pb povecalo je endotelin-1 (ET-1), azot oksid (NO) i
eozinofil peroksidazu (EPO) u serumu i uzrokovalo patoloskim promenama u plué¢ima kod
zamorcica (276). U ovom istrazivanju inflamacija je zabeleZena u svim tretiranim grupama, dok je
inflamatorni eksudat prisutan u pojedinim alveolama. Kolaps alveola i njihovo spajanje u Sire
vazdusne prostore primeceni su u grupama tretiranim vi§im dozama, gde su oSte¢enja bila
najizrazenija. U istrazivanju koje je ispitivalo subhroni¢nu oralnu izlozenost (90 dana) razli¢itih
doznih nivoa smese As, Cd, Pb, Hg, Cr, Ni, Mn i Fe, nisu uoc¢ene znacajne histopatoloske promene
u tretiranim grupama (188). U studiji Zhu i sradnika (2014), subhroni¢na oralna izloZenost smesi
metala (As, Cd, Pb, Cr i Hg) tokom perioda od 90 dana dovela je, u grupi koja je primala najvisu
dozu smese, do zadebljanja interalveolarnih septi, edema alveolarnih zidova, kolapsa alveola i
njihovog spajanja u proSirene vazduSne prostore, kao i do fokalne infiltracije inflamatornih ¢elija u
intersticijumu (187).

5.1.1.7. Toksi¢ni efekti na pankreas

Brojne studije slucaja, ali i in vitro istrazivanja i istrazivanja na zZivotinjama ukazuju na povezanost
povecanog rizika od razvoja raka pankreasa i izlozenosti Cd (86). Dodatno, pokazan je i direktan
citotoksi¢ni efekat Cd na B celije pankreasa (40). Kadmijum moze izazvati oStecenja usled



oksidativnog stresa, Sto dovodi do smanjene sekrecije insulina i apoptoze B-Celija pankreasnih
ostrvaca (40).

U ovom istrazivanju uoceni su poviseni nivoi Cd u tkivu pankreasa u grupi tretiranoj najviSom
dozom smese pri poredenju sa kontrolom. Smanjenje nivoa Fe u tkivu pankreasa, uoceno kod grupe
tretirane najviSom dozom smese, moze se pripisati uticaju kadmijuma Cd. Slican efekat zabelezen
je iu studiji (277), u kojoj su Zenke Wistar pacova subkutano dobijale 3 mg Cd/kg telesne mase,
Cetiri puta nedeljno tokom perioda od jedne do Sest nedelja, pri ¢emu je takode primeceno
smanjenje nivoa Fe u tkivu pankreasa. Dodatno, uticaju Cd se moze pripisati i povecana produkcija
O, i smanjen TAS.

U ovoj studiji u MIX 3 grupi zabeleZen je povecan nivo As u tkivu pankreasa u poredenju sa
kontrolnom grupom. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjem sprovedenim na Zenkama
B6C3F1 miSeva, gde su nakon 4, 8, 12, 16 i 24 nedelje tretmana smesama As(III), As(V), Cd, Cr,
Ni i V u vodi, kao i As, Cd, Cr, Ni, Pb i V u hrani, primecene povisene koncentracije As i Cd u
tkivu pankreasa u odnosu na kontrolu (278).

Pokazano je da izlozenost Cd iz duvanskog dima moze da uzrokuje inflamaciju u tkivu pankreasa
(279). Dodatno, u istrazivanju (280) je pokazano da izlozenost pacova 5 mg Cd/kg telesne mase
tokom 4 nedelje rezultira pove¢anim nivoima proinflamatornih citokina (TNF-a, IL1f3 i IFN- y),
poremecenim oksidativnim statusom i pove¢anim nivoima signalnih molekula apoptoze.

U ovom istrazivanju uoceno je da pojedine celije Langerhansovih ostrvaca imaju izrazito
eozinofilnu citoplazmu i1 smanjena, kondenzovana i hiperhromati¢na jedra u grupi tretiranoj
najvi§im doznim nivoom sme$e Pb, Cd, Hg i As, S§to moze ukazivati na apoptozu ili nekrozu.
Sli¢no, u tkivu pankreasa pacova tretiranih pojedinacnim As, Cd, Mn i Pb, ali i njihovom smeSom
tokom 30 dana uocena je degeneracija, nekroza, degranulacija i skupljanje Langerhansovih ostrvaca
(281).

5.1.1.8. Toksi¢ni efekti na slezinu

Kao najve¢i sekundarni limfoidni organ u organizmu, slezina ima Sirok spektar imunoloskih
funkcija, pored svoje uloge u hematopoezi i uklanjanju zastarelih eritrocita iz cirkulacije (282).
Slezina predstavlja jedinstveno organizovan organ koji povezuje urodeni i adaptivni imunski sistem,
omogucavajuci filtraciju patogena i olakSavajuci interakcije izmedu antigen-prezentujucih celija i
odgovarajucih limfocita (283).

Izlaganje Pb, ¢ak i pri srednjim dozama, dovodi do poremecaja ekspresije SODI, aktivacije
kaspaze-3 1 proteina p62/SQSTMI, kao i do akumulacije Fe u slezini, §to rezultira oksidativnim
stresom, apoptozom i poremecenim procesom autofagije u ovom organu (284). Takode je
primeceno da je As narusio homeostazu kljuénih bioelemenata, kao $to su Ca, Cu, Zn i Fe, u slezini,
uzrokuju¢i poremecaj enzimskih odgovora celija slezine, Sto je doprinelo imunodeficijenciji
izazvanoj arsenom (285).

U ovoj studiji u tkivu slezine detektovan je samo As u grupama tretiranim sa dva najvisa dozna
nivoa smese, dok homeostaza nivoa Cu, Zn i Fe nije narusena ni u jednoj tretiranoj grupi. Mn je bio
ispod nivoa detekcije.

Subhroni¢na oralna izlozenost smesi metala (As, Cd, Pb, Cr i Hg) tokom perioda od 90 dana nije
izazvala znacajne histopatoloske promene u tkivu slezine (187). Sli¢no, u slezini pacova nakon
hroni¢ne oralne izloZenosti kompleksnoj smesi metala (Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg i Pb) jednom
nedeljno tokom Sest meseci, nisu uocene znacajnije histopatoloSke promene (267). IzloZenost



razli¢itim dozama smeSe Pb i Cd tokom 90 dana takode nije dovela do znacajnih histopatoloskih
promena u slezini ni kod muzjaka ni kod Zenki pacova (286).

Medutim, u studiji koja je istrazivala efekte Cd, Cr, Hg i njihovih smeSa, zabeleZene su promene u
histoloskoj strukturi slezine (287). Nekroza je bila prisutna u svim ispitivanim grupama, dok je
fibroza uoc¢ena samo u grupama izlozenim Cd, Hg i njihovoj smesi (287). Dodatno, u tkivu slezine
pacova tretiranih pojedinacnim As, Cd, Mn i Pb, kao i njihovom smeSom tokom 30 dana,
zabelezena je kongestija, povecanje delova crvene pulpe i nekroza (281). Uvecanje povrSine crvene
pulpe i teska kongestija takode su zabeleZeni u tkivu slezine pacova koji su oralno tretirani smeSom
Pb, Hg, Cd, Ni i Cr, kao i kod pacova tretiranih pojedina¢nim Cr tokom 34 dana (211).

U ovoj studiji utvrdeno je da je tkivo slezine regularne morfologije crvene i bele pulpe, kako u
kontrolnim uzorcima, tako i u uzorcima tretiranim grupama. Ekstramedularna hematopoeza, proces
proizvodnje krvnih ¢éelija van koStane srzi, moze se povezati sa hematoloskim efektima ispitivane
smese metala (288), dok se pasivna hiperemija moze objasniti kao odgovor na izloZenost metalima.

5.1.1.9. Toksi¢ni efekti na testise

Tokom poslednjih decenija zabeleZen je pad muske plodnosti, pri ¢emu se faktori iz Zivotne sredine,
poput izlozenosti toksi¢nim metalima, smatraju jednim od mogucih uzroka ovog trenda (289).
Poznato je da se toksi¢ni metali mogu akumulirati u muskom reproduktivnom sistemu, pri cemu je
izlozenost toksicnim metalima povezana s razvojem razlicitih reproduktivnih poremecaja (289).

U ovom istrazivanju nivoi Pb, Hg 1 As bili su ispod granice kvantifikacije, dok je prisustvo Cd u
tkivu testisa utvrdeno kod grupa tretiranih sa dve najvise doze smese. Dodatno, uoceno je smanjenje
nivoa Fe u tkivu testisa u grupama tretiranim sa dve najvise doze smese.

U studiji sprovedenoj na pacovima, koji su intraperitonealno primali 1 mg Cd/kg dnevno tokom 1,
3, 10 1 21 dana, zabelezene su promene koncentracija metala u tkivu testis (290). Nakon 10 i 21
dana tretmana, primeceno je povecanje nivoa Fe i Cu, dok je nivo Zn bio smanjen (290). U istoj
studiji zabelezeno je smanjenje nivoa ukupne superoksid-dismutaze (SOD) i ukupne glutation S-
transferaze (GST) u poredenju sa kontrolnom grupom (290). U ovom istrazivanju, nivoi SOD-a i
GSH nisu bili zna¢ajno izmenjeni, medutim, primena dve najvise doze smese dovela je do blagog
smanjenje nivoa GSH u odnosu na kontrolu. Dodatno, u okviru ovog istrazivanja uoceno je blago
povecanje nivoa superoksidnog anjona (O,”) i malondialdehida (MDA) u poredenju sa kontrolom,
ali bez statisticke znacajnosti, $to je u skladu sa nalazima Puri¢ i saradnika (290). Na osnovu ovih
rezultata moze se zakljuciti da blage promene u prooksidativnim parametrima u grupama MIX 4 i
MIX 5 mogu biti posledica uticaja Cd, ali i da medusobne interakcije medu metalima uticu na
konacni efekat smeSe na redoks status tkiva testisa.

U studiji u kojoj su muzjaci pacova izlozeni Pb i Cd, pojedina¢no ili u kombinaciji, u dozi od 0,025
mg/kg telesne mase, intraperitonealno tokom 15 dana, zabelezeno je povecanje reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta, uz porast nivoa testikularnog MDA i smanjenje aktivnosti antioksidativnih
enzima u testisima, ukljucuju¢i SOD, katalazu, G6PDH i GST u mitohondrijalnim i
postmitohondrijalnim frakcijama (241). Takode, primeceno je znaCajno smanjenje aktivnosti
steroidogenih enzima 3p- i 17B-HSD, Sto je dovelo do smanjenja proizvodnje testosterone (241).
Dodatno, izlozeni pacovi su imali znacajno smanjen broj spermatozoida u testisima i epididimisu,
dok su pokretljivost i odrzivost spermatozoida u epididimisu takode bili umanjeni (241). Ova
studija je pokazala da je izlaganje Cd imalo izrazeniji toksic¢ni efekat u poredenju sa izlaganjem Pb,
dok je izlaganje smesi dovelo do najmanje izrazenih toksi¢nih efekata.

U istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije uocena je povecana relativna masa testisa u grupi
tretiranoj najviSom dozom smese Pb, Cd, Hg i As, $to se mozda odrazava moguéi inflamatorni



edem izazvan u ovom organu (211). Slicno, u testisima pacova nakon hroni¢ne oralne izlozenosti
kompleksnoj smesi metala (Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg i Pb) jednom nedeljno tokom Sest meseci,
uocena je inflamatorna celijska infiltracija i histopatoloske promene (267). Izlozenost razliCitim
dozama smese Pb i Cd tokom 90 dana izazvala je znacajne histopatoloske promene u testisima
(286). Pri nizim dozama, uoCen je smanjen broj spermatida, a spermatogene celije sadrzale su
delimi¢no degenerisane vezikule. Vise doze smese prouzrokovale su oste¢enje seminifernih tubula,
degradaciju spermatogenih celija i nestanak spermatozoida iz seminiferne lumene (286).
Subhroni¢na oralna izlozenost smesi metala (As, Cd, Pb, Cr i Hg) tokom 90 dana izazvala je
znacajne histopatoloske promene u tkivu testis (187). U grupi sa visokim dozama, epitel
seminifernih tubula bio je redukovan, broj spermatozoida u nekim tubulima bio je smanjen, dok su
spermatogoni i sekundarni spermatociti bili degenerisani (187). Zreli spermatozoidi su pronadeni u
epididimisu, ali u manjem broju (187). Morfologija testisa i epididimisa u grupama sa umerenim i
niskim dozama bila je slicna kontrolnoj grupi. Ovi rezultati su usaglaseni sa promenama uocenim u
istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije, imajuci u vidu da su histopatoloske promene bile
izrazenije u vi§im doznim nivoima.

5.1.1.10. Toksi¢ni efekti na femur

Prethodna istrazivanja ukazuju da su kosti jedan od primarnih ciljanih organa toksi¢nih metala
(291). Pokazano je da hroni¢na izlozenost, kao i kratkoro¢na izloZenost visokim koncentracijama
toksi¢nih metala narusava ravnotezu procesa remodeliranja kosti, uticu¢i na formiranje i resorpciju,
$to moZe doprineti razvoju razli¢itih patologija koStanog sistema (292).

Epidemioloska istrazivanja ukazuju na povezanost povisenih nivoa toksi¢nih metala u krvi sa
vecom prevalencijom osteoporoze u populaciji srednjih godina, pri ¢emu se kadmijum istice kao
kljucni faktor rizika u ovoj korelaciji (293). Dodatno, utvrdeno je da izlozenost Cd povecava rizik
od fraktura kostiju, posebno u populaciji profesionalno izlozenoj ovom metalu (294). Medutim, ¢ak
i pri niskim dozama utvrdeno je da Cd povecava rizik od smanjene gustine kostiju i pojave preloma
povezanih sa osteoporozom kod starijih osoba (295). Mogu¢i mehanizmi osteotoksi¢nog dejstva Cd
su direktno dejstvo ovog metala na koStane celije i posredni efekat putem indukcije bubrezne
insuficijencije, S$to rezultira povecanim gubitkom Ca i P, smanjenom sintezom vitamina D i,
posledi¢no, smanjenom apsorpcijom Ca u digestivnhom traktu (292,294,296).

Poznato je da Pb ispoljava Stetne efekte na kosStano tkivo, prvenstveno zbog sposobnosti da zameni
dvovalentne katjone poput Ca?", Mg?" i Fe?* (297). Dodatno, inhibicija enzima 1-o-hidroksilaze u
bubrezima, kljuénog za sintezu 1,25-dihidroksivitamina Ds, moze uzrokovati hipokalcemiju i
hipofosfatemiju smanjenjem apsorpcije kalcijuma i fosfora u crevima, §to predstavlja joS jedan od
mehanizama toksi¢nog dejstva Pb na kosti (297).

Prethodne studije ukazuju na povezanost niskih nivoa Hg u krvi sa povecanim rizikom od
osteoporoze kod muskaraca i smanjenjem mineralne gustine kostiju, dok je uticaj na Zene i starije
populacije manje jasan (293,298).

Takode, arsen moze zameniti fosfatne grupe u kristalima hidroksiapatita, formirajuci apatit arsenat i
druge kalcijum arsenatne kristale, Sto je povezano s PadZetovom boles¢u, karakterisanom

poremecenim remodeliranjem kostiju, bolom, deformitetima i povecanom ucestalos¢u preloma
(299,300).

Iako postoji podaci o efektima pojedinacnih metala na kosti, nema dovoljno informacija o efektima
smese na kostano tkivo (301,302).

U ovom istrazivanju utvrdene su povecane koncentracije Pb, Cd i As u grupama tretiranim najvisim
dozama smese u poredenju sa kontrolom, dok je povec¢ana koncentracija Hg zabelezena u grupi



tretiranoj najnizom dozom. Prethodna istrazivanja ukazuju na smanjenje Fe u kostima pacova
tretiranih Pb, Cd i kompleksnom smesom metala (Pb, Cd, Hg, Cu, Zn, Mn, Cr i Ni), $to sugeriSe da
se nizi nivoi Fe u femuru pacova mogu pripisati prvenstveno uticaju Pb i Cd, ali i As (93). S
obzirom na to da smeSa metala smanjuje nivo Fe u krvi, a olovo i kadmijum ometaju apsorpciju
gvozda u crevima, moguce je da smanjenje Fe u kostima proizlazi iz njihovog zajedni¢kog efekta
(93). Dodatno, poremec¢aj homeostaze Fe dovodi se u vezu s razvojem degenerativnih bolesti
kostiju povezanih s anemijom nakon izloZenosti teskim metalima (303).

IzloZenost neorganskoj Hg moZe povisiti nivo Cu u bubrezima, §to potvrduje studija gde su pacovi
tretirani 50 ppm Hg pokazali povecanje Cu koncentracije u bubreznom tkivu sa 11 na 77 pg/g
nakon dva meseca (304). Ovo ukazuje na poremecaj metabolizma bakra izazvan Hg, potencijalno
doprinosi akumulaciji toksi¢nosti i u kosStanom tkivu. Iako je utvrdeno da Pb povecava Cu u
kostima, istrazivanje (305) pokazalo je nemonotoni odgovor Cd na Cu u femuru — izloZenost
srednjim nivoima doze Cd povecava Cu, dok najvise doze smanjuju njegovu koncentraciju, $to
ukazuje na slozenu interakciju metala. Na osnovu ovih rezultata, povecanje Cu u femuru u ovoj
studiji moze se povezati s efektom Hg.

Izostanak znacajnih histopatoloskih promena u kontrolnoj i tretiranim grupama ukazuje da smesa
Pb, Cd, Hg i As primarno narusava homeostazu Fe i Cu, dok prethodne studije (306) beleze
ostecenja mikrostrukture kostiju, ukljuc¢ujuéi trabekularno tkivo, koStanu srz, kolagena vlakna i
osteoblaste, nakon subhroni¢ne izloZenosti pacova niskim dozama smese Pb i Cd tokom 90 dana.

5.1.1.11. Kritiéni toksiéni efekat

Analiza odnosa doze i odgovora, kao Sto je Benchmark Dose (BMD) modelovanje, nudi nau¢no
napredniju strategiju od tradicionalnog NOAEL pristupa, koji su za regulatorne svrhe preporucili
WHO i EFSA (102). Iako su neke studije istrazivale BMD modelovanje za pojedinacnu izloZenost
metalima (307-311), nedostaju podaci o efektima kombinovane izloZenosti. Posebno je ograni¢eno
istrazivanje u vezi sa uticajem na razliite sisteme u organizmu, ukljucuju¢i hematoloske i
biohemijske parametre, hormone, kao i parametre oSte¢enja organa kao §to su jetra, bubrezi, mozak,
plu¢a, pankreas i testisi. U prethodnim istrazivanjima potvrdeno je prisustvo odnosa doze i
odgovora, kao i znaCajni uticaj na reproduktivnu funkciju kod zenki pacova usled produzene
izlozenosti smesi toksi¢nih metala, ¢ak i pri izuzetno niskim dozama (96), Sto naglasava potrebu za
daljim istrazivanjem efekata kombinovane izloZenosti. Dodatno, prethodna istrazivanja utvrdila su
da je izloZenost teskim metalima (Cd, Hg, Cr, Ni) i metaloidu As povezana sa ve¢im rizikom od
hormonskih promena kod populacije u Srbiji. Utvrdena je doza-odgovor veza izmedu svih
ispitivanih elemenata i reproduktivnih hormona (testosterona, LH i FSH) kod muskaraca, s
najpouzdanijim procenama za Cd-testosteron i Hg-LH (95). Takode, ovi elementi uti¢u na nivo
insulina, pri ¢emu je arsen pokazao posebno izrazen efekat, ukazujuéi na njegovu mogucéu ulogu u
metabolickim poremecajima (97). Kod Zena je zabelezen uticaj na testosteron, dok su kod
muskaraca primecene promene u nivoima estrogena i progesterone, s najpouzdanijim procenama za
odnos As-testosteron i Hg-testosteron (98). Rezultati ovih studija ukazuju na potrebu za daljim
istrazivanjima uticaja metal(oid)a, kako na hormonsku ravnotezu, tako i na ostale sisteme u
organizmu.

