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UTICAJ KADMIJUMA | OLOVA NA HOMEOSTAZU BIOELEMENATA | PARAMETRE
OKSIDATIVNOG STRESA KOD OBOLELIH OD KARCINOMA DOJKE, PROSTATE |
TESTISA

Sazetak

Kadmijum (Cd) i olovo (Pb) su neesencijalni metali prirodno prisutni u zivotnoj sredini, ali je razvoj
industrije znacajno povecao njihovu koncentraciju u vazduhu, vodi i hrani. lako se poslednjih godina