Imajuci u vidu da prethodne studije nisu istrazivale BMD za kombinovanu izloZzenost Pb, Cd, Hg i
As na razliCite sisteme u organizmu, ova studija odgovara savremenim toksikoloSkim zahtevima
procenom toksi¢nih ishoda nakon izloZenosti ovoj smesi toksi¢nih metala. Kako bi se omoguéio
precizniji pristup modelovanju BMD-a, odabrana je arbitrarna doza smese u skladu sa izabranim
dozama svih pojedinacnih metal(oid)a i primenjenim intervalima doza. Ovaj pristup omogucava
adekvatnije odredivanje odnosa izmedu doze i odgovora za ispitivane parametre, pri ¢emu je §irina
intervala doza jednaka za svaki metal(oid) u okviru svakog parametra.



Uzimajuéi u obzir kriterijum za potvrdu efekta u ovoj studiji, identifikovani su slede¢i efekti:
povecanje nivoa SOD u plazmi, povecanje fokalne infiltracije mononuklearnim ¢elijama u jetri,
smanjenje neorganskog fosfora u u krvi, smanjenje nivoa MCH, smanjenje nivoa MCV, povecanje
edema intersticijuma u testisima, smanjenje nivoa T3. Poredenjem BMD vrednosti za potvrdene
odnose doza-odgovor, identifikovane su najnize BMD vrednosti za nivo MCV, koje predstavljaju
kriti¢ne toksi¢ne efekte za svaki metal(oid) u ispitivanoj smesi i iznose 3,15E-04 mg Pb/kg t.m./dan,
1,05E-03 mg Cd/kg t.m./dan, 2,10E-05 mg Hg/kg t.m./dan i 2,10E-04 mg As/kg t.m./dan.
Predvidene vrednosti BMDL su izuzetno niske, §to ukazuje na to da ¢ak i minimalne koncentracije
stalne izlozenosti smesi ispitivanih metal(oid)a mogu izazvati promene u nivoima ovih parametara.
BMDL vrednosti za Pb, Hg i As u ispitivanoj smesi metal(oid)a su nize od PTWI/7 doze koja
simulira dnevnu izloZenost pojedinacnom metal(oid)u koja ne bi trebalo da ispolji Stetni efekat (Pb -
0,003 mg/kg t.m., Hg - 0,002 mg/kg t.m., As - 0,002 mg/kg t.m.). Utvrdena BMDL vrednost za Cd
u ispitivanoj smesi metal(oid)a je marginalno povecana u poredenju sa PTWI/7 dozom (Cd - 0,001
mg/kg t.m.).

Ovi rezultati ukazuju na to da Pb, Hg i As primenjeni u ispitivanoj smesi mogu dovesti do pojave
Stetnog efekta i pri nizim dozama u odnosu na njihovu pojedina¢nu primenu uzimajuéi u obzir
PTWI/7. Rezultati ukazuju i da Cd primenjen u ispitivanoj smesi moze dovesti do pojave Stetnog
efekta i1 pri marginalnom povecanju doze koja pojedinacno ne bi trebalo da ispolji Stetni efekat.

Za sve ostale parametre za koje je potvrden efekat (povecanje nivoa SOD u plazmi, povecanje
fokalne infiltracije mononuklearnim c¢elijama u jetri, smanjenje neorganskog fosfora u u krvi,
smanjenje nivoa MCH, povecanje edema intersticijuma u testisima, smanjenje nivoa T3) vrednosti
za Pb, Cd i As u ispitivanoj smesi metal(oid)a bile su vise od PTWI/7 doze. Takode, utvrdene
vrednosti za Hg u ispitivanoj smesi metal(oid)a bile su vise od PTWI/7 doze za efekat povecanja
nivoa SOD u plazmi, poveéanja fokalne infiltracije mononuklearnim ¢elijama u jetri i smanjenja
neorganskog fosfora u u krvi, dok su nize vrednosti za Hg u ispitivanoj smesi metal(oid)a od
PTWI/7 doze u slucaju bile utvrdene za efekat smanjenja nivoa MCH, povecanja edema
intersticijuma u testisima i smanjenja nivoa T3.

5.1.2. Insilico toksikogenomska analiza smesSe olova, kadmijuma, Zive i arsena
5.1.2.1. Uticaj smeSe olova, kadmijuma, Zive i arsena na hematoloske promene

Sveobuhvatna in vivo analiza, Benchmark modelovanje i analiza toksikogenomskih podataka

U ovom istrazivanju primenjen je integrativni pristup koji obuhvata in vivo analizu, Benchmark
modelovanje i analizu toksikogenomskih podataka, ¢ime je omoguéeno celovito sagledavanje
efekata izlozenosti toksicnim metalima na hematoloske promene. Nekoliko decenija, podaci
ukazuju na interakcije izmedu toksi¢nih metal(oid)a i hipotezu da smeSe ovih supstanci mogu
uticati na zdravlje ljudi drugacije od pojedinacne supstance (312-314). Ova studija istrazila je
efekte subakutne izlozenosti smesi Pb, Cd, Hg i As na hematoloske parametre kod eksperimentalnih
zivotinja. Pored toga, sprovedena je in silico analiza kako bi se istrazili potencijalni molekularni
mehanizmi koji povezuju ove metal(oid)e sa razli¢itim hematoloskim poremecajima. Rezultati in
vivo eksperimenta otkrili su promene u nivoima RCB, Hb, HCT, MCV, MCH, MCHC i Fe u
tretiranim grupama u poredenju sa kontrolom, §to ukazuje na mogué razvoj anemije. Poveéan broj
trombocita ukazao je na potencijalnu trombocitozu. Takode, zabeleZzene su promene u broju
leukocita i neutrofila, narocito pri izlozenosti vi§im dozama, zajedno sa sporadi¢nim promenama u
broju monocita i eozinofila, §to ukazuje na imunotoksi¢ni potencijal ove smeSe metala. Slicne
rezultate zabelezili su Jadhav i saradnici (2007) pri ispitivanju sloZenije smesSe metala koja
ukljucuje As, Cd, Pb, Hg, Cr, Ni, Mn i Fe nakon produzene izloZenosti od 90 dana (315). Poznato je
da toksi¢ni metali i njihove smeSe mogu uticati na vrednosti ovih hematoloskih parametara putem
razli¢itih mehanizama, od kojih su mnogi jos uvek nedovoljno istrazeni (315-317).



Da bi se dalje istrazili odnosi izmedu uocenih promena i procenili relevantni nivoi doziranja
ispitivane mesSavine metala(loida), izvrSena je BMD analiza za svaki metal u smesi u odnosu na
izmerene hematoloske parametre. Cilj je bio identifikovati doze toksi¢nih metal(oida) u smesi koje
bi dovele do promene od 5% u vrednostima ispitivanih parametara kada su prisutni u smesi. Uski
BMDI, svaki manji od faktora Sirine 100, dobijeni su i za MCV i za MCH, §to ukazuje na vecu
preciznost u proceni u poredenju sa drugim izmerenim parametrima. Uzimajuéi u obzir ova dva
parametra, niza BMDL vrednost je identifikovana za MCV. Ovaj rezultat implicira da promene u
zapremini crvenih krvnih zrnaca mogu da ispolje povecanu osetljivost na toksi¢ne uticaje ispitivane
smese metala (Sto je takode dokazano poredenjem sa izlaganjem pojedina¢nim supstancama). Nizi
BMDL za MCV ukazuje na osetljivost ovog parametra na Stetne efekte smese metala, naglasavajuci
vaznost promena u nivou MCV u proceni toksi¢nosti i povezanih zdravstvenih rizika ispitivane
smeSe. Razmatrajuci ostale izmerene parametre, najnize vrednosti BMDL zabelezene su za
apsolutni broj neutrofila, kao i za sadrzaj eozinofila (%) i1 apsolutni broj bazofila. Medutim, ovi
intervali su bili znacajno §iroki, §to ukazuje na manju preciznost u proceni.

Hematoloske bolesti obuhvataju Sirok spektar stanja, pri ¢emu je poznato da visoka izloZenost
arsenu (As) obi¢no dovodi do pojave anemije, leukopenije i eozinofilije, Sto rezultira smanjenom
produkcijom eritrocita i leukocita. S druge strane, izlozenost kadmijumu (Cd) moze izazvati
limfopeniju, neutrofiliju i anemiju (318). Olovo (Pb) prvenstveno uti¢e na sastav eritrocita, njihovu
sintezu i prezivljavanje, dok ziva (Hg) moze doprineti razvoju anemije i leukopenije (319-321).

Kako bi se pojasnila in vivo saznanja o hematotoksi¢nosti izazvanoj kombinovanom izlozenos¢u
Pb, Cd, Hg i As, sprovedena je in silico analiza, koja je identifikovala dva zajednicka gena
povezana sa razvojem hematoloskih bolesti: FAS i ALAD.

Gen ALAD (delta-aminolevulinska kiselina dehidrataza) ukljuCen je u sintezu hema i predstavlja
kljucni enzim za odrzavanje hemoglobina (Hb) i citohroma u ¢elijama koStane srzi i cirkuliSu¢im
eritrocitima (322). Smanjena ekspresija ovog gena dovodi do poremecaja u sintezi hema i,
posledi¢no, do razvoja hematoloSkih poremecaja. Nasa analiza je pokazala da As smanjuje
ekspresiju proteina Cija sinteza zavisi od ovog gena, dok Pb smanjuje i mRNA i proteinsku
ekspresiju ovog gena. Ovi rezultati ukazuju na to da As i Pb mogu doprineti razvoju hematoloskih
bolesti preko gena ALAD.

Gen FAS funkcioniSe kao receptor za FAS ligand (FASL), a njihova interakcija pokrece apoptozu
¢elija koje izraZzavaju FAS na svojoj povrsini (Nagata and Golstein 1995). Disfunkcija FAS sistema
uglavnom dovodi do razvoja limfoproliferativnih poremecaja, ali moze ucestvovati i u patogenezi
odredenih tipova anemije (323,324). U ovoj studiji, in silico analiza je pokazala da As povecava
ekspresiju mRNA gena FAS, Pb povecava ekspresiju njegovog proteina, dok Cd povecava i mRNA
i proteinsku ekspresiju gena FAS. Ovo sugeriSe da su ovi metal(oid)i mogli igrati ulogu u razvoju
hematoloskih poremecaja izazivanjem apoptoze. Analiza genske ontologije dodatno je pokazala da
su ovi metal(oid)i delovali na signalne puteve FAS proteina, aktivaciju B limfocita posredovanu
dejstvom susednih ¢elija, apoptozu i puteve povezane sa sintezom hema putem zajednickih gena,
potencijalno doprinoseéi razvoju hematoloSkih bolesti. Promene hematoloskih parametara kod
zivotinja ukazale su na pojavu anemije i trombocitoze u grupama tretiranim smesom Pb, Cd, Hg i
As. Poznato je da akutna i hroni¢na izlozenost arsenu (As) moze dovesti do razvoja anemije i
trombocitopenije (325). U podrucjima gde su Zivotinje (goveda) bile izloZene poviSenim nivoima
arsena, zabeleZen je pad broja eritrocita (RBC), nivoa hemoglobina (Hb) i hematokrita (HCT), $to
je rezultiralo hematoloSkim abnormalnostima, posebno anemijom (326). Smatra se da ovaj fenomen
nastaje usled uticaja arsena na proizvodnju i eliminaciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), §to
dovodi do njihovog nagomilavanja u organizmu i naknadnog oSte¢enja membrane eritrocita, ¢ime
se narusava eritropoeza (326,327). Nakon ulaska u organizam, Pb se vezuje za eritrocite i ispoljava
hematotoksi¢no dejstvo inhibicijom enzima ukljucenih u sintezu hema (delta-aminolevulinska



kiselina dehidrataza (ALAD) i heme sintetaza) pri vi§im koncentracijama, kao i indirektno enzima
ferohelataze, koji je neophodan za ugradnju Fe u hem (307,328).

Takode, Pb izaziva oksidativni stres, $to dovodi do lipidne peroksidacije eritrocitne membrane i,
posledi¢no, do hemolize. Slicno tome, Cd ispoljava hematotoksicne efekte, a nakon akutne,
subakutne i hronic¢ne izloZenosti moze dovesti do razvoja anemije. Ovo se pripisuje inhibiciji heme-
sintetaze 1 indukciji oksidativnog stresa (317,329). Matovi¢ i sar. (2015) su istakli da nakon
izlozenosti pacova Pb-u tokom 9 nedelja i akutne izloZenosti Cd-u dolazi do smanjenja nivoa
glutationa (GSH) u krvi u oba slucaja, dok izlozenost Cd-u takode smanjuje aktivnost superoksid-
dismutaze (SOD). GSH i SOD imaju klju¢nu ulogu u antioksidativnoj zastiti organizma (329). U
studiji Javorac i sar. (2021), kod pacova izlozenih Pb-u uoceno je smanjenje nivoa RCB-a i
hemoglobina (Hb), uz umereno smanjenje srednjeg zapreminskog korpuskularnog volumena
(MCV), sto ukazuje na razvoj mikrocitne hipohromne anemije (154). Pored toga, izloZzenost Zivi
(Hg) utiCe na hematoloski sistem izazivanjem oStecenja bubrega, Sto smanjuje proizvodnju
eritropoetina potrebnog za sintezu eritrocita. Takode, moze izazvati hemolizu i uticati na
metabolizam gvozda (Fe), potencijalno dovode¢i do anemije. Studija iz Indonezije otkrila je nize
vrednosti Hb i hematokrita (HCT) kod radnika u rudnicima zlata profesionalno izlozenih Hg-u u
poredenju sa referentnim vrednostima (330).

Izlozenost binarnoj smesi Cetiri metala i metaloida ispitivanih u ovoj studiji takode dovodi do
promena u hematoloskim parametrima (317). U studiji Mahaffey i Fowlert (1977), pacovi su oralno
izlagani smeSi arsena (As, 2,5 mg/kg/dan) i kadmijuma (Cd, 2,5 mg/kg/dan) i smesi As (2,5
mg/kg/dan) i Pb (10 mg/kg/dan) tokom 10 nedelja, kao i smesi Cd (2,5 mg/kg/dan) i Pb (10
mg/kg/dan) tokom 21 dana (331). Pacovi izloZeni As-u i Cd-u imali su poveéane vrednosti RCB-a i
smanjene vrednosti HCT-a, ali je efekat bio manje od aditivnog (331). Izlaganje smesi As+Pb nije
pokazalo znaCajno smanjenje vrednosti hemoglobina (Hb) i hematokrita (HCT) u poredenju sa
vrednostima ovih parametara kod pacova izlozenih pojedinacno As i Pb (331). Smesa Cd+Pb
dovela je do smanjenja Hb i HCT kod pacova, dok je veliCina eritrocita ostala ista kao kod
delovanja pojedinacnih metal(loid)a (331). Zajednicki uticaj Hg i Cd nakon subakutne oralne
ekspozicije na hematoloske parametre takode je ispitan, pri ¢emu su promene ukazivale na
mikrocitnu hipohromnu anemiju zbog smanjenja Hb 1 MCHC (332).

Epidemioloska istrazivanja dokumentovala su da pojedinacna izloZenost metalima iz Zivotne
sredine, kao $to su Pb, Cd, Hg i Mn, moZe biti povezana sa promenama u statusu gvozda kod dece
(333,334). Medutim, postoje ogranicena saznanja o kumulativnim efektima vise metal(loid)a na
status gvozda. Trenutna studija je pokazala da su nivoi gvozda bili smanjeni u svim grupama
tretiranim odabranom smeSom metal(loid)a, Sto ukazuje na to da zajednicka izlozenost
metal(loid)ima, ¢ak i pri niskim dozama, narusava normalnu funkciju gvozda. Interakcije izmedu
metal(loid)a takode mogu uticati na stopu apsorpcije pojedinih metal(loid)a zbog konkurentnosti za
¢elijski unos (333,335). Na primer, nedostatak gvozda povecava stopu apsorpcije nekih
dvovalentnih metal(loid)a, posebno Pb.

Prethodne studije pokazale su da metal(loid)i mogu pokrenuti signalne puteve koji rezultiraju
sekrecijom citokina 1 izazivanjem efekata na susedne celije (336). Ovo sugeriSe da
imunomodulacija izazvana metal(loid)ima moze dovesti do nepravilne aktivacije imunog sistema
protiv specifi¢nih antigena (337). In silico rezultati ove studije ukazuju da imunoloski sistem moze
delimi¢no uticati na poremecaj hematoloske homeostaze. Sli¢no ispitivanju molekularnih
mehanizama razvoja hematoloskih bolesti, in silico analiza identifikovala je Cetiri zajednicka gena
za Pb, Cd, Hg i As koji su povezani sa razvojem anemije - ACHE, GSR, PARP1, TNF.

Acetilholinesteraza (AChE, Catwright krvna grupa) je integralni deo membrane eritrocita i pomaze
u odrzavanju njihovog oblika i veli¢ine. Aktivhost AChE moze se koristiti kao jedan od
potencijalnih markera za razli¢ite tipove anemija. Povecana koncentracija AChE prisutna je kod
mikrocitne hipohromne anemije (338). As povecava ekspresiju ACHE mRNA, a povisene



koncentracije su zabeleZene u slucajevima mikrocitne hipohromne anemije, $to ukazuje na to da As
moze igrati ulogu u razvoju anemije modulacijom ovog gena. S druge strane, Cd smanjuje
ekspresiju ACHE proteina, pa je njegov doprinos razvoju anemije putem ovog gena diskutabilan.

Gen glutation reduktaza (GSR) ima ulogu u borbi protiv oksidativnog stresa, a poznato je da
oksidativni stres moze doprineti razvoju anemije (339). Trenutna studija je otkrila da arsen (As)
povecava ekspresiju GSR mRNA, ¢ime se pojacava antioksidativna zaStita. Stoga se moze zakljuciti
da As putem ovog gena ne doprinosi razvoju anemije. Kada je u pitanju kadmijum (Cd), on takode
povecava ekspresiju GSR mRNA, ali njegov uticaj na ekspresiju proteina je dvojak, §to otezava
zakljuc¢ivanje o njegovoj ulozi u razvoju anemije preko ovog gena.

Faktor nekroze tumora (TNF) je citokin koji ima klju¢nu ulogu u inflamaciji i apoptozi ¢elija (340).
Disregulacija TNF-a moze dovesti do Fanconijeve anemije, dok hiperprodukcija TNF-a u kostanoj
srZi kod aplasti¢ne anemije moze uzrokovati imuno-posredovanu inhibiciju hematopoeze (341,342).
Pored toga, povecana proizvodnja TNF-a usled inflamacije moze doprineti razvoju anemije
hroni¢nih bolesti povecavajuéi eliminaciju eritrocita iz cirkulacije 1 sprecavajuci ugradnju gvozda
(Fe) u hem (343). Buduc¢i da je trenutna studija otkrila dvojak uticaj As-a na ekspresiju TNF mRNA
i proteina, moze se zakljuciti da je njegov uticaj kompleksan. S druge strane, Cd, olovo (Pb) i ziva
(Hg) povecavaju ekspresiju TNF mRNA 1 proteina, koji imaju znacajnu ulogu u razvoju razli¢itih
tipova anemije, pa se moze sugerisati da ovi metali mogu doprineti razvoju anemije putem TNF
gena.

PARPI je kljucni enzim koji ucestvuje u prepoznavanju i reparaciji prekida DNK (344). Inhibicija
PARPI prethodno je predloZzena kao potencijalna terapija za leCenje akutne mijeloidne leukemije
(AML) i AML povezane sa Fanconijevom anemijom (344,345). Kadmijum povecéava ekspresiju
PARP1 mRNA, S$to doprinosi razvoju anemije, dok arsen smanjuje ekspresiju proteina i mRNA
PARPI.

Oksidativni stres nastaje kao posledica prekomernog stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS)
i/ili smanjene antioksidativne zastite (346). ROS mogu ostetiti membranu eritrocita, §to dovodi do
lipidne peroksidacije i, posredno, hemolize, kao i do uticaja na eritropoezu, Sto moze rezultirati
razvojem razliitih vrsta anemija (327,329). Kod eritrocita, oksidativni stres moze nastati tokom
metabolickih procesa u celiji i tokom transporta kiseonika do tkiva. Znacajnu ulogu u
antioksidativnoj zastiti ima glutation, koji popravlja oSte¢enja ¢elija izazvana oksidativnim stresom
(347). S obzirom na to da su eritrociti stalno izloZeni oksidativnom stresu, neophodno je zastititi
hemoglobin (Hb) i druge makromolekule, zbog cega je vazno odrzavati glutation u redukovanom
obliku (GSH). Ovo omogucava enzim glutation-reduktaza, uz prisustvo kofaktora nikotinamid
adenin dinukleotid fosfata (NADPH), koji regeneriSe GSH iz oksidovanog oblika (GSSG) (348).

Hemoliticka anemija moZe nastati zbog nedostatka redoks ciklusa glutationa, $to se najcesce javlja
kao posledica deficijencije enzima ukljucenih u metabolizam i sintezu glutationa ili deficijencije
glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (G6PD), koja obnavlja NADPH (348). Analiza genske ontologije
zajednickih gena za cCetiri ispitivana metala i metaloida pokazala je da su kljucni signalni putevi:
apoptoza indukovana slobodnim radikalima, nekroza izazvana nanocCesticama i TNFR1 signalni put.
Ovi rezultati ukazuju na to da zajednicki geni za Pb, Cd, Hg i As igraju ulogu u putevima koji uticu
na razvoj oksidativnog stresa, koji doprinosi nastanku anemije.

U prethodnim studijama uoceno je inhibiranje diferencijacije eritroida posredstvom TNFa (349) i
povecano oslobadanje faktora nekroze tumora u anemijama povezanim sa kancerom (350), Sto
potvrduje ukljuc¢enost ovih signalnih puteva u razvoj anemije, posebno pod uticajem predlozene
smese metala. Kao $to je ranije pomenuto, ACHE je integralni deo membrane eritrocita i pomaze u
odrzavanju njihovog oblika i veli¢ine. Takode, poznato je da bi mogao posluziti kao potencijalni
marker za razli¢ite vrste anemija (351). Ova studija pokazuje da toksi¢ni metali i metaloidi mogu



uticati na aktivnost ACHE, a time i na strukturu eritrocita, §to ukazuje na to da oni mogu doprineti
razvoju anemije.

Analiza genske ontologije takode je identifikovala nekrozu regulisanu nanoceticama kao jedan od
znacajnih puteva povezanih sa anemijom i izloZzenoS¢u ispitivanoj smesSi metal(oid)a. lako
nanocetice ispitivane smeSe metal(oid)a nisu bile primenjene u eksperimentalnoj fazi ovog
istrazivanja, vazno je napomenuti da metalne nanocetice mogu da disosuju u katjone u vodenoj
sredini ¢elijskih okruzenja, omogucéavajuci tako metalima da ispolje Stetne efekte (352). Poznato je
da su razli¢iti metal(oid)i povezani sa anemijom (303,353), dok s druge strane, nanocestice mogu
izazvati oksidativni stres, hemolizu, morfoloske promene, smanjenje elasticnosti membrana i
promene u strukturi hemoglobina u crvenim krvnim zrncima (354). U skladu s tim, sugeriSu se dva
mehanizma kroz koja nanocesdtice metala (srebra i zlata) izazivaju deoksigenaciju hemoglobina u
crvenim krvnim zrncima: vezivanje za membranu crvenih krvnih zrnaca i generisanje oksidativnog
stresa (355).

U tretiranim grupama uoceno je statisticki znac¢ajno povecanje broja trombocita/plocica, sto ukazuje
na pojavu trombocitoze, stanja koje karakteriSe broj trombocita iznad gornje granice referentnog
opsega. Trombocitoza moze biti primarna, usled poremecaja u megakariopoezi, ili sekundarna
(reaktivna), nastala usled spoljnih faktora. U ovom slu¢aju, uzro¢nici ukljucuju toksi¢ne metal(oid)e
(356). Povecana izlozenost smesi metala kod pacova moZe uticati na trombopoezu i dovesti do
povecanja broja trombocita, pri ¢emu su izraZenije promene primeéene nakon subakutne izlozenosti
smesi metala (Zn+Cut+Fe+Mn+Pb+Cr) sa postepenim smanjenjem promena nakon 90 dana
izlozenosti (357). Podaci iz literature o uticaju Pb i Cd na broj trombocita/plocica u krvi nisu
dosledni. U studiji Andelkovi¢ i sar. (2019), niza primenjena doza Cd (15 mg/kg tm.) dovela je do
razvoja trombocitoze, dok je visa doza Cd (30 mg/kg tm.) u istoj studiji dovela do trombocitopenije
nakon akutne izloZenosti. Pretpostavlja se da se reaktivna trombocitoza razvija i povlaci kada se
prestane sa izlozeno$¢u ovom metalu (159). Takode, pokazano je da subhroni¢na izloZenost (30
dana) pacova 15 mg CdCl2/kg tm./dan dovodi do razvoja trombocitoze (358). Pored toga,
neorganska Hg takode moze izazvati promene u funkciji i strukturi trombocita kod sisara zbog
vezivanja za sulthidrilne grupe unutar trombocits (359).

Putem in silico analize identifikovani su geni preko kojih toksi¢ni metal(oid)i uticu na razvoj
trombocitoze. THPO (trombopoetin) je primarni humoralni regulator produkcije trombocita, koji
ostvaruje svoje dejstvo vezivanjem za receptor MPL. Pro-onkogen, receptor trombopoetina (MPL),
povezan je sa JAK2 (Janus kinaza 2), koji dalje prenosi signal unutar celije i reguliSe sintezu
trombocita (356,360,361). Povecana aktivnost JAK?2 i povisen nivo THPO mogu dovesti do razvoja
trombocitoze (356,362).

Smanjena ekspresija MPL doprinosi razvoju trombocitoze usled promene ravnoteze izmedu
stimulacije signalizacije u megakariopoezi i uklanjanja trombopoetina putem internalizacije
receptora u trombocitima (356).

Pored toga, CALR (kalretikulin) ima nejasnu ulogu u trombopoezi, ali je poznato da utice na
megakariocite i formiranje trombocita (363). Analize sprovedene u ovoj studiji pokazale su da
kadmijum (Cd) i ziva (Hg) povecavaju ekspresiju CALR mRNA, S$to doprinosi razvoju
trombocitoze. Takode, kadmijum smanjuje ekspresiju MPL mRNA, dok smanjena ekspresija ovog
gena ima ulogu u razvoju trombocitoze. S obzirom na to da je povecan nivo THPO povezan sa
razvojem trombocitoze, smanjena ekspresija THPO mRNA usled delovanja kadmijuma nije u
skladu sa razvojem trombocitoze.

Analiza ontologije svih gena na koje je uticala smeSa toksi¢nih metal(oid)a i povezanih sa
trombocitozom, pokazala je da ovi geni doprinose razvoju ovog stanja kroz aktivaciju Jak-STAT
signalnog puta i TPO signalnog puta. Zanimljivo je da je sindrom distalne delecije 16p11.2,
povezan sa poremecajima iz spektra autizma (364), identifikovan kao znaCajan faktor za



trombocitozu. Druga studija je pokazala da je delecija 16pl11.2 povezana sa anemijom usled
nedostatka gvozda (365).

Pomocu GeneMANIA alata identifikovani su geni povezani sa izabranim setom, kao i tipovi
interakcija medu njima. Dominantni tip interakcije kod sve tri bolesti bile su fizicke interakcije, Sto
znaci da je povezanost izmedu gena rezultat reakcija izmedu njihovih proteina.

Analiza obogacivanja miRNA, prioritizacija faktora transkripcije i koncept mehanizma delovanja
(MoA).

S obzirom na to da su miRNA i faktori transkripcije Siroko prepoznati kao klju¢ni elementi u
regulaciji ekspresije gena (366), oni su analizirani u ovom istrazivanju kako bi se dalje razjasnile
molekularne promene u predlozenoj hematoloskoj kaskadi koju izaziva ispitivana smesa toksicnih
metala. Ova analiza identifikovala je kljucne miRNA i faktore transkripcije za svaki skup gena.
Rezultati naseg istrazivanja u vezi sa anemijom delimi¢no su u skladu sa rezultatima istrazivanja
ekspresije miRNA kod mezemhimalnih mati¢nih/stromalnih celija koStane srzi pacijenata sa
Fanconijevom anemijom, sugeriSu¢i hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-187-3p kao znacajne regulatore
(367). Dodatno, hsa-miR-129-1-3p je diferencijalno izrazena u ¢elijskim linijama i kod pacijenata
sa Fanconijevom anemijom (368). U vezi sa trombocitozom, hsa-miR-22-3p je odabran kao vazno
cilj mesto dejstva, koje je takode bilo u setu ushodno regulisanih egzozomalnih miRNA u
koncentratima trombocita dobijenih aferezom tokom skladistenja (369). S obzirom na regulatornu
ulogu gena povezanih sa hematoloskim bolestima, hsa-miR-216b-5p je izdvojena kao znacajan
kandidat za referentni gen. To je bilo istaknuto u istrazivanju miRNA ciljnih mesta dejstva u
perifernoj krvi pacijenata koji su imali kriticnu fazu COVID-19, $to ukazuje na njegovu povezanost
sa imunoloskom disregulacijom (370). S druge strane, specificne miRNA, kao §to su hsa-miR-15a-
5p 1 hsa-miR-16-5p, koje su identifikovane kao ciljni regulatori gena koji su pogodeni
hematoloskim bolestima i povezani sa izlozenoS¢u smesi metala u ovom istrazivanju, takode su
prepoznate kao obecavaju¢i biomarkeri za kasniji rizik od hroni¢ne limfocitne leukemije (371)..
GATALI je dodeljen kao glavni transkripcioni protein koji reguliSe gene povezane sa anemijom. Isti
transkripcioni faktor je kljucni regulator razli¢itih stadijuma hematopoeze (372). Mutacije GATA1
gena pronadene su u naslednoj anemiji, trombocitopeniji i akutnoj leukemiji povezanoj sa
Daunovim sindromom (373). ERG je oznaCen kao glavni regulator gena povezanih sa
trombocitozom i izlozenos¢u smeSi metala. ERG je takode prepoznat kao pro-onkogen u
megakarioblasticnim leukemijama, gde njegova prekomema ekspresija podstiCe razvoj
megakarioblasticnog fenotipa (374). Ovo istraZivanje je ukazalo na CUX1 kao transkripcijski faktor
koji reguliSe gene povezane sa hematoloskim bolestima i istrazivanom meSavinom metala.
Medutim, CUXI1 je takode prepoznat kao regulator gena ukljucenih u kontrolu ¢elijskog ciklusa i
posredno u leukemiju, kao i mijeloidne neoplazme (375,376).

Rezultati ovog istrazivanja, zajedno sa kljucnim regulatorima gena, organizovani su primenom
koncepta MoA, kako bi se olakSalo sistematsko i pregledno dokumentovanje slozene prirode
bioloskih odgovora povezanih sa hematotoksi¢noscu istrazivane mesavine metala (Pb+Cd+Hg+As).

5.1.2.2. Uticaj smese olova, kadmijuma, Zive i arsena na razvoj neurodegenerativnih bolesti

Toksi¢ni metali smatraju se rizikom iz Zzivotne sredine povezanim sa razvojem neuroloskih
oboljenja, ali snazne uzrocne veze jo§ uvek nisu u potpunosti potvrdene. PoviSeni nivoi
neesencijalnih metala mogu izazvati razlicite Stetne intracelularne dogadaje, ukljucujuci oksidativni
stres, mitohondrijalnu disfunkciju, fragmentaciju DNK, pogresno savijanje proteina, disfunkciju
endoplazmatskog retikuluma, disregulaciju autofagije i aktivaciju apoptoze koja moze da promeni
neurotransmisiju. Ove promene mogu dovesti do neurodegeneracije, koja se dalje moze
manifestovati u vidu kognitivnih problema, poremecaja kretanja i disfunkcije ucenja i pamcéenja
(377,378).



Mehanizmi kojima se ispitivani toksi¢ni metal(oid)i u ovom istrazivanju mogu povezati sa
neurodegenerativnim bolestima proucavani su u razli¢itim eksperimentima (378-380). Medutim,
povezanost smese ovih metal(oid)a sa neurodegenerativnim bolestima i sposobnos¢u da deluju na
aditivni ili ¢ak sinergisticki nacin nije dovoljno istrazena.

Imajuc¢i u vidu sposobnost svakog od cetiri selektovana toksi¢na metal(oid)a da uti¢u na proces
neurodegeneracije, koris¢en je in silico toksikogenomski pristup istrazivnja podataka kako bi se
istrazili znacajni molekularni mehanizmi neurotoksi¢nosti povezane sa izlaganjem njihovoj smesi,
kao 1 vezu sa razvojem ALS, PD i AD.

Zajednicki geni

In silico istrazivanje je otkrilo da su BDNF, HMOX1, MAPT i TNF zajednicki geni za PD i AD,
GSTP1 je zajednicki gen za ALS i PD, dok je SOD2 zabeleZzen kao gen na koji uti¢u svi ispitivani
metali u sve tri ispitivane neurodegenerativne bolesti (ND). Uobicajeni polimorfizam jednog
nukleotida u pro-regiji ljudskog BDNF gena, koji rezultira supstitucijom valina na metionin,
povezan je sa osetljivosc¢u, incidencom i klinickim karakteristikama nekoliko neurodegenerativnih
poremecaja (381). Nase istrazivanje je pokazalo da i Pb i As smanjuju ekspresiju BDNF mRNA i
ekspresiju BDNF proteina, dok je MeHg pokazala suprotan nacin delovanja i kod PD i kod AD.
Protein HMOX1 je prekomerno eksprimiran u neuronima i astrocitima mozdane kore i
hipokampusa u AD, dok je kod PD HMOXI izrazito prekomerno eksprimiran u astrocitima
supstancije nigre i ukrasava Levijeva tela u pogodenim dopaminergickim neuronima (382). Nase
istrazivanje je pokazalo da su svi ispitivani metali pove¢ali mRNA HMOXI1 i u PD i u AD, sa
izuzetkom Pb, koje je izazvalo smanjenje HMOX1 mRNK u razvoju AD. Kadmijum i arsen su
povecali ekspresiju proteina HMOX1 u PD i AD, dok je Pb delovalo na suprotan nacin.

U mnogim neurodegenerativnim bolestima, formiranje agregiranih tau inkluzija, gubitak neurona i
atrofija uzrokovani su mutacijama MAPT gena (383). Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je
u slucaju PD i AD, izlozenost MeHg i As povezana sa smanjenjem ekspresije MAPT proteina, dok
je MeHg povezan i sa povecanjem i sa smanjenjem mRNA MAPT.

Citokin TNF igra vaznu ulogu u propagaciji inflamacije zbog aktivacije i regrutovanja imunih celija
preko TNF receptora 1 (TNFRI1). Stavise, TNFRI mozZe direktno da izazove oksidativni stres
aktivacijom enzima koji proizvode ROS (reaktivne vrste kiseonika) i RNS (reaktivne vrste azota).
Oksidativni stres i inflamacija izazvani TNF-om medusobno pojacavaju svoje efekte i doprinose
razvoju neurodegeneracije. Medutim, pokazalo se da TNF moze imati dvojnu ulogu u ND.
Stimulacija TNFR2 ispoljava neuroprotektivna svojstva i promovise regeneraciju tkiva (384). Na
osnovu CTD analize, MeHg i Cd su povezani sa pove¢anom ekspresijom TNF proteina, dok je As
povezan sa smanjenom ekspresijom TNF proteina i u PD i u AD. Olovo je povezano sa povecanom
ekspresijom TNF proteina u razvoju PD, dok su i povecanje i smanjenje ekspresije TNF proteina
povezani sa razvojem AD.

Takode, postoji veza izmedu smanjenja nivoa glutationa i razvoja neurodegenerativnih bolesti.
Pored toga, znaCajno smanjenje aktivnosti glutation transferaze u odredenim delovima mozga i u
ventrikularnoj cerebrospinalnoj tecnosti utvrdeno je kod ALS, PD i AD (385,386). Utvrdeno je da
svi ispitivani metali pove¢avaju GSTP1 mRNA, $to bi, prema CTD analizi, moglo biti povezano sa
razvojem ALS i PD.

Uloga oksidativnog stresa u stvaranju potencijalno Stetnih radikala, poput superoksid anjona, moze
ostetiti komponente lanca transporta elektrona i druge celijske strukture, Sto pospeSuje razvoj
neurodegeneracije (387). Superoksid dismutaza 2, takode poznata kao superoksid dismutaza zavisna
od mangana, je enzim koji efikasno pretvara superoksid u manje reaktivni vodonik peroksid (H,0O,),
koji moze slobodno da difunduje kroz mitohondrijalnu membranu. Gubitak aktivnosti SOD2 moze
dovesti do brojnih patoloskih fenotipova u metabolicki aktivnim tkivima, posebno u centralnom



nervnom sistemu (388). In silico rezultati ove studije su pokazali da je SOD2 gen zajednicki za sve
tri bolesti i povezan sa izlaganjem smesi toksicnih metala. Zanimljivo je da je MeHg povecala
ekspresiju SOD2 proteina u svim ispitivanim neurodegenerativnim bolestima, dok je As delovao na
suprotan nacin. Pb i Cd i povecavaju i smanjuju ekspresiju SOD2 proteina. Ushodna regulacija
SOD2 je verovatno kompenzatorni mehanizam protiv pove¢anog nivoa oksidativnog stresa i
izmenjene mitohondrijalne homeostaze (388). In vivo rezultati ovog istrazivanja su potvrduju
hipotezu (388), s obzirom da je ukupni nivo SOD bio povecan u svim grupama tretiranim smesom
metal(oid)a, sa najizrazenijim efektom u najviSem doznom nivou, te je ukupni oksidativni balans
bio viSe narusen u nizim doznim nivoima.

Analiza podataka u ovom istrazivanju pokazala je da je smesSa ispitivanih supstanci u interakciji sa
7, 13 1 14 gena povezanih sa razvojem ALS, PD i AD. Fizicke interakcije (68,18%) su zabelezene
kao najistaknutiji tip interakcija izmedu gena za ALS, ko-ekspresija (60,85%) za PD i interakcije
koje je predvideo server (44,30%) za AD.

Aktivnost proteina, ekspresija mRNA, ekspresija proteina i vezivanje za proteine

Mnoge gen-metal interakcije, predstavljene u Tabeli x, mogu se smatrati aditivnim. Medutim, jedan
broj njih je pokazao suprotan nacin delovanja ili su bile dvojake prirode, Sto je otezalo grupisanje
gena po ekspresiji ili aktivnosti. Ovo bi se moglo objasniti nekonvencionalnim odnosom doza-
odgovor nazvanom nemonotoni doza-odgovor (NMDR), koji se Cesto javlja u studijama koje
ispituju neurotoksi¢nost metala (389,390). NMDR karakteriSe kriva doza-odgovor ¢iji nagib menja
pravac u okviru opsega testiranih doza (391). Ovo bi moglo da implicira da bi ispitivani metali
mogli da povecaju i smanje aktivnost ili ekspresiju odredenih gena u zavisnosti od doze kojoj su
izlozeni.

Stavise, odstupanja u aktivnosti ili ekspresiji izmenjenih gena mogu se objasniti poremeéajima u
homeostazi koji mogu doprineti razvoju ND. Na primer, i disfunkcija i prekomerna aktivacija TP53
su ranije bili povezani sa apoptozom nervnih ¢elija u ND (392,393). Takode, model transgenog
misa sa jednom obrisanom kopijom gena SOD2 ukrsten sa standardnim modelom Alchajmerove
bolesti (humani APP/J20) rezultirao je pojavom ubrzane AD patologije kod misa (394). Sli¢ni
rezultati su takode prijavljeni kod drugih misjih modela AD, kao $to su Tg2576 1 Tgl19959 miSevi,
koji prekomerno eksprimiraju mutirane oblike humanog amiloida-beta i pojacano talozenje
amiloidnog plaka kao odgovor na smanjene nivoe SOD2 (395,396). S druge strane, prekomerna
ekspresija enzima SOD2 u celom organizmu Zivotinje rezultirala je razli¢itim ishodima u pogledu
produzenja zivotnog veka i nije poboljsala funkciju neurona, dok je povecanje SOD2 u
uobicajenom modelu Alchajmerove bolesti rezultiralo prevencijom nekih patoloskih promena i
poboljsanjem mozdane funkcije (388). U vecini sluCajeva, studije na uzorcima postmortalne
ki¢mene mozdine obolelih od ALS-a ukazale su na smanjenu ekspresiju proteina Bcl-2 (397). Ovo
potvrduje studija koju su sproveli Azzouz i saradnici (2000), koja sugeriSe da prekomerna
ekspresija Bcl-2 u transgenim misevima sa SODI moze dovesti do odlozenog pojavljivanja
simptoma i povecanja prezivljavanja (398). Ovaj efekat koji podstice prezivljavanje neurona izgleda
da proizlazi iz neutralizacije proapoptotske funkcije proteina Bax i inhibicije aktivnosti kaspaza-1, -
91 -3 (399). Medutim, Houseveart i Cleveland (1999) su pokazali da prekomerna ekspresija Bcl-2
nije uspela da zaStiti motorne neurone od odumiranja u transgenom modelu ALS-a (400).
Zanimljivo je da su povecani nivoi TNF-a u serumu zbog sistemske inflamacije povezani sa
povecanim kognitivnim padom AD i PD $to ukazuje na vezu izmedu sistemske inflamacije i
neurodegeneracije (384). S obzirom da je multipla skleroza (MS) pretezno izazvana sistemskim
imunoloskim odgovorom, testirane su anti-TNF terapije za multiplu sklerozu. Medutim, klinicka
ispitivanja sa reagensima koji neutraliSu TNF kod pacijenata sa MS nisu uspela da poboljsaju
bolest, a u nekim slucajevima su ¢ak dovela do pogorSanja bolesti (384). Ovo se moze objasniti
dvojakom ulogom TNF-a u neurodegenerativnim bolestima. Dok je TNFR1 pretezno povezan sa



inflamacijom i neurodegeneracijom, TNFR2 je uklju¢en u regeneraciju tkiva i neuroprotekciju
(344).

Molekularni putevi

Oksidativni stres 1 detoksikacija ROS, metabolizam folata i vitamina B12, AGE-RAGE signalni put
i apoptoza identifikovani su kao glavni putevi koji mogu biti pogodeni ispitivanim toksi¢noj smesi
metala i koji u€estvuju u razvoju neurodegenerativnih bolesti.

Oksidativni stres

Neurodegenerativne bolesti poput Alchajmerove i Parkinsonove bolesti su poremecaji povezani sa
starenjem, koji se odlikuju nakupljanjem abnormalnih oblika specificnih proteina u mozgu. Dok je
Parkinsonova bolest (PD) povezana sa degeneracijom dopaminergi¢kih neurona u regionu
substantia nigra i prisustvom Levi-jevih tela (intracelularnih inkluzija sa agregatima presinaptickog
proteina a-sinukleina) (401), Alzheimerova bolest (AD) se karakteriSe ekstracelularnim amiloidnim
plakovima i intraneuronalnim neurofibrilarnim zapletima u mozgu (401,402). Histopatoloske
promene prisutne u AD Cesto se nalaze u agregatima sa metalnim jonima, koji mogu izazvati
proizvodnju reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) (402). Takode, postoji znacajan broj dokaza koji
sugeriSu da je oksidativni stres centralni mehanizam koji dovodi do degeneracije kortikalnih i
spinalnih motornih neurona, $to je tipi¢na karakteristika amiotroficne lateralne skleroze (ALS).
Primer su poviSeni markeri oksidativnog ostecenja u kicmenoj mozdini i cerebrospinalnoj tecnosti
pacijenata sa ALS-om, praceni mutacijama u antioksidativnom enzimu superoksid dismutazi 1
(SOD1) (403). Pored toga, rezultati klinickih studija su pokazali da su nivoi markera
prooksidativnog stresa, malondialdehida (MDA) i 8-hidroksiguanozina (8-OHdG), povecani u
perifernoj krvi pacijenata sa ALS-om, dok su uofena smanjenje nivoa antioksidansa glutationa i
mokraéne kiseline kod pacijenata sa ALS-om (404). UopSteno govoreéi, pokazalo se da su
neurolo§ki poremecaji praceni poveéanim oksidativnim stresom, posebno imajuci u vidu nalaze da
su bo¢ni lanci proteina modifikovani ili direktno od strane ROS, ili indirektno, proizvodima
peroksidacije lipida (401). Svi metali prisutni u ispitivanoj smesi smatraju se redoks-neaktivnim
metalima, €iji je vazan mehanizam toksiCnosti inaktivacija glavnih antioksidanata u celijama i
posledi¢no povecanje proizvodnje reaktivnih oblika kiselnika (ROS), kao Sto su hidroksilni radikal
(HO), superoksidni radikal (O,7), peroksid vodonika (H,O,’) (405,406). U skladu s tim, rezultati
ovog istrazivanja su pokazali da je detoksifikacija ROS-a medu najvaznijim putevima u ALS i PD,
a takode je navedena i u putevima pogodenim u AD. Dodatno, bioloski procesi koji su pogodeni u
ALS ukljucuju metabolizam glutathiona, detoksifikaciju oksidanata u ¢elijama, kao i odgovor na
oksidativni stres, dok su u slucaju PD =zabeleZeni odgovor na reaktivne kiseoni¢ne vrste i
metabolizam superoksida. Detoksifikacija u celijama i odgovor ¢elija na oksidativni stres bili su
bioloski procesi pogodeni i u ALS i u PD. SOD2 gen, koji kodira enzim koji unistava slobodne
superoksidne radikale u ljudskom organizmu, je jedini gen prisutan u sve tri istrazivane bolesti i
pogoden ispitivanom smeSom toksi¢nih metala. U studiji koju je sproveo Akram i saradnici (2018),
pokazano je znaCajno smanjenje ekspresije SOD2 gena kod osoba izlozenih olovu u poredenju sa
kontrolama (407). Takode, MeHg i As izazivaju znacajnu ushodnu regulaciju GSR i SOD2 u studiji
sprovedenoj na HT-22 celijskoj liniji, pokazuju¢i porast ovih antioksidativnih proteina kao
kompenzatorni mehanizam za smanjenje proizvodnje ATP-a usled disfunkcije lanca transporta
elektrona (408). Rezultati studije Mendieta-Wejebe i saradnika (2013) pokazali su da su nivoi
mRNA SOD2 u mozgu Wistar pacova smanjeni pri dozama od 0,562 i 1,125 mg/kg CdCI2 u
poredenju sa kontrolnom grupom (409). Kao §to je i pokazano u ovom istrazivanju, neurotoksicni
SOD1 depoziti u porodi¢noj amiotrofi¢noj lateralnoj sklerozi (engl. familiar ALS, fALS) povezanoj
sa SOD 1 upucuju na disfunkcionalni mehanizam u razvoju PD (410). Imajuéi u vidu da su neuroni
izuzetno osetljivi na oksidativni stres, aktivnost superporodice glutation transferaza takode je
povezana sa neurodegenerativnim oboljenjima. Primec¢eno je da bi veza izmedu izlaganja Pb i rizika
od ALS-a mogla biti u korelaciji sa odredenim polimorfizmima GSTP1 gena. Takode, u



proteomskom istrazivanju post mortem uzoraka pacijenata sa PD, pokazano je da su nivoi GSTP1-1
poviSeni samo u uznapredovalim fazama bolesti (411). Celijski odgovor na oksidativni stres
oznaCen je kao jedan od vaznih bioloSkih procesa pokrenutih ispitivanom smeSom metala,
povezanih sa razvojem ALS-a i PD-a, dok je metabolizam glutationa oznacen kao najvazniji za
ALS.

Metabolizam folata 1 vitamin B12

Drugi vazan molekularni put na koji utiCe ispitivana smesa toksi¢nih metala je metabolizam
folata, znaCajan za sve tri neurodegenerativne bolesti i oznacen kao jedan od najvaznijih za razvoj
ALS. Pored toga, metabolizam vitamina B12 je izdvojen kao jedan od najznacajnijih puteva u
razvoju PD povezan sa smeSom toksi¢nih metala (SOD1, SOD2, TNF, IL6), dok je takode povezan
i sa AD (SOD2, TNF, IL1B). Folati poreklom iz ishrane su neophodni za razvoj nervnog sistema,
regulaciju neurogeneze i programirane celijske smrti. Folati podsticu remetilaciju homocisteina,
aminokiseline koja moZe izazvati prekidanje DNK lanaca, oksidativni stres i apoptozu (412).
Razlicite studije su povezale nedostatak folata i poveéane nivoe homocisteina sa
neurodegenerativnim bolestima, dok genetski i klini¢ki podaci sugeriSu uloge folata i homocisteina
u patogenezi psihijatrijskih poremecaja (412). Pokazano je da je homocistein relevantan u
patogenezi amiotrofi¢ne lateralne skleroze (ALS), tako Sto dodatno pogorsava ostecenje krvno-
mozdane barijere i disfunkciju prisutnih kod pacijenata sa ALS (413). Pored toga, hipoteza ciklusa
folata nudi objasnjenje smanjenja RNK i povecanja taurina u nervnom tkivu kod ALS bolesti
(Ioshino, 1984). Pacijenti sa AD takode imaju snizene vrednosti folata u plazmi, povecane nivoe
homocisteina u plazmi i poremecaje u nivou S-adenozilmetionina u mozgu (414). U skladu s tim,
pokazalo se da ve¢i unos folata i vitamina B12 u ishrani moze smanyjiti rizik od PD kroz smanjenje
homocisteina u plazmi (415,416), kao i da poboljsa stanje neurotrofije i inhibira oSte¢enje nerava
kod pacijenata sa Alzheimerovom bolescu (416).

AGE-RAGE signalni put

Pokazano je da su nivoi naprednih produkata glikacije (AGE) i njihovih receptora (RAGE)
poviseni, dok su nivoi rastvorljivog receptora za AGE (SRAGE) smanjeni kod pacijenata sa
Alchajmerovom boles¢u (417-419). Rezultati ovog istrazivanja podrzavaju nalaze koji ukazuju na
ulogu AGE, RAGE i sRAGE u patofiziologiji Alchajmerove bolesti. Interakcija AGE sa svojim
¢elijskim receptorom RAGE dovodi do stvaranja reaktivnih kiseonickih vrsta (ROS) kroz aktivaciju
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze (420), $to zatim aktivira nuklearni faktor
kapa B (NF-kB) (421). NF-kB aktivira brojne gene citokina kao §to su tumor nekrozni faktor a
(TNF-a), interleukin (IL)-1, IL-6 i IL-8 (422). Proinflamatorni citokini pojacavaju aktivnost
NADPH-oksidaze (423) i povecavaju ROS (424). Pored toga, ¢elijska antioksidativna odbrana je
oznacena kao vazan bioloski proces poremecéen u neurodegeneraciji. Posto je za razgradnju AGE
potreban glutation, ¢iji su nivoi smanjeni kod pacijenata sa AD, to prakticno znaci da bi u takvim
stanjima nivoi AGE, izvora superoksidnog anjona, posledi¢no bili poviSeni. lako u ovom
istrazivanju signalni put AGE-RAGE nije povezan sa ALS, moze se sugerisati znacaj ovog
molekularnog puta u razvoju te bolesti (425), posebno imaju¢i u vidu da je RAGE ¢lan
superfamilija imunoglobulina i receptor ¢elijske povrSine koji igra kljuénu ulogu u zapaljenju i
¢elijskoj disfunkeiji (426,427). Osim sa AGE, on stupa u interakciju sa brojnim molekulima kao $to
su ¢lanovi porodice S100/kalgranulina, protein HMGB1 i molekuli koji su skloni agregaciji, kao sto
su superoksid dismutaza 1 (SOD1) i TAR DNK vezujuéi protein 43 (TDP-43) pronaden u ALS
(428,429). Ova interakcija pokre¢e visestruke intracelularne signalne puteve koji dovode do
proizvodnje proinflamatornih molekula i ROS-a $to dovodi do oksidativnog stresa i kasnijeg
odumiranja neurona (420,430). Takode, u turskoj kohorti studije asocijacije na nivou celog genoma
(engl. genome-wide association study, GWAS). (N=174 pacijenata sa PD i N=150 zdravih
kontrola), AGER rs2070600 SNP je takode bio u korelaciji sa najve¢im rizikom za razvoj PD.
Pored toga, u poredenju sa zdravim kontrolama, nedavno se pokazalo da pacijenti sa PD imaju vece



koncentracije S100B i HMGBI1, dva poznata liganda RAGE, u supstanciji nigra i cerebrospinalnoj
teCnosti (431).

Apoptoza

Smatra se da su apoptoza i nekroza dva glavna puta smrti neurona u neurodegenerativnim bolestima
(432,433). Medutim, autofagi¢na smrt Celija, ekscitotoksi¢nost i medusobna komunikacija razlicitih
mehanizama celijske smrti mogu takode biti programirani, $to znacajno doprinosi disfunkciji
neurona i, konacno, njihovoj smrti (432). U ovom istrazivanju je pokazano da je negativna
regulacija apoptotickog signalnog puta glavni bioloski proces koji dovodi do AD, ukljucujuéi smrt
neurona, regulaciju apoptotickog procesa neurona, negativnu regulaciju apoptotickog signalnog
puta i negativnu regulaciju ¢elijske komunikacije. Fas ligand (FasL) put sa indukcijom stresa i
regulacijom proteina toplotnog Soka (engl. heat shock protein, HSP) prepoznati su kao dva
relevantna poremecena molekularna funkcionalna procesa, dok je smrt neurona identifikovana kao
kljuéni faktor u razvoju Parkinsonove bolesti (PD). Apoptoza se moze pokrenuti signalima, bilo
ekstrinzi¢nim ili intrinzicnim putem (434,435). Kaspaza-3, (efektor i krajnji izvrSilac kaspaze koju
kodira CASP3 gen) je jedan od regulatornih faktora koji aktiviraju oba puta apoptoze (436), a
upravo na CASP3 su uticali svi ispitivani metali, $to ukazuje na vaznost ovog signalnog procesa u
razvoju Alchajmerove bolesti. Takode, Bax se smatra najvaznijim pro-apoptotskim genom, dok je
Bcl-2 znacajan endogeni anti-apoptotski gen koji ima ulogu u odrzavanju fizioloskog stanja
neurona. Istrazivanja su pokazala da B-amiloidni prekursorski protein moze dovesti do povecane
toksi¢nosti u neuralnim mati¢nim ¢elijama, smanjenja ekspresije Bcl-2, povecanja ekspresije Bax-a
i disbalansa izmedu Bax/Bcl-2 odnosa (437).

Ovo in silico istrazivanje sugeriSe da je na oba gena, Bax i Bcl-2, koji su znacajni za razvoj
Alchajmerove bolesti, uticala ispitivana smes$a metala. Pored toga, FasL put - regulator spoljasnjeg
puta, koji dovodi do trimerizacije Fas receptora i formiranja unutarcelijskog multiproteinskog
kompleksa (432), istaknut je u analizi molekularnih puteva povezanih sa Alchajmerovom bolescu.
Takode, regulacija indukcije stresa putem HSP proteina nalazi se medu najvaznijim molekularnim
putevima, Sto ukazuje na proces odbrane od nepravilno savijenih proteina, A} peptida i tau proteina,
koji izazivaju stvaranje toksi¢nih oligomera, a na kraju i plakova i neurofibrilarnih ¢vorova (438).

Sto se ti¢e amiotrofiéne lateralne skleroze (ALS), ovo istraZivanje je identifikovalo TP53 kao vazan
regulatorni faktor apoptoze za sve ispitivane metale. Prijavljeni su i izmenjeni nivoi i ko-
lokalizacija p53 1 pro-apoptotickih proteina u ALS postmortalnim tkivima. Nivoi proteina TP53 su
bili poviseni u motornim neuronima ki¢mene mozdine kod ALS-a, ali ne i u neuronima motornog
korteksa. Zbog vrlo kratkog poluZivota TP53 u fizioloskim uslovima, poviSeni nivoi p53 kod
pacijenata sa ALS-om sugeriSu da je protein aberantno stabilizovan, ili usled smanjene regulacije
proteina koji negativno reguliSu p53, kao Sto je mdm?2, ili zbog smanjenog razgradnje p53 putem
proteazomskog sistema. Prisutnost p53 u jedrima motornih neurona, koji nemaju dendritske procese
1 imaju zaobljeno telo ¢elije, sugeriSe da akumulacija p53 u jedru moze odgovarati atrofiji ¢elija i
smrti (439).

Ostali molekularni putevi
Pregled efekata nanocestica

U ovoj studiji zabeleZeno je da efekti nanocestica (NP) predstavljaju zajednic¢ki molekularni put za
Alchajmerovu (AD) i Parkinsonovu bolest (PD). Sinteza i primena NP za razli¢ite primene raste.
Njihov potencijal da izazovu toksi¢ne efekte na proteine povezane sa razvojem neurodegenerativnih
bolesti (ND) je u sposobnosti da prodiru u ¢eliju i njene organele, §to moze dovesti do naruSavanja
njihove funkcije (440). Nanocestice metala uklju¢ene su u patogenezu AD zbog svoje sposobnosti
da povecaju AP peptide i fosforiliSu tau protein, S$to uzrokuje senilne/amiloidne plakove i
neurofibrilarne klupka (NFTs), karakteristicne za AD. Takode je primec¢eno da intranazalna



instilacija SiO2-NP (20 pg/dan/1-7 dana) kod pacova dovodi do njihovog prisustva u strijatumu,
izazivanja oksidativnog oStecenja, inflamatornog odgovora, smanjenja koncentracije dopamina i
nivoa tirozinske hidroksilaze, §to ukazuje da ove NP negativno uticu na dopaminergi¢ne neurone u
strijatumu  (440). Ova zapazanja su potkrepljena eksperimentalnim dokazima koji pokazuju da
nanocestice mogu da izazovu odrdene patologije mozga putem razgradnje krvno-mozdane barijere
(441).

Putevi mikronutrijenata selena

Nasa analiza je otkrila da put mikronutrijenata selena takode moze da promeni procese u nervnom
sistemu u korist razvoja PD. Postoje neki dokazi da hipermetilacija GFI1 povezana sa selenom
pruza potencijalno objasnjenje za inverznu povezanost izmedu selena i miSi¢nog tonusa
novorodenceta. Dodatno, ovi nalazi ukazuju na to da druge modifikacije metilacije DNK povezane
sa selenom u placenti mogu igrati vaznu ulogu u drugim zdravstvenim efektima selena na razvoj i
rast fetusa (442). S druge strane, model PD kod pacova ukazuje da selen pomaze u suzbijanju
oksidativnog stresa i smanjuje oStecenje DNK (443).

Dishomeostaza bakra

Poremecaj homeostaze bakra je taode identifikovan kao moguéi signalni put u Alchajmerovoj
bolesti (AD). Poremecaj bakra moze dovesti do interakcije sa tau proteinom i AP (beta-amiloidom),
$to moze pogorsati njihove patoloske ishode. Prijavljeno je da se bakar nagomilava u mozgu osoba
sa AD, §to dodatno povecava ekspresiju APP proteina, agregaciju AP i hiperfosforilaciju tau
proteina (444).

Stres smicanja te¢nosti i ateroskleroza

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da su stres smicanja te¢nosti i ateroskleroza oznaceni kao
zajednicki molekularni putevi u razvoju AD i PD. Oste¢enje mozdane vaskulature, reducirana
kapilarna mreza u mozgu, disfunkcija endotela, degeneracija pericita, kao i poremecaj glimfatskog
sistema, predstavljaju glavne promene u vaskularnom stablu kod AD, dok su mikrokrvarenja,
disfunkcija endotela, promenjeni periciti i poremecaj glimfatskog sistema povezani sa PD.
Disfunkcije krvno-mozdane barijere su takode povezane sa neurodegenerativnim oboljenjima.
Ostec¢enje krvno-mozdane barijere, defekti u angioneurinima, poremecena funkcija proteina
povezanih sa receptorima lipoproteina 1 i smanjena ekspresija proteina tesnih spojeva zabelezeni su
kao obelezja AD, dok su disfunkcija krvno-mozdane barijere, promenjena funkcija p-glikoproteina i
smanjena ekspresija proteina tesnih spojeva povezani sa PD. Dodatno, smanjen cerebralni protok
krvi i poremecaj neurovaskularnog kuplovanja identifikovani su kao zajedni¢ke procesi kod obe
bolesti, AD i PD (445).

NRF2 signalni put

NRF?2 signalni put je izdvojen kao znacajan molekularni put izmenjen u PD. Istrazivanje Petrillo i
saradnika (2020) pokazalo je aktivaciju Nrf2 puta kod PD na sistemskom nivou (446). Konkretno,
utvrdili su da je NRF2 visoko eksprimiran u leukocitima krvi pacijenata, zajedno sa glavnim ciljnim
molekulima koji su ukljuceni u ¢elijsku odbranu protiv oksidativnog stresa. Takode, mitohondrijska
disfunkcija kao jedan od glavnih aktivatora NRF2 puta, otkrivena je perifernim a-sinukleinskim
oligomerima. Autori su istakli centralnu ulogu NRF2 puta u hroni¢nim bolestima i njegov znacaj
zato Sto predstavlja potencijalni terapijski cilj za neurodegenerativna oboljenja, kako kod odraslih,
tako 1 kod dece (446). Pored toga, brojna istrazivanja ukazuju da NRF2 ima znacajnu ulogu u
oc¢uvanju zdravlja mitohondrija, ukljucuju¢i mitohondrijski membranski potencijal, respiraciju,
mitofagiju i biogenezu mitohondrija, §to su sve karakteristike PD (447).

Interleukin-4 i Interleukin-13 signalizacija



Sve veci broj dokaza ukazuje na to da se neuroinflamacija i inflamatorni odgovor u mozgu smatraju
patoloskim mehanizmom neurodegenerativnih bolesti, ukljucuju¢i Alchajmerovu bolest (448). S
druge strane, interleukin-4 (IL-4) i interleukin-13 (IL-13) su poznati antiinflamatorni citokini koji
doprinose obnovi i regeneraciji ¢elija u uslovima inflamacije. U centralnom nervnom sistemu, 1L.-4
i IL-13 ispoljavaju neuroprotektivne efekte na neurone u zivotinjskim modelima eksperimentalnog
autoimunog encefalomijelitisa (EAE) (449) i Alchajmerove bolesti (450), smanjuju¢i proizvodnju
inflamatornih medijatora. Nasa studija je pokazala da se signalizacije interleukina-4 i interleukina-
13 mogu posmatrati kao putrevi koje su naruseni u Alchajmerovoj bolesti, $to je u skladu sa
studijom koju su sproveli (451). Rezultati ove studije sugeriSu da IL-4 i IL-13, koji su endogeno
eksprimirani iz reaktivne mikroglije mogu igrati klju¢nu ulogu u smrti neurona regulacijom
oksidativnog stresa tokom neurodegenerativnih bolesti, kao $to su Alchajmerova bolest i demencija
(451).

NO/cGMP/PKG posredovana neuroprotekcija

Sve veci broj istrazivanja pokazuje da aktivacija NO signalnog puta, koja dovodi do fosforilacije
transkripcionog faktora CREB (protein vezan za element resposivan na cikli¢ni adenozin
monofosfat), tzv. NO/cGMP/PKG/CREB signalni put, poboljSava izmenjenu neuroplasticnost i
deficiti pamcéenja kod zivotinjskih modela AD (452). NO moze delovati na presinapticku celiju i
podstaci oslobadanje neurotransmitera poput glutamata, putem aktivacije sGC/cGMP/PKG puta
(453). Takode, NO moze pospesiti CREB signalizaciju putem S-nitrozilacije nuklearnih proteina
povezanih sa CREB ciljnim genima i na taj nacin olaksati vezivanje CREB-a za DNK (454). Pored
toga, povecana aktivnost nakon nitrozilacije omogucena je interakcijom NO sa drugim proteinima,
poput jonskih kanala zavisnih od ciklicnih nukleotida i kanala za oslobadanje kalcijuma na
rijanodinskom receptoru. Vazno je napomenuti da nitrozilacija smanjuje aktivnost apoptotskih
kaspaza i NMDA receptora (NMDAR), §to se smatra delom neuroprotektivne akcije NO, s obzirom
na to da prekomerna aktivnost NMDAR dovodi do abnormalnog povecanja intracelularnog Ca2+
nivoa §to dovodi do ekscitotoksicnosti (455). Osim vazne uloge u neurotransmisiji i sinaptickoj
plasti¢nosti, neuravnoteZena proizvodnja NO izaziva neurotoksi¢nost. Pored dobro poznatih
patoloskih obelezja AP i tau proteina, AD karakteriSe i abnormalna NO/sGC/cGMP/PKG/CREB
signalizacija u mozgu, promena u ekspresiji razli¢itih izoformi NOS i nepravilna S-nitrozilacija
ciljanih proteina, pruzajuci snaznu vezu izmedu AD i NO signalizacije, $to je takode zabelezeno u
nasoj studiji (452).

Metabolizam jednougljeni¢nih jedinjenja

Neuravnotezen unos odredenih hranljivih materija moZe imati ulogu u nastanku i progresiji
neurodegenerativnih bolesti posredstvom epigenetskih promena. Posebno je poznato da vitamini B
grupe imaju vaznu ulogu u regulaciji metabolizma jednougljeni¢nih jedinjenja i u promeni
potencijala za metilaciju. Promene u metabolizmu jednougljeni¢nih jedinjenja, bilo putem
remetilacije ili puteva transsulfuracije, mogu dovesti do hiperhomocisteinemije i smanjenja odnosa
S-adenozilmetionin/S-adenozilhomocistein, $to poboljSava reakcije metiltransferaze (456). Na taj
nacin, ostecena DNK metilacija moze predstavljati mehanizam putem kojeg nedostatak vitamina B
grupe moze biti povezan sa neurodegeneracijom. Poznato je da su hiperhomocisteinemija i
nedostatak vitamina B povezani sa smanjenjem zapremine mozga i padom kognitivnih i
memorijskih funkcija (457,458), kroz mehanizme koji ukljucuju neuravnotezenost metilacionog i
redoks potencijala, §to uzrokuje promene u prilivu kalcijuma, akumulaciji amiloidnih i tau proteina,
apoptozu i smrt neurona, bilo direktno ili promenom ekspresije gena (459). Takode je poznato da
ishrana i metaboli¢ka disfunkcija imaju ulogu u ALS-u (460), sto je pokazano i u nasoj studiji.

Metabolizam dopamina

Levodopa je najefikasniji lek za Parkinsonovu bolest (PD). S druge strane, postoje dokazi da
levodopa i njeni metaboliti, poput dopa/dopamin kinona, imaju toksi¢an efekat na nigralne neurone,



$to je potvrdeno in vitro istrazivanjima. Takode, postoje sve jaci dokazi da oksidativni stres i
mitohondrijska disfunkcija doprinose patogenezi PD (461). Ovo istrazivanje je naglasilo da je
metabolizam dopamina znacajan molekularni put u PD, $to je u skladu sa studijom koju su sproveli
Dreiem et al. (2009), koja je pokazala da je MeHg supstanca koja ometa homeostazu dopamina i
prelazi krvno-mozdanu barijeru (462). MeHg tretman na dopaminergicke PC12 ¢elije dovela je do
povecane sinteze i oslobadanja dopamina, kao i nakupljanja 3,4-dihidroksifenilacetaldehida. Iako
MeHg nije inhibirala enzim aldehid dehidrogenaze, izazvala je smanjenje NAD+ rezervoara u
¢elijama, koji je neophodan kofaktor za aktivnost aldehid dehidrogenaze. Generalno, svaki stimulus
koji utice na NAD+ rezervoar na nivou mitohondrija doves¢e do smanjenja aktivnosti aldehid
dehidrogenaze i oste¢enja detoksikacije 3,4-dihidroksifenilacetaldehida. S obzirom na to da je
disfunkcija kompleksa I vazan dogadaj u patogenezi PD, izvestaji ukazuju da inhibicija kompleksa I
i II mitohondrijske respiratorne lanCane moze dovesti do povecanih nivoa 3.,4-
dihidroksifenilacetaldehida i 3,4-dihidroksifeniletanola (463).

Pokazano je da se predlozeni pristup toksikogenomske analize podataka moze smatrati
korisnim za bolje razumevanje molekularnih mehanizama uklju¢enih u neurodegeneraciju i
neurodegenerativne bolesti izazvane smeSom toksicnih metala. Medutim, treba priznati da ovaj
pristup ima odredena ograni¢enja. Istrazivanje podataka (engl. data-mining)zavisi od onlajn izvora
(kao $to je CTD baza podataka), kao i od kvaliteta interakcija prisutnih u njima (145,464). Posto se
podaci u toksikonomskom in silico ispitivanju dobijaju povlacenjem statistickih asocijacija izmedu
hemikalija-gena-bolesti, nije moguée razmotriti odnos doza-odgovor, put i trajanje izlozenosti
metalima, zajedno sa individualnom osetljivoséu izlozenih subjekata (465). Stoga ga treba
uglavnom posmatrati kao uvid u dalja in vivo i in vitro laboratorijska ispitivanja.

5.2.  Protektivno dejstvo probiotika na toksi¢nost smese olova, kadmijuma, Zive i arsena
5.2.1. Hematoloski, biohemijski parametri i hormoni

U ovoj studiji zabeleZeno je povecanje broja leukocita, monocita, apsolutnog broja limfocita,
neutrofila i monocita u grupi koja je tretirana smeSom toksi¢nih metal(oid)a i multikomponentnog
probiotika u poredenju sa kontrolnom grupom.

Probiotici mogu uticati na nespecificni imunitet i modifikovati krvne parametre kroz interakciju sa
imunskim ¢elijama (466). Na primer, suplementacija probioticima u odredenim istrazivanjima
dovela je do znacajnih promena u broju leukocita, $to ukazuje na njihov potencijal da uti¢u na
imunski sistem (466). Klinicko ispitivanje, sprovedeno kod zdravih odraslih osoba koje su
konzumirale mleko obogaéeno sojevima Lactobacillus acidophilus Lal 1 Bifidobacterium bifidum,
pokazalo je znacajno povecanje fagocitne aktivnosti leukocita, narocito granulocita, nakon unosa
probiotika (467). Sli¢no tome, kod grupe zdravih starijih osoba koje su konzumirale mLeko sa
dodatkom Bifidobacterium lactis HNO19, zabelezeno je povecanje fagocitnog kapaciteta
polimorfonuklearnih éelija (468).

Istrazivanje u sklopu ove doktorske disertacije ukazuju na mogucnost slozene interakcije izmedu
probiotika i toksicnih metala, koja moZe uticati na dinamiku populacija imunskih ¢elija u krvi.
Povecanje broja monocita, limfocita i neutrofila moze delom predstavljati i adaptivni odgovor
organizma na stres izazvan toksi¢nim metal(oid)ima (469).

Pored toga, u ovoj studiji uoceno je povecanje broja eritrocita, kao i visih nivoa hemoglobina (Hb),
hematokrita (HCT) i srednjeg volumena eritrocita (MCV) u grupi tretiranoj smesom toksi¢nih
metal(oid)a i multikomponentnog ili monokomponentnog probiotika, pri ¢emu su neki parametri
dostigli vrednosti vise i od kontrolne grupe. Takode, nivo srednje koncentracije hemoglobina u
eritrocitima (MCHC) i broj trombocita, koji su bili smanjeni usled izloZenosti toksi¢nim
metal(oid)ima, vradeni su na vrednosti slicne kontrolnim u grupama tretiranim kombinacijom



toksicnih metal(oid)a i probiotika. Nasuprot tome, srednja masa hemoglobina u eritrocitima (MCH)
bila je niZa u grupama tretiranim kombinacijom toksi¢nih metal(oid)a i multikomponentnog ili
monokomponentnog probiotika u poredenju sa kontrolnom grupom.

Suplementacija sojevima Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, kao 1 njihovom
kombinacijom tokom c¢etvoronedeljnog perioda na Charles Foster pacovima, dovela je do
znacajnog povecanja broja eritrocita, nivoa hemoglobina, srednjeg volumena eritrocita, prosecne
koncentracije hemoglobina u eritrocitima, ali i srednje mase hemoglobina po eritrocitu (470).
Nakon tretmana laboratorijski izolovanim sojevima Pro-3 (Weissella confusa MZ735961) i Pro-4
(Lactiplantibacillus plantarum MZ727611) u trajanju od 45 dana u krvi Wistar pacova primeceno je
povecanje broja eritrocita i nivoa Hb u poredenju sa negativnom kontrolom, koje je bilo izrazenije
kod muzjaka nego kod zenki (471). Dodatno, nakon petonedeljnog tretmana probiotskim
bakterijama, ukljucujuéi slede¢e kombinacije: 1) Lactobacillus plantarum MZ707748 i MZ710117,
2) Lactobacillus plantarum MZ735961 1 Weissella confusa MZ727611, 3) Lactobacillus plantarum
MZ710117, Weissella confusa MZ727611 1 Lactobacillus acidophilus, te 4) Lactobacillus
plantarum MZ707748, MZ710117, MZ735961, Weissella confusa MZ727611 i Lactobacillus
acidophilus, zabeleZzeno je znaCajno povecanje broja eritrocita, nivoa hemoglobina (Hb) i broja
trombocita kod muzjaka i zenki Wistar pacova u poredenju sa negativnom kontrolnom grupom
(472). Moze se zakljuciti da probiotici ostvaruju zastitne efekte na hematoloski sistem kroz niz
sloZzenih mehanizama. Obnavljanjem i stimulacijom eritropoeze, kao i smanjenjem oksidativnog
stresa uzrokovanog izlaganjem teskim metalima, oni Stite krvne celije od oStecenja (472,473).
Dodatno, probiotici povoljno utic¢u na raznovrsnost i funkcionalnost crevne mikrobiote, §to ne samo
da poboljsava apsorpciju hranljivih materija, ve¢ omogucava i dostupnost esencijalnih minerala
kljuénih za odrzavanje normalnih parametara krvi (474). Sekvestracijom teskih metala unutar svojih
¢elijskih struktura, probiotici spre¢avaju da ovi metali izazovu oStecenja na celijskom nivou,
promovisuéi na taj nacin ukupno hematolosko zdravlje (475). Ova poboljSanja prvenstveno se
pripisuju sposobnosti probiotika da vezu teSke metale, ¢ime smanjuju njihovu bioraspolozivost i
toksi¢nost, Cuvajuci tako integritet krvnih elemenata i funkcionalnost hematopoetskog sistema
(476).

U ovoj studiji primeéeno je smanjenje ukupnog holesterola u serumu, uz istovremeno snizenje
nivoa HDL-holesterola, u grupi tretiranoj kombinacijom toksicnih metal(oid)a i
multikomponentnog probiotika u poredenju sa kontrolnom grupom. Takode, zabelezeno je
smanjenje nivoa triglicerida i ALP u svim tretiranim grupama, pri ¢emu su vrednosti kod grupa
tretiranih probioticima bile bliZze onima u kontrolnoj grupi.

Dodavanje probiotika doprinelo je normalizaciji nivoa direktnog bilirubina i uree u grupi izloZenoj
smesi toksi¢nih metal(oid)a, dovodeci ga na nivo kontrolne grupe. Uoceno je i da je koncentracija
gvozda u serumu bila niza u grupama tretiranim smeSom toksi¢nih metal(oid)a i probioticima u
poredenju s kontrolnom grupom, a bila je i blago smanjena u poredenju sa grupom tretiranom samo
smeSom toksi¢nih metal(oid)a. S druge strane, nivo fosfata (PO4*") znacajno je smanjen iskljucivo u
grupi tretiranoj kombinacijom toksi¢nih metal(oid)a i monokomponentnog probiotika.

Suplementacija sojevima Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, kao 1 njihovom
kombinacijom tokom cetvoronedeljnog perioda na Charles Foster pacovima, dovela je do
smanjenje ukupnog holesterola u serumu, LDL-holesterola i triglicerida i znacajnog povecanja
koncentracije HDL-holesterola (470). Ostecenje jetre manifestuje se poremecajem nivoa serumske
aktivnosti jetrenih enzima, kao §to su ALT, AST i ALP. Nasuprot rezultatima ove studije, u studiji
(477) nisu zabelezeni znacajni efekti Saccharomyces boulardii na nivoe ALP kod pacova sa
eksperimentalno izazvanom opstruktivnom zuticom (477). Medutim, randomizovana kontrolisana
studija pokazala je da Saccharomyces boulardii smanjuje nivoe ALP kod pacijenata sa
dekompenzovanom cirozom (478). Nakon Sest nedelja oralne suplementacije multikomponentnim



probiotikom (Bifidobacterium bifidum W23, B. lactis W51, B. lactis W52, Lactobacillus
acidophilus W37, L. brevis W63, L. casei W56, L.salivariusW24, LactococcuslactisW19 and Lc.
lactis W58) uoceno je da oralna suplementacija multikomponentnim probiotikom ispoljava dozno-
nezavisan i povoljan efekat na bioraspolozivost gvozda i apsorpciju gvozda u dvanaestopalaénom
crevu kod modela pacova. Takode, utvrdeno je da izaziva dozno-nezavisno preusmeravanje gvozda
iz seruma, $to je usaglaSeno sa rezultatima istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije (479).
Medutim, smanjen nivo gvozda u serumu u grupama tretiranim smesom toksi¢nih metal(oid)a i
probioticima u poredenju s kontrolnom grupom moze biti i rezultat kompleksnih inerakcija izmedu
toksi¢nih metal(oid)a i probiotika. Pozitivan uticaj probiotika na funkciju bubrega i nivo uree, kao
markera bubrezne funkcije kod hroni¢nih bubreznih oboljenja, ve¢ je dokumentovan (480). Takode,
istrazivanja Majlesi 1 saradnika (2017) pokazala su da probiotski sojevi Bacillus coagulans i
Lactobacillus plantarum doprinose ublazavanju toksi¢nosti Hg kod pacova, pri ¢emu se njihov
zastitni efekat ogleda i u poboljsanju nivoa uree nakon izlaganja ovom metalu (127). Pored toga, s
obzirom na sposobnost probiotskih sojeva da uticu na apsorpciju i metabolizam odredenih minerala,
moguce je da smanjenje nivoa PO4*" u grupi tretiranoj sojem Saccharomyces boulardii proizlazi iz
ovog efekta. Takode, specificna interakcija ovog soja sa metal(o)idima mogla bi doprineti
promenama u apsorpciji drugih hranljivih materija, ukljucujuci fosfate (481).

Iako o regulaciji hormonalne signalizacije ima dosta podataka jo$ uvek nije precizno razjasSnjena.
Sve je vise dokaza da mikrobiota utie na proizvodnju i lucenje hormona, reaguje na hormone
domacina i reguliSe nivo ekspresije hormona domacina (482).

U ovoj studiji uoceno je da multikomponentni i monokomponentni probiotik dovode nivo fT3 na
kontrolni u poredenju sa smanjenjem uzrokovanim tretmanom smeSom metal(oid)a, ali i da
multikomponentni probiotik smanjuje nivo T4 u poredenju sa kontrolnom grupom. U nivoima T4 i
T3 nije bilo znacajnih efekata probiotika. U skladu sa tim rezutlatima, meta-analiza koja sumira
rezultate osam randomizovanih kontrolisanih ispitivanja pokazala je da suplementacija
probioticima/prebioticima ne uti¢e na nivoe hormona Stitaste zlezde, ali moze u manjom meri
smanjiti nivoe antitela na receptor za tireostimuliraju¢i hormon kod pacijenata sa Gravesovom
bolescu (483). Nasuprot ovim rezultatima, u grupi miSeva obolelih od hipotiroidizma indukovanog
karbimazolom primecen je znacajan porast nivoa tiroidnih hormona trijodotironina (T3) i tiroksina
(T4) i znacajno smanjenje nivoa tireostimuliraju¢eg hormona (TSH) prilikom ishrane mlekom
obogacenim bakterijama L. acidophillus, L. casei and L.plantarum. Najveci efekat uocen je u grupi
tretiranoj smeSom bakterija, a ovaj efekat je pokazatelj sposobnosti mlecnokiselinskih bakterija da
obnove i povecaju nivo ¢elija Stitaste Zlezde za lu€enje hormona, a time su doprinele regulaciji i
ravnotezi rada ove Zlezde u lu€enju njenih hormona (484).

U istrazivanju sprovedenom u okviru ove doktorske disertacije uoc¢eno je da multikomponentni, a
posebno monokomponentni probiotik, povec¢avaju nivo testosterona koji je blago smanjen nakon
tretmana smeSom metal(oid)a. Blago povecanje nivoa andrstendiona uoc¢eno je u grupi MIX 5 + SB
u odnosu na sve ostale grupe, ukazuju¢i na androgeni protektivni efekat soja Saccharomyces
boulardii. Povecanje nivoa testosterona uoceno je i nakon primene probiotika sa semenkama
maslacka, korijandera i urme kod muZzjaka pacova tretiranih zivom (25ppm) u trajanju od 42 dana.
Slican efekat uocen je i pri primeni multikomponentnog probiotika istog sastava (Saccharomyces
boulardii, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus planarum LP 6595 1 Lactobacillus planarum) na
ublazavanje toksi¢nih efekata smese di-2-etilheksil ftalata, di-n-butil ftalata i bisfenola A, Sto
ukazuje da protektivni efekat nije specifican za odredenu supstancu (485). Medutim,
randomizovana, dvostruko slepa, placebo-kontrolisana studija koja je ispitivala efekat
suplementacije probioticima ne podrzava hipotezu da suplementacija L. reuteri ATCC PTA 6475
moze povecati nivo testosterona kod starijih muskaraca (486).

U ovoj studiji, nivoi renina, aldosterona i kortizola nisu bili znacajnije izmenjeni u poredenju sa
kontrolnom grupom, ali je primecen trend smanjenja kortizola u grupama tretiranim probioticima.



Ova hipoteza podrzana je rezultatima meta-analize koji sugeriSu da suplementacija probioticima
moze smanjiti nivo kortizola, naroc¢ito u odredenim podgrupama, ali su potrebna dalja istrazivanja
kako bi se bolje razumeli mehanizmi delovanja i faktori koji uticu na rezultate (487).
Suplementacija probioticima pokazala je znacajno smanjenje nivoa kortizola, naro€ito kod zdravih
pojedinaca, pri cemu je najveci efekat primecen prilikom upotrebe pojedinacnih sojeva probiotika,
dok su studije u Aziji ukazale na jo§ izrazeniji u¢inak. Probiotici uticu na osovinu hipotalamus-
hipofiza-nadbubrezna zlezda i mogu modulisati odgovor na stres, poboljSavaju¢i zdravlje creva i
smanjujuci upalu (487).

5.2.2. Nivoi metal(oid) u krvi, fecesu i tkivima

Prethodne studije su pokazale da probiotici poseduju sposobnost vezivanja metal(o)ida, Sto dovodi
do njihovog smanjenog prisustva u krvi i tkivima (111,476).

U ovoj studiji uoceno je da oba probiotka u manjoj ili ve¢oj meri smanjuju nivo metaloida u krvi,
tkivima i fecesu tretiranih zivotinja. Izmereni Pb i Cd u fecesu tretiranih zivotinja u grupi tretiranoj
toksi¢nim metal(oid)ima i multikomponentnim probiotikom bili su u nivou kontrole nakon 14 dana
tretman. Slicno tome, nivoi tih metala su nakon 28 dana izlozenosti toksi¢nim metal(oid)ima i
monokomponentnim probiotikom takode bili u kontrolnom nivou.

Uoceno je da, u poredenju sa kontrolom, multikomponentni probiotik znacajno smanjuje nivo Pb u
femuru, Cd u jetri i plu¢ima, Hg u femuru i As u krvi, plu¢ima i femuru tretiranih zivotinja. Takode
je uoceno da, u poredenju sa kontrolom, monokomponentni probiotik znacajno smanjuje nivo Pb u
bubrezima, Cd u krvi i plu¢ima, Hg u femuru i As u krvi, plu¢ima i femuru tretiranih zivotinja.

5.2.3. Distribucija biolemenata u krvi, fecesu i tkivima

Poznato je da toksi¢ni metali, ali i probiotski sojevi mogu uticati na apsorpciju odredenih
elemenata, promeniti crevnu mikrofloru, kao i distribuciju bioelemenata u organizmu (474,479).

U ovoj studiji uoceno je da i multikomponentni i monokomponentni probiotk smanjuju nivo Fe u
tkiva jetre, bubrega, pluc¢a, pankreasa, slezine, testisa i femura. Takode, uocCeno je i da
multikomponentni i monokomponentni probiotk dovodi nivo Zn u nivo kontrolne grupe u jetri.
Uocen je i poviSen nivo Cu u grupi tretiranoj monokomponentnom probiotkom. U tkivu mozga, Cu
i Mn su poviSeni u svim tretiranim grupama, dok je Cu znacajno povisen u plu¢ima u svim
tretiranim grupama. U femuru, Zn i Mn su poviSeni u svim tretiranim grupama.

Smanjenje nivoa Fe u tkivima moZe se objasniti smanjenjem nivoa Fe u serumu koje je posledica
Stetnog dejstva metala. Takode, ovi efekti se potencijalno mogu se objasniti i promenom apsorpcije
u prisustvu probiotskih sojeva, ali i preraspodelom bioclemenata pod dejstvom toksi¢nih
metal(oid)a i njihovog Stetnog dejstva na redoks status (474,479).

5.2.4. Parametri redoks statusa u krvi 1 tkivima

U ovom istrazivanju zabelezen je blag trend smanjenja vecéine prooksidativnih parametara,
ukljucuju¢i TOS, PAB, MDA i AOPP, u grupama pacova tretiranim multikomponentnim i
monokomponentnim probiotikom. Ove promene dovele su do smanjenja skora oksidativnog
oste¢enja u pomenutim grupama, kao i do blagog smanjenja povecanog skora oksidativne ravnoteze
u krvi pacova nakon subakutnog oralnog izlaganja smesi teskih Pb, Cd, Hg i As.

Izlozenost kadmijumu u koncentraciji od 70 ppm tokom 35 dana rezultirala je povecanjem
parametara oksidativnog stresa u krvi Wistar pacova. Tretman probiotikom i njegovom
nanoformulacijom, koji sadrze sojeve Lactobacillus i Bifidobacterium u dozi od 1 mL sa
koncentracijom 2x10® CFU, zna&ajno je smanjio nivoe biomarkera oksidativnog stresa, ukljuujuci
8-hidroksideoksiguanozina (8-OHdG), AOPP i metilglioksala (MG) u serumu. Ovi efekti pripisuju
se antioksidativnim i helatnim svojstvima probiotika, pri ¢emu je nanoformulacija pokazala vecu



efikasnost u smanjenju nivoa 8-OHdG u serumu (488). Slicno tome, u studiji sprovedenoj na Wistar
pacovima zabeleZeno je smanjenje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) u krvi nakon tretmana
kadmijumom u dozi od 200 pg dnevno tokom 42 dana. Ovaj efekat je neutralisan istovremenom
primenom Lactobacillus plantarum (1 x 10° CFU/dan) i inulina (5% ukupne hrane), kao i
kombinacijom kadmijuma sa Bacillus coagulans (1 x 10° spora/dan) i inulinom (5% ukupne hrane).
Medutim, u istoj studiji nije zabeleZena statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima malondialdehida
(MDA) i aktivnosti glutation peroksidaze (GPx) izmedu svih posmatranih grupa (489). Sli¢no,
primena Lactobacillus plantarum (1 x 10° CFU/dan) i inulina (5% ukupne hrane), kao i Bacillus
coagulans (1 x 10° spora/dan) i inulina (5% ukupne hrane) kod pacova tretiranih Zivom znacajno je
povecala GPX i vrednosti SOD u serumu (489). U istrazivanju na miSevima izlozenim olovu putem
vode u koncentraciji od 1 g/L, vijabilni i inaktivirani soj Lactobacillus plantarum CCFM8661w
pokazali su protektivni efekat smanjenjem poviSenih nivoa reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u krvi
(490). Dodatno, u studiji na Wistar pacovima tretiranim natrijum-arsenitom tokom cetiri nedelje,
primenjena je suspenzija od 2 mL sa 2x10° CFU liofilizovanih probiotskih sojeva Lactobacillus i
Bifidobacterium lactis. Tretman je poboljSao redoks status krvi, smanjio nivo MDA 1 povecao
koncentracije SOD, CAT i GSH u serumu (491).

U ovom istrazivanju zabelezeno je znacajno poboljSanje vec¢ine parametara redoks statusa u tkivima
jetre i bubrega kod pacova subakutno oralno izloZenih smesi teSkih metala (Pb, Cd, Hg i As).
Tretman multikomponentnim i monokomponentnim probiotikom pokazao je protektivni efekat, pri
c¢emu je monokomponentni probiotik ispoljio izrazenije poboljSanje antioksidativnih parametara.
Ove promene rezultirale su smanjenjem indeksa oksidativnog stresa i povecCanjem skora
antioksidativne zaStite u tkivu jetre, u poredenju sa grupom pacova koja nije bila tretirana
probioticima, dok u tkivu bubrega nije bilo razlike u skoru oksidativne ravnoteze.

Banwo i saradnici (2021) su pokazali da sojevi Lactobacillus plantarum MLO5 1 Pichia kudriavzevii
FY05 mogu smanjiti Stetne posledice izlozenosti Cd i Pb (492). Ispitivani sojevi, pojedinacno ili u
kombinaciji, znacajno ublazavaju oksidativni stres u jetri i bubrezima pacova, §to se ogleda u
snizenju nivoa malondialdehida (MDA) i povecanju aktivnosti superoksid dismutaze (SOD),
katalaze (CAT) i glutationa (GSH) izazvanih ovim toksi¢nim metalima. Kombinacija oba soja se
pokazala naro€ito efikasnom u povecanju koncentracija GSH i CAT u jetri pacova izloZenih olovu
tokom 28 dana, dok je kod pacova izlozenih kadmijumu najefikasnije smanjila nivo MDA u jetri.
Takode, kombinovana primena ovih sojeva doprinela je znacajnom povecanju SOD, CAT i GSH u
bubrezima pacova tretiranih kadmijumom, dok je soj Lactobacillus plantarum MLOS5 pruzio vecu
zaStitu redoks statusa bubreznog tkiva pri izlaganju olovu. Istrazivanje Ojekule i saradnika je
pokazalo da Weissella cibaria WDZ2 i Lactobacillus plantarum CaD1 imaju izraZzen antioksidativni
kapacitet (493). In vivo eksperimenti na albino pacovima vrste Wistar, tretiranim Cd i Pb tokom 28
dana, pokazali su da administracija ovih sojeva poboljsava antioksidativni kapacitet bubrega i jetre
osteCenih teskim metalima. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus KLDS1.0207 pokazao je
sposobnost unapredenja antioksidativne zastite jetre i bubrega kod misSeva izloZzenih tretmanu
olovom nakon 15 dana (494). U studiji na pili¢ima, suplementacija Lactobacillus pentosus ITA23 i
Lactobacillus acidipiscis ITA44 u potpunosti obnovila antioksidativhu zaStitu u jetri nakon
izlozenosti olovu tokom 21 dana (495). U eksperimentalnoj studiji sprovedenoj na miSevima koji su
akutno oralno izlozeni kadmijumu u dozi od 1,8 mg, ustanovljeno je da i vijabilni i inaktivirani soj
Lactobacillus plantarum CCFM8610 ispoljavaju protektivni efekat. Ovaj efekat ogleda se u
smanjenju oksidativnog stresa u bubrezima i jetri, uz normalizaciju nivoa SOD, CAT, GSH i MDA
u ovim tkivima (496).

U ovom istrazivanju utvrdeno je povecanje veéine parametara redoks statusa u mozdanom tkivu
pacova subakutno izlozenih smesi teskih metala (Pb, Cd, Hg i As), ukljucujuci i grupe tretirane
probioticima. Ipak, primena multikomponentnog probiotika pokazala je izrazeniji efekat u
poboljsanju antioksidativne zastite u mozgu. Probiotici imaju znacajan povoljan uticaj na redoks



status u mozgu, Sto potvrduje primer u kojem se oksidativni stres, izazvan disbiozom crevne
mikrobiote, manifestovao smanjenjem aktivnosti GSH i SOD, kao i povec¢anjem nivoa MDA u
kortiko-hipokampalnom regionu mozga. Ove Stetne promene su delimi¢no ublazene primenom
probiotskog tretmana koji sadrzi Lactobacillus sporogenes, Clostridium butyricum i Streptococcus
faecalis (497).

Najveéi broj istrazivanja koja su se bavila zastitnim efektima probiotika na uticaj toksi¢nih metala
na mozdano tkivo fokusirao se na Pb. Studija koju su sproveli Zhai i saradnici (2018) pruza
znaCajne dokaze da dijetetski suplementi koji sadrze probiotike (Lactobacillus plantarum
CCFMS8661), mikronutrijente i biljne ekstrakte mogu predstavljati inovativnu nutritivnu strategiju
za suzbijanje toksi¢nosti izazvane olovom (498). Rezultati pokazuju da oba ispitivana suplementa
efikasno povecavaju nivo SOD i regenerisu GSH, dok istovremeno smanjuju koncentraciju MDA u
mozdanom tkivu miSeva izlozenih Pb (498). Zastitni efekti ovih dijetetskih suplemenata u
ublazavanju oksidativnog stresa i kognitivnih oStecenja pokazali su se superiornijim u poredenju sa
tretmanima helatorima. Dodatno, primena suplemenata tokom izlaganja olovu obezbedila je
znacajniju zaStitu nego njihova primena nakon zavrSetka izlaganja. Potencijal probiotskog soja
Lactobacillus rhamnosus u ublaZzavanju oksidativnog stresa u mozgu nakon izloZenosti 0,2% olovu
mLadih Wistar pacova tokom perioda gestacije i laktacije pokazan je u studiji (499). Izlaganje
olovu dovelo je do smanjene aktivnosti enzima SOD, GPX, CAT i GSH u mozgu, dok je primena
ovog probiotskog soja znacajno poboljsala njihove nivoe, ukazujuéi na njegov zastitni efekat (499).
Nadalje, u istrazivanju sprovedenom na misSevima, ustanovljeno je da soj Lactobacillus fermentum
HNU312 takode poseduje sposobnost da ublazi oksidativna oSte¢enja i poremecaje u ponasanju
izazvane hroni¢nom izlozenos$¢u Pb tokom ranog razvoja mozga. Ovaj probiotski soj doprineo je
smanjenju nivoa MDA, dok je istovremeno povecao koncentracije SOD i GSH u mozgu, u
poredenju sa kontrolnom grupom izlozenom samo olovu (500).

Oralna primena probiotika Saccharomyces boulardii pokazala je zastitni efekat u ublazavanju
povreda pluca izazvanih ishemijom aorte i reperfuzijom kod pacova (501). Ovaj efekat ogleda se u
smanjenju oksidativnog stresa, oCuvanju integriteta crevnih celija i modulaciji inflamatornih
procesa (501). Nedeljna suplementacija ovim probiotikom pre ishemije rezultirala je nizim nivoima
MDA i pove¢anom koncentracijom GSH u pluénom tkivu (501) . Pozitivni efekat probiotskog soja
Lactiplantibacillus plantarum na inflamaciju plué¢a povezanu sa izlozeno$éu PM2.5 ¢esticama moze
se objasniti njegovim antioksidativnim svojstvima (502). S obzirom na to da PM2.5 Cestice Cesto
sadrze toksi¢ne metale, rezultati ove studije podrzavaju hipotezu da probiotski sojevi mogu ublaziti
Stetne efekte odredenih toksicnih supstanci na respiratorni sistem (502). U ovom istrazivanju
pokazano je da je Saccharomyces boulardii smanjio nivo veéine prooksidativnih parametara, iako je
istovremeno zabelezeno i smanjenje nivoa SOD i GSH u ovoj grupi.

Lutgendorff i saradnici su utvrdili da primena viSekomponentnog probiotika, koji sadrzi sojeve
Lactobacillus acidophilus (W70), Lactobacillus casei (W56), Lactobacillus salivarius (W24),
Lactococcus lactis (W58), Bifidobacterium bifidum (W23) i Bifidobacterium lactis (W52), znac¢ajno
smanjuje oksidativni stres u pankreasu na modelu akutnog pankreatitisa (503). Pretretman ovim
probiotikom pospesuje biosintezu glutationa (GSH) i povecava njegov nivo u pankreasnom tkivu,
Sto doprinosi prevenciji peroksidativnih oStecenja pankreasa i poboljSanju lokalnih inflamatornih
odgovora (503) . Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da multikomponentni probiotik znacajno
smanjuje nivo MDA 1 blago povecava koncentraciju TAS, dok Saccharomyces boulardii doprinosi
blagom porastu nivoa SOD u tkivu pankreasa.

Suplementacija jogurtom, kefirnim mlekom i kefirnim zrncima pokazala je povoljne efekte u
ublazavanju Stetnog dejstva izlozenosti Pb. Ovi efekti su se manifestovali kroz smanjenje nivoa
MDA, uz istovremeno povecanje nivoa SOD i GSH u tkivu testisa pacova, u poredenju sa grupom
izlozenom samo olovu u dozi od 50 mg/kg telesne mase dnevno tokom perioda od 35 dana (504).



Takode, nakon jednomesecne izlozenosti kadmijumu putem oralne gavaze (10 ppm), tretman
fekalnom transplantacijom mikrobiote (FMT) u kombinaciji sa (probiotski soje HD-48) pokazao je
znacajan protektivni efekat na antioksidativne enzime u testisima (505). Rezultati su pokazali
povecanu aktivnost katalaze (CAT), superoksid-dismutaze (SOD) i glutation-peroksidaze (GPx), Sto
ukazuje na smanjenje oksidativnog stresa izazvanog kadmijumom (505). Rezultati ovog istrazivanja
sugeriSu da multikomponentni probiotik doprinosi blagom smanjenju vecine prooksidativnih
parametara u tkivu testisa, u poredenju sa vrednostima ovih parametara u grupama izlozenim smesi
toksi¢nih metala.

5.2.5. Aktivnost acetilholinesteraze u mozgu

U okviru ovog istrazivanja ustanovljeno je da primena multikomponentnog probiotika efikasno
spreCava smanjenje aktivnosti enzima acetilholinesteraze (AChE) izazvanog izlaganjem smesi
metal(oid)a. Nasuprot tome, monokomponentni probiotik nije pokazao znacajnu delotvornost u
postizanju ovog efekta.

Acetilholinesteraza je esencijalni enzim u regulaciji nervne provodljivosti u bioloskim sistemima.
Njena osnovna uloga je razgradnja acetilholina, ¢ime se prekida ekscitatorni efekat ovog
neurotransmitera na postsinapticke membrane i omogucava pravilno funkcionisanje prenosa
nervnih impulsa. Pored toga, acetilholinesteraza ucestvuje u procesu razvoja i sazrevanja
neuronskih struktura, doprinose¢i kako razvoju tako i regeneraciji nervnih celija (506).

U studiji koju su sproveli Long i saradnici (2022), pacovima je tokom perioda od 12 nedelja putem
vode davano olovo u koncentraciji od 200 mg/L (507). Istovremeno, primena probiotikskog soja
Lactobacillus fermentum SCHY34 u dozi od 10° CFU/kg telesne mase pokazala je potencijal za
ublazavanje neurotoksicnih efekata olova na mozdano tkivo Sprague-Dawley pacova. Ovaj
probiotski soj doprineo je ocuvanju normalnog lucenja i aktivnosti razli¢itih neurotransmitera,
ukljucujudi i acetilholinesterazu (507).

Neke studije sugerisu da probiotik moze usporiti progresiju Alchajmerove bolesti i pozitivno uticati
na kognitivne funkcije. Ovaj efekat se moze objasniti sposobnos¢u odredenih sojeva da sintetisu
neurotransmitere 1 neuromodulatore. Pokazano je da soj Lactobacillus plantarum pogoduje
sintetisanju acetilholina (508). Takode, soj Lactobacillus plantarum MTCC 1325 pokazao je
povoljne efekte na modelu Alchajmerove bolesti izazvane D-galaktozom kod albino pacova.
Njegova primena dovela je do povecanja nivoa acetilholina (ACh) u hipokampusu i mozdanom
korteksu, kao i do znacajnog poboljsanja kognitivnih funkcija, ukljucuju¢i paméenje i prostorno
ucenje (509). Unapredene kognitivne funkcije 1 poboljSano pamcenje se pripisuje antioksidativnim
svojstvima acetilholina, kao i svojstvu da povecanje nivoa antioksidanasa doprinosi poboljsanju
aktivnosti Na*/K* ATPaze, istovremeno smanjujuci nivo acetilholinesteraze (510). Pored toga, Roy
Sarkar 1 saradnici (2020) su utvrdili da disbioza crevne mikrobiote moze dovesti do
neurobihejvioralnih promena kod miSeva. Primeéeni su smanjena gustina neurona u hipokampusu,
oslabljene kognitivne funkcije, povecana aktivnost acetilholinesteraze u kortiko-hipokampalnom
podrucju i pojacan oksidativni stres, a ove promene su delimi¢no ublaZene probiotskim tretmanom
koji sadrzi Lactobacillus sporogenes, Clostridium butyricum, Streptococcus faecalis (497).

5.2.6. Histopatoloske promene u tkivima
U ovom istrazivanju utvrdeno je da su histopatoloske promene u tkivima jetre, bubrega, mozga, srca

i pluca bile donekle smanjene u grupama tretiranim multikomponentnim i monokomponentnim
probiotikom u poredenju sa grupom izlozenom smesi metal(oid)a. U tkivu testisa, sve tretirane



grupe pokazale su sli¢ne histopatoloske promene, dok u tkivima slezine i femura nije bilo uocljivih
razlika izmedu tretiranih i kontrolne grupe. Od svih ispitivanih tkiva, multikomponentni i
monokomponentni probiotici uspeli su da neutralizuju efekat smeSe metal(oid)a jedino u tkivu
pankreasa.

Pozitivni efekti probiotika na pankreas potvrdeni su i u studiji Lutgendorff i saradnika (2008), gde
je visekomponentni probiotik, koji sadrzi sojeve Lactobacillus acidophilus (W70), Lactobacillus
casei (W56), Lactobacillus salivarius (W24), Lactococcus lactis (W58), Bifidobacterium bifidum
(W23) i Bifidobacterium lactis (W52), znaCajno smanjio oStecenja pankreasa u modelu akutnog
pankreatitisa. Pretretman ovim probiotikom doveo je do ublazavanja edema, hemoragije i
neutrofilne infiltracije u tkivu pankreasa, Sto ukazuje na njegov zastitni potencijal u ovakvim
okolnostima (503).

5.2.7. Mehanizmi dejstva probiotika u ublaZzavanju Stetnih efekata toksi¢nih metal(oid)a

Probiotici su prepoznati kao obecavaju¢i bioloski agensi u umanjenju Stetnih efekata toksicnih
metal(oid)a poput Pb, Cd, Hg i As. Njihovo delovanje temelji se na slozenim mehanizmima koji
podrzavaju detoksikaciju organizma i smanjuju gastrointestinalnu apsorpciju ovih Stetnih supstanci
(511).

5.2.7.1.Povrsinsko vezivanje, bioakumulacija i faktori koji uticu na efikasnost

Probiotici poseduju sposobnost vezivanja jona toksi¢nih metal(oid)a putem funkcionalnih grupa
prisutnih u njihovim ¢elijskim zidovima, ¢ime se smanjuje njihova apsorpcija i akumulacija u
tkivima, ali i pospeSuje eliminaciju metala iz organizma. Proces vezivanja metala zavisi od
prisustva specificnih struktura i funkcionalnih grupa probiotika. Na primer, S-sloj proteina u
¢elijskom zidu probiotika pospeSuje vezivanje Pb putem interakcije sa grupama poput —OH, —C=0 i
—N-H. Za Cd, dominantan mehanizam vezivanja ukljucuje jonsku razmenu, dok su za As znacajne
hidroksilne i karbonilne grupe. Na efikasnost vezivanja uticu faktori poput pH vrednosti,
temperature, prisustva zucnih soli i vrste toksicne supstance (512-514).

U ovom istraZivanju uoceno je da su i multikomponentan i monokomponentan probiotik znacajno
smanjili koncentraciju svih ispitivanih metal(oid)a u in vitro uslovima.

5.2.7.2. In vivo mehanizmi (modulacija crevne mikrobiote, antioksidativna svojstva, modulacija
imunog sistema)

Pored vezivanja, protektivno delovanje probiotika moze se ostvariti i drugim mehanizmima
(511,513). Mnoga protektivna svojstva probiotika, poput adsorpcije i posledicnog smanjenja
koncentracije Stetnih supstanci, demonstrirana su u in vitro uslovima, ali se njihova efikasnost u
potpunosti moZze potvrditi samo kroz in vivo studije (511). Prethodne studije ukazuju na smanjenu
apsorpciju, povecano izluc¢ivanje metala i obnavljanje crevne barijere, kao i smanjenje oksidativnog
stresa 1 inflamacije izazvanih izlozenos¢u metalima (511). IzloZenost toksi¢nim metalima narusava
mikrobiotski balans u crevima, dovode¢i do disbioze. Probiotici pomaZzu u obnavljanju ravnoteze
mikrobiote i jaCanju crevne barijere, ¢Cime se smanjuje ulazak metala u sistemsku cirkulaciju (514).
Takode, oni uticu na regulaciju ekspresije proteina ukljuenih u transport metala, smanjujuci
njihovu apsorpciju (514).

Mnogi probioticki sojevi poseduju antioksidativne sposobnosti, koje pomazu u neutralisanju
reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) generisanih tokom izlaganja teSkim metalima (515). Ove osobine
doprinose smanjenju oksidativnog stresa i zastiti tkiva od oStecenja izazvanih metalima. Odredeni



probiotici transformiSu toksi¢ne metale u manje Stetne forme, dodatno umanjuju¢i njihovu
bioraspolozivost (npr. vezivanje metala za celijsku povrsinu bakterija, metabolicka transformacija
As u manje toksi¢ne metilovane derivate, transformacija metilovane Hg u neorgansku Hg (Hg”")
zatim u Hg, koja se slabije apsorbuje u gastrointestinalnom traktu) (515-517).

Probiotici uticu i na imunske procese povezane s toksicnim dejstvom metala, povecavajuci
aktivnost imunskih ¢elija uklju€enih u detoksikaciju. Na ovaj nafin se smanjuje inflamacija
izazvana metalima, dok se toksi¢ni metali transformiSu u manje reaktivne oblike putem imunoloski
posredovanih mehanizama (513-515).

U ovom istrazivanju uoceno je da su multikomponentan i monokomponentan probiotik ostvarili
protektivno dejstvo na hematoloske, biohemijske parametre, kao i na parametre oksidativnog stresa
u krvi i tkivima. Takode ostvarili su protektivan efekat na acetilholinesterazu.

Klinicke studije potvrduju efikasnost probiotika u smanjenju Stetnih efekata toksi¢nih metala. Na
primer, sojevi poput Pediococcus acidilacti pokazali su potencijal u prevenciji akumulacije metala
u ljudskom organizmu (518). Pored toga, klini¢ko ispitivanje pokazalo je da oralna suplementacija
jogurtom obogacenim sojem Lactobacillus rhamnosus GR-1 znafajno smanjuje koncentracije
toksi¢nih metala, prvenstveno Hg i As, u krvi trudnica i dece (519).

Probiotici poseduju znacajan potencijal kao agensi u ublazavanju Stetnih efekata teoksi¢nih metala.
Njihovo viSestruko delovanje — ukljucujué¢i vezivanje metala, modulaciju mikrobiote,
antioksidativni efekat, imunolosku modulaciju i klinicku efikasnost — ¢ini ih obecavaju¢im
sredstvom za zastitu zdravlja od Stetnih efekata zagadivaca iz grupe toksi¢nih metala.



6. ZAKLJUCCI

Ispitivanjem subakutne toksi¢nost smese rastu¢ih doza Pb, Cd, Hg i As kod pacova mogu se izvesti
slede¢i zakljucci:

Znacajan porast nivoa Pb, Cd, Hg i As u krvi uoCen je u grupi kojoj je davana najvisa doza smese
ispitivanih metala u odnosu na kontrolu. Takode, znacajne promene u smanjenju unosa hrane i
vode, kao i prirasta telesne mase uocene su pri najvisem doznom nivou.

Subakutno izlaganje rastu¢im dozama smese Pb, Cd, Hg i As dovodi do dozno i tkivno specificne
akumulacije toksi¢nih metala. Znacajno povecanje nivoa Cd u jetri, Pb i Cd u bubrezima i As u
mozgu dobijeno je za srednji i dva najvisa primenjena dozna nivoa, dok je pri primeni dva najvisa
dozna nivoa dobijeno znacajno povecanje Hg u bubrezima, Cd u mozgu i Pb u femuru. Znacajno
povecanja As u jetri, bubrezima, plu¢ima u femuru, kao i Cd u plu¢ima, pankreasu i femuru
dobijeno je pri izloZenosti najvisoj primenjenoj dozi ispitivanih metala.

Izlaganje najnizoj dozi ispitivane smese metala dovodi do znacanjih promena parametara anemije u
krvi, odnosno snizenja broja eritrocita, hemoglobina, hematokrita, i nivoa gvozda, kao i znacajnog
povecéanja parametra oksidativnog stresa, O, ", PAB i AOPP. Sa porastom doza efekti smeSe metala
na parametre anemije ostaju i dalje znacajno promenjeni, kao i efekti na parametre oksidativnog
stresa, povecan O, i MDA, a smanjen nivo SH grupa. Dodatno, pri najvi§im doznim nivoima
dobijeno je znacajno povecanje broja leukocita, neutrofila i trombocita, kao i smanjenje HDL i
triglicerida. Povec¢an direktni bilirubini i smanjen nivo ALP u odnosu na kontrolu dobijeni su u
svim doznim nivoima.

Tkiva ispoljavaju razli¢itu osetljivost na oksidativni stres izazvan rastu¢im dozama smese toksi¢nih
metala (Pb, Cd, Hg, As). Najizrazenije promene zabeleZene su mozgu i plu¢ima s tim da je u mozgu
dobijeno povecanje pracenih parametara redoks statusa pri skoro svim doznim nivoima, dok je u
plu¢ima zabeleZeno smanjenje vecine parametara, osim IMA i SH grupa ¢iji su nivoi povecani. U
jetri je dobijeno smanjenje SOD i GSH pri veéini doznih nivoa, dok je MDA sniZen u srednjem i
dva najvisa dozna nivoa u bubrezima. Dodatno, vise doze smese Pb, Cd, Hg i As znaéajno su
smanjile aktivnost enzima AChE u mozgu.

Najnizi primenjeni dozni nivo smese Pb, Cd, Hg i As doveo je do znacajnog smanjenja Cu, Fe i Mn
u mozgu pacova i do znacajnog smanjenja Cu u bubrezima, dok promene u nivoima biolemenata u
drugim tkivima nisu uo€ene pri primeni nizih doza. Izlaganje eksperimentalnih zivotinja dva najvisa
dozna nivo dovodi do znacajnog smanjenja Fe u najve¢em broju ispitivanih organa, Cu u mozgu i
plu¢ima i Mn u mozgu i srcu, dok je nivo Zn znacajno povecan u jetri.

Histopatoloska analiza ukazuje na progresivna oSte¢enja vecine organa pri izlozenosti smesi
metal(a), sa uocljivijim efektima pri veéim doznim nivoima 1 najizraZenijim promenama
primeéenim u jetri, bubrezima, mozgu, srcu, plu¢ima i testisima.

Benchmark analiza utvrdila je postojanje doza-odgovor za sledece efekte: povecanje nivoa SOD u
plazmi, povecanje fokalne infiltracije mononuklearnim ¢elijama u jetri, smanjenje neorganskog
fosfata u u krvi, smanjenje nivoa MCH i MCV, povecanje edema intersticijuma u testisima,
smanjenje nivoa trijodtironina. Najniza BMD vrednost je za nivo MCV, koji predstavlja kriticni
toksi¢ni efekat za svaki metal(oid) u ispitivanoj smesi, odnosno Benchmark dozu studije i iznosi
3,15E-04 mg Pb/kg t.m./dan, 1,05E-03 mg Cd/kg t.m./dan, 2,10E-05 mg Hg/kg t.m./dan i 2,10E-04
mg As/kg t.m./dan.

In silico analiza ukazala je da smesa ispitivanih metala Pb, Cd, Hg i As dominantno ispoljava efekat
na nivou kardiovaskularnog i nervnog sistema Sto je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim in vivo.
Uocene znacajne promene u hematoloskim parametrima, prvenstveno u grupama pacova izlozenih
najvis§im doznim nivoima, ukazuju na razvoj anemije i trombocitoze, pri cemu promene u ekspresiji
miRNA i transkripcionih faktora uticu na njihove signalne puteve i doprinose razvoju ovih
promena. Efekat smeSe ispitivanih metala na nervni sistem odvija se kroz aktivaciju oksidativnog
stresa i disfunkcionalnost klju¢nih molekularnih puteva (detoksikacija ROS, metabolizam folne



kiseline 1 vitamina B12, AGE-RAGE signalni put i apoptoza), pri ¢emu je gen SOD2 identifikovan
kao centralna meta toksicnog dejstva.

Ispitivanjem protektivnog dejstva probiotika na ispoljavanje Stetnih efekata smese Pb, Cd, Hg i As
mogu se izvesti slede¢i zakljuccei:

In vitro rezultati pokazuju da su probiotici efikasni u smanjenju koncentracije ispitivanih metala, pri
c¢emu je monokomponentni probiotik efikasniji u smanjenju koncentracija Cd i As, dok je dejstvo
mono- i multikomponentnog probiotika veoma sli¢no u smanjenju koncentracije Pb i Hg.

Oba probiotika uticala su na znacajno smanjenje nivoa Cd, Hg i As u krvi u poredenju sa grupom
zivotinja tretiranom najviSom dozom smeSe Pb, Cd, Hg i As. Smanjenje Pb je bilo izrazenije pri
primeni multkomponentnog probiotika, ali ne i statisticki znac¢ajno u odnosu na zivotnje tretirane
smeSom ispitivanih metala.

Primena oba probiotika dovodi do smanjenja ispitivanih metal(oid)a u tkivima, multikomponentni
probiotik efikasniji je u umanjenju Cd i Hg u jetri, Hg u bubrezima i Pb, Cd i As u femuru, dok je
monokomponentni probiotik efikasniji u smanjenju koncentracije Pb i As u bubrezima i Cdi Asu
plu¢ima.

Posle Cetiri nedelje tretmana, oba probiotika anulirala su smanjenje unosa hrane i vode izazvano
najviSom dozom smeSe Pb, Cd, As i Hg, dok je smanjenje prirasta telesne mase anulirao samo
multikomponentni probiotik. Primena oba probiotika anulirala je negativan efekat ispitivane smese
metala na smanjenje relativne mase jetre.

Promene u hematoloskim parametrima izazvane najviSom dozom ispitivane smesSe metala,
smanjenje hemoglobina, hematokrita, MCV, kao i pove¢anje MCHC i trombocita, su u nivou
kontrolnih vrednosti kod zivotinja kojima su primenjivana oba probiotika.

Primena oba probiotika dovodi do normalizovanja povisenih vrednosti direktnog bilirubina i
smanjene vrednosti uree koje su dobijene kod Zivotinja tretiranih smeSom toksi¢nih metala.
Suplementacija sa oba probiotika normalizuje nivo slobodnog trijodtironina, kao i koncentracije Zn
u jetri i smanjuje povisene koncentracije Mn u mozgu.

Primena oba probiotika pozitivnho utice na parametar TAS u krvi, dok je monokomponentni
probiotik pozitivno delovao na sniZenje nivoa MDA u krvi, dovode¢i ga u nivo kontrolne vrednosti.
U pogledu parametara redoks statusa u tkivima primena samo multikomponentnog probiotika je
dovela do poboljsanja u odnosu na efekte izazvane smeSom toksicnih metala, normalizovana je
vrednost TAS u jetri, IMA u plu¢ima, TOS i O; u pankreasu i MDA u testisima.
Multikomponentni probiotik je anulirao Stetan uticaj ispitivane smeSe metala na smanjenje
aktivnosti enzima acetilholinesteraze.

Primena oba probiotika delimic¢no je ublaZzila histopatoloske promene u vecini ispitanih organa, sa
najizrazenijim pozitivnim efektom u pankreasu.

Imajuéi u vidu sve dobijene rezultate multikomponentni probiotik je efikasniji u umanjenju Stetnih
efekata izazvanih smeSom Pb, Cd, Hg i As od monokomponentnog probiotika.
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8. PRILOZI

8.1. PRILOG 1 - Dodatak rezultati
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Slika 1. Graficki prikazi modelovanja odnosa arbitrarno odabrane eksterne doze smeSe (MIX:
Pb+Cd+Hg+As) u odnosu na primenjene opsege doza i: (A) nivo MCV (B) nivo MCH. Za proracune je
koriséen softver PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija i veli¢ine kriticnog efekta
(engl. critical effect size, CES) od 5%. Crveni trouglovi predstavljaju medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene
BMD za svaku iteraciju. MCV: srednji korpuskularni volumen, MCH: srednji korpuskularni haemoglobin.

bootstrap curves
based on model averaging
warsion: 70.1
madal avaraging rasulis
[Ts] diype 1
@ o salacied all
= dasa scaling: 1

canil 8
number af runs: 200
CES -0.05
BMD CI

14 237

0.60
1

log10-Fosfor.nearganski
0.55
1

045

-1 0 1 2
log10-MIX.Dose

Slika 2. Graficki prikazi modelovanja odnosa arbitrarno odabrane eksterne doze smese (MIX:
Pb+Cd+Hg+As) u odnosu na primenjene opsege doza i: (A) nivo PO,>. Za proracune je korid¢en softver
PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija i veli¢ine kriti¢nog efekta (engl. critical
effect size, CES) od 5%. Crveni trouglovi predstavljaju medijane,dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku
iteraciju. PO, neorganski fosfor.
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Slika 3. Graficki prikazi modelovanja odnosa arbitrarno odabrane eksterne doze smeSe (MIX:
Pb+Cd+Hg+As) u odnosu na primenjene opsege doza i: (A) nivo T3. Za proraune je kori§¢en softver
PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija i veli¢ine kriti¢nog efekta (engl. critical
effect size, CES) od 5%. Crveni trouglovi predstavljaju medijane,dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku
iteraciju. T3: trijodtironin.

Tabela 1. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u plazmi pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im niskim dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

0SI Kontrola | MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
Medijana | 0,1144 0,05243 0,08233 0,02571 0,01106* | 0,10307"
Onse (0,1056- (0,03368- | (0,03693- | (0,01627- | (0,006144- | (0,05704-

pseg 0,1231) 0,1034) 0,1161) 0,05433) 0,0659) 0,2434)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05 (u poredenju sa
kontrolom); "p < 0.05 (u poredenju sa MIX 1); “p < 0.05 (u poredenju sa MIX 3); k'Jp < 0.05 (u poredenju sa MIX 4).
Tabela 2. Skor oksidativnog oste¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne

ravnoteze (OXY skor) u plazmi pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im

niskim dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
DS Medijana | -0,01174 18,20%* 13,27 4,535% 6,903* 13,08%*
Onse (-0,4337- (9,025~ (2,197- (2,703- (5,49- (5,99-
pseg 0,2431) 26,27) 19,94) 18,12) 8,832) 23,26)
PS Srednja
vrednost | -0,1248 2,602 1,417 4,459 4,066 1,366
SD 0,5362 2,138 0,9716 2,270 2,241 3,568
OXY skor | Medijana | 0,06448 13,77%* 11,53* 1,878 1,878 16,52*
Onse (-0,5172- (7,858- (1,394- (-1,153- (0,4586- | (3,175~
pseg 0,6499) 23.2) 18,07) 12,15) 6,21) 21,39)




Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom); Tp < 0.05 (u poredenju
sa MIX 1).

bootstrap curves
based on model averaging
warsian: 70.1
madal avaraging results
w diypa 1
- salecled all
o doza scaling: 1
canilevel: 0.9
numbar of runs: 200
CES -005
o | BMD CI
N Wl | 0263
=
=]
k)
(=]
- 0
[= =1
L= Y
(=]
= 4
ol
w
L [+] o o oo O
bz T T T
1 ] 1 2
log10-MIX.Dose

Slika 4. Graficki prikazi modelovanja odnosa arbitrarno odabrane eksterne doze smese (MIX:
Pb+Cd+Hg+) u odnosu na primenjene opsege doza i: (A) nivo SOD u Kkrvi. Za proracune je kori§¢en softver
PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija i veli¢ine kriti¢nog efekta (engl. critical
effect size, CES) od 5%. Crveni trouglovi predstavljaju medijane,dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku
iteraciju. SOD: aktivnost enzima superoksid dismutaze.

Tabela 3. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u jetri pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im niskim dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

0SI Kontrola | MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
Medijana | 0,07358 0,1672% 0,1860% 0,2669%* | 0,2098* 0,2400*
o (0,04403- | (0,119- (0,1628- (0,1505- (0,1947- (0,1184-

pseg 0,1171) 3,057) 0,3109) 0,481) 0,4641) 0,3008)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01 (u
poredenju sa kontrolom).

Tabela 4. Skor oksidativnog ostecenja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u jetri pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im niskim

dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5

DS Srednja
vrednost 0,03741 0,9036 0,5691 1,359 0,9547 0,6824
SD 0,7322 0,7027 0,6082 1,192 0,4606 0,7078




PS Srednja
vrednost -0,09814 -0,3984 -0,5403 -0,5369 -0,8368** | -0,6138
SD 0,2865 0,2344 0,2194 0,3926 0,2357 0,1527
OXY skor Srednja
vrednost 0,1356 1,302 1,109 1,895%* 1,791** 1,296
SD 0,5357 0,5559 0,6076 0,8614 0,4578 0,7783

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01 (u
poredenju sa kontrolom).

Tabela 5. Skor oksidativnog oste¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u bubregu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im
niskim dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5

DS Srednja

vrednost -0,03705 -0,4317 0,5642 1,246 1,617 0,4970

SD 0,6940 1,892 1,379 0,4008 0,6816 1,047
PS Srednja

vrednost 0,0002024 0,6375 1,149 0,9070 1,560 0,6332

SD 0,6445 2,412 1,149 0,4562 0,5957 1,924
OXY skor Srednja

vrednost -0,03725 -1,069 -0,5851 0,3389 0,05698 -0,1362

SD 0,6363 0,7280 1,124 0,4314 0,9209 0,9598

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Tabela 6. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u mozgu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja rastu¢im niskim dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

OSI Kontrola | MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
Srednja
vrednost | 0,03882 0,2205 0,3530% 0,2891 0,8620  TTTH## 0,1907%%%
SD 0,01392 0,07579 | 0,08120 | 0,1332 0,4577 0,03712

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p <0.05, **** p < 0.0001 (u
poredenju sa kontrolom); TTTp <0.001, T p <0.0001 (u poredenju sa MIX 1); 11p < 0.01 (u poredenju sa MIX 2); “p
<0.01 (u poredenju sa MIX 3); q'uwp <0.001 (u poredenju sa MIX 4).

Tabela 7. Skor oksidativnog oste¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u mozgu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastuc¢im
niskim dozama smese toksi¢nih metala (MIX)



Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
DS Srednja -0.0002630 | 13.72* 19.87%%* | 12.82% 13.66* 20.55%**
vrednost
SD 0.1918 4.861 4.706 8.453 15.07 7321
PS Srednja 0.01865 6.199 7.055 8.844* 11.33%* 16.95%**T+
vrednost
SD 0.7335 1.141 2.072 2.410 11.68 9317
OXY skor | Srednja -0.01891 7.520% 12.81%%* | 3.972% 2.324% 3.595%
vrednost
SD 0.8779 5216 3.534 6.847 4.086 7.050

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa kontrolom); p < 0.05, ™p < 0.01 (u poredenju sa MIX 1); *p < 0.05, ¥p < 0.01
(u poredenju sa MIX 2).

Tabela 8. Skor oksidativnog ostecenja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u plu¢ima pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im
niskim dozama smese toksicnih metala (MIX)

Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
DS Srednja
vrednost | -1,580e-005 | -0,7699 -1,103 -1,006 -0,2579 -0,07428
SD 0,8414 0,7848 0,5624 0,7220 1,340 0,5798
PS Srednja
vrednost | 0,003583 -0,1160 0,4657 0,04773 0,05542 -0,1942
SD 0,6286 03414 0,4466 0,5656 0,8569 0,2325
OXY skor Srednja
vrednost | -0,003597 -0,6539 -1,568%* -1,054* -0,3133* 0,1199%#
SD 0,6209 0,5842 0,4283 0,8055 1,196 0,5591

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od
najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). *p < 0.05, **p < 0.01 (u
poredenju sa kontrolom); ip <0.05, iip <0.01 (u poredenju sa MIX 2). #p < 0.05 (u poredenju sa MIX 3).

Tabela 9. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u pankreasu pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja rastu¢im niskim dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

0SI Kontrola | MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
Medijana | 0,1473 0,05076 0,76817 0,1047 0,2788 0,2468

Onse (0,1463- (0,0494- (0,172- (0,09184- | (0,03529- | (0,075-
pseg 0,1991) 0,117) 1,364) 0,1175) 0,8279) 0,4255)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6). p < 0.05 (u poredenju sa
MIX 1).



Tabela 10. Skor oksidativnog oste¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u pankreasu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im
niskim dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
DS Srednja
vrednost -0,1007 0,7160 -0,4407 -0,3694 -0,2802 -0,2866
SD 0,3532 0,7591 1,026 1,028 0,3714 0,2665
PS Medijana | -0,3861 1,281 -0,4241 -1,130 -0,1127 -0,4981
Opse (-0,6193- (-0,6867- (-1,349-- (-1,239- (-1,027- (-0,9881--
pseg 0,7166) 2,005) 0,02002) 0,4129) 0,3943) 0,2851)
OXY skor Srednja
vrednost -0,06238 -0,1503 0,1918 0,1870 -0,004509 | 0,3038
SD 0,7433 0,9033 1,014 0,4205 0,6062 0,6037

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Tabela 11. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u testisima pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja rastu¢im niskim dozama smese toksi¢nih metala (MIX)

OSI Kontrola MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5

Medijana 0,01126 0,06032 0,008832 0,02160 0,01686 0,009508

(0,008591- | (0,01716- | (0,002787- | (0,02006- | (0,01019- | (0,00541-

Opseg 0,0128) 0,121) 0,02544) | 0,05073) | 0,01999) 0,01322)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviseg nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01,
0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006, 0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).

Tabela 12. Skor oksidativnog oste¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u testisima pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja rastu¢im
niskim dozama smese toksicnih metala (MIX)

Kontrola | MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5
DS Medijana | 0,09396 -1,026 0,4422 -0,2512 0,9049 0,7277
Opse (-0,4858- | (-1,697- | (-0,6787- (-2,025-
pseg 0,3435) 4,349) 1,15) (-1,426-1,787) | (-0,2605-3,374) 3,601)
PS Srednja -6,060¢-
vrednost 005 -0,9390 -0,4038 -1,247 -0,1055 -0,1212
SD 0,9061 0,4691 1,284 1,138 1,012 2,283
OXY skor | Medijana | 0,002228 | -0,1712 0,7534 0,8230 0,9224 0,6086
(- (-
Opseg (-0,5917- | 0,5623- | 0,06767-
0,4954) 5,177) 1,393) (0,4932-2,536) | (0,0684-3,3) (-1,1-3,158)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg



(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; od najnizeg nivoa doze - MIX 1 do najviSeg
nivoa doze - MIX 5 (mg/kg t.m./dan)(Pb: 0,003, 0,01, 0,1, 0,3, 1; Cd: 0,01, 0,03, 0,3, 0,9, 3; Hg: 0,0002, 0,0006, 0,006,
0,018, 0,06; As: 0,002, 0,006, 0,06, 0,18, 0,6).
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Slika 5. Graficki prikazi modelovanja odnosa arbitrarno odabrane eksterne doze smese (MIX:
Pb+Cd+Hg+As) u odnosu na primenjene opsege doza i: (A)) fokalne infiltracije mononuklearnim
celijama u jetri. Za proracune je kori$éen softver PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa
200 iteracija i veli¢ine kritinog efekta (engl. critical effect size, CES) od 5%. Crveni trouglovi predstavljaju
medijane,dok crne tac¢ke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.
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Slika 6. Graficki prikazi modelovanja odnosa arbitrarno odabrane eksterne doze smese (MIX:
Pb+Cd+Hg+As) u odnosu na primenjene opsege doza i: (A) edem intersticijuma u testisima. Za
proracune je korisé¢en softver PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija i veliCine
kriticnog efekta (engl. critical effect size, CES) od 5%. Crveni trouglovi predstavljaju medijane,dok crne tacke
predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.



Tabela 13. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u krvi pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja najvisSoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku
(MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

0SI Kontrola MIX 5 MIX 5 + P MIX 5+ SB
Medijana | 0,1401 0,2935 0,2164 -0,2113
Opseg (-1,08-1,36) (-0,769-2,882) | (-0,6618-0,1118) | (-0,3338-0,04935)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni
probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus +
Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16
*10® CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).

Tabela 14. Skor oksidativnog oste¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u krvi pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najvisoj dozi
smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5+ P) i MIX 5 i
monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Kontrola MIX 5 MIXS5+P MIX 5+ SB
DS Srednja
vrednost -0,07858 14,50%* 7,089 9,720
SD 0,4133 10,05 3,164 5,451
PS Medijana | -0,2721 -0,07937 -2,427 -0,6572

Opseg (-0,5356-0,4332) | (-1,668-5,123) | (-4,195--0,6359) | (-1,277-0,7496)

OXY skor Srednja
vrednost 0,06572 13,13%* 9,506* 10,06*

SD 0,6044 9,770 1,224 5,434

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5
(mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 +
Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom).

Tabela 15. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u jetri pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja najvisoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku
(MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

OSI Kontrola MIX 5 MIX 5 + P MIX 5+ SB
Medijana 0,07358 0,2400%* 0,05678™ 0,07399"
Opseg (0,04403-0,1171) | (0,1184-0,3008) | (0,05118-0,07524) | (0,04761-0,116)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni
probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus +
Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac $5.16
*10° CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05 (u poredenju sa kontrolom); #p < 0.05, #p <
0.01 (u poredenju sa MIX 5).



Tabela 16. Skor oksidativnog oste¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u jetri pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najvisoj dozi
smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5+ P) i MIX 51
monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Kontrola MIX 5 MIX5+P MIX 5+ SB
DS Srednja
vrednost | 0,03741 0,6824 02756 0,3137
SD 0,7322 0,7078 0,3379 0,4230
PS Srednja
vrednost | -0,09814 -0,6138 1,230  ### 2,027
SD 0,2865 0,1527 0,7102 0,4946
OXY skor Srednja .
vrednost | 0,1356 1,296 1,505 -1,713"
SD 0,5357 0,7783 0,4048 0,5694

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi
nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik
(8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus
plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10°
CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 (u poredenju sa
kontrolom); ##p <0.0001 (u poredenju sa MIX 5); "p < 0.05 (u poredenju sa MIX 5 + P).

Tabela 17. Skor oksidativnog oSte¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u bubregu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najvisoj
dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5
i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Kontrola MIX 5 MIXS5+P MIX 5+SB

DS Srednja

vrednost -0,03705 0,4970 -0,02228 1,583

SD 0,6940 1,047 1,550 0,6823
PS Srednja

vrednost 0,0002024 0,6332 -0,6032 2,382

SD 0,6445 1,924 1,891 1,514
OXY skor Srednja

vrednost -0,03725 -0,1362 0,5810 -0,7989"

SD 0,6363 0,9598 0,5098 1,174

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi
nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik
(8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus
plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10°
CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). "p < 0.05 (u poredenju sa MIX 5 + P).

Tabela 18. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u mozgu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja najvisoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku
(MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)



OSI Kontrola MIX 5 MIXS+P MIX 5+ SB

Medijana | 0,03844 0,1737 0,4300%** 0,1887*
Onse (0,02626-
pseg 0,05156) (0,1652-0,2333) | (0,2137-0,8358) (0,0954-0,2657)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni
probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus +
Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16
*10® CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05, ***p < 0.001 (u poredenju sa kontrolom).

Tabela 19. Skor oksidativnog oSte¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u mozgu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najvisoj dozi
smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5+ P) i MIX 51
monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Kontrola MIX § MIX5+P MIX 5+ SB

DS Medijana | 0,1021 21,21 22,88 25,69**

Opseg (-0,1955-0,1438) (14,95-25,81) (11,89-28,43) (21,63-41,58)
PS Srednja

vrednost 0,01865 16,95* 13,53 24.,44%**

SD 0,7335 9,317 6,941 13,30
OXY skor Srednja

vrednost -0,01891 3,595 7,181 5,986

SD 0,8779 7,050 10,75 8,434

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg
(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5
(mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10°® CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 +
Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05, **p < 0.01 (u poredenju sa kontrolom).

Tabela 20. Skor oksidativnog oste¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u plu¢ima pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najvisoj
dozi smese Pb, Cd, Hgi As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5
i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Kontrola MIX 5 MIX5+P MIX 5+ SB

DS Srednja

vrednost | -1,580e-005 -0,07428 0,1246 3,385

SD 0,8414 0,5798 1,334 0,6432
PS Medijana | 0,04905 -0,06429 -0,04628 2,127

Opseg (-0,6144-0,5989) | (-0,4234--0,02998) | (-0,4039-0,4457) | (-2,385--1,612)
OXY skor Srednja

vrednost | -0,003597 0,1199 0,4550 1,344

SD 0,6209 0,5591 1,527 0,2904

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znaCajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD))/medijana i opseg



(neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5
(mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik (8,78 * 10® CFU/kg/dan:
Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus plantarum LP 6595 +
Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10® CFU/kg/dan Saccharomisces
cerevisiae var. boulardii). *p < 0.05, ***p < 0.001 (u poredenju sa kontrolom); ###p < 0.001 (u poredenju sa MIX 5);
™ <0.001 (u poredenju sa MIX 5 + P).

Tabela 21. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u pankreasu pacova nakon subakutnog (28 dana)
oralnog izlaganja najviSoj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom
probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

OSI Kontrola MIX 5 MIX5+P MIX 5+ SB
Medijana 0,1473 0,2468 1,451 0,1425
One (0,05536-
pseg (0,1463-0,1991) | (0,075-0,4255) | (0,7073-2,195) | 1,821)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni
probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus +
Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16
*10° CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).

Tabela 22. Skor oksidativnog oste¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u pankreasu pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najvisoj
dozi smese Pb, Cd, Hgi As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5

i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Kontrola MIX 5 MIX5+P MIX 5+ SB
DS Medijana | -0,2272 -0,3556 20,6072 0,003134
o (-0,8372-
pseg (-0,4037-0,2656) | (-0,4984--0,005882) | (-0,8891-0,08172) | 2,186)
PS Medijana | -0,3861 ~0,4981 -0,3668 0,1914
Opseg (-0,7516-0,7166) | (-0,9881--0,2851) (-1,12-0,9588) (-1,093-3,804)
OXY skor | Medijana | 0,1589 0,06154 20,1961 20,07583
Opseg (-0,7996-0,5642) | (-0,08118-0,931) (-1,419-0,7504) (-2,37-0,952)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni
probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus +
Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16
*10® CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).

Tabela 23. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u testisima pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog
izlaganja najvi$oj dozi smese Pb, Cd, Hg i As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku
(MIX 5 + P) i MIX 5 i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

OSI Kontrola MIX 5 MIXS5+P MIX 5+SB
Srednja
vrednost 0,01081 0,009378 0,008745 0,01184
SD 0,002468 0,003905 0,006378 0,001965

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) +
FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)). MIX: Pb+Cd+Hg+As; najvisi



nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni probiotik
(8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus
plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16 *10°
CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).

Tabela 24. Skor oksidativnog oste¢enja (DS), skor antioksidativne zastite (PS) i skor oksidativne
ravnoteze (OXY skor) u testisima pacova nakon subakutnog (28 dana) oralnog izlaganja najvisoj
dozi smese Pb, Cd, Hgi As (MIX 5), MIX 5 i multikomponentnom probiotiku (MIX 5 + P) i MIX 5
i monokomponentnom probiotiku (MIX 5 + SB)

Kontrola MIX 5 MIX 5+ P MIX 5+ SB
DS Medijana | 0,09396 0,7277 -1,053 0,4055
Opseg (-0,4858-0,3435) (-2,025-3,601) | (-1,575--0,3284) | (-1,387-2,393)
PS Medijana | -6,060¢-005 20,1212 1,087 20,1454
Opseg 0,9061 2,283 0,7252 1,443
OXY skor | Medijana | 0,002228 0,6086 -0,1209 0,2525
Opseg (-0,5917-0,4954) (-1,1-3,158) (-0,4162-0,763) (0,09055-1,505)

Rezultati su prikazani kao medijana i opseg (neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test). MIX: Pb+Cd+Hg+As;
najvisi nivo primenjene doze smese - MIX 5 (mg/kg t.m./dan) (Pb: 1; Cd: 3; Hg: 0,06; As: 0,6); P: multikomponentni
probiotik (8,78 * 10° CFU/kg/dan: Saccharomisces cerevisiae var. boulardii + Lactobacillus rhamnosus +
Lactobacillus plantarum LP 6595 + Lactobacillus plantarum HEAL9); SB: monokomponentni probiotik — kvasac (5.16
*10® CFU/kg/dan Saccharomisces cerevisiae var. boulardii).



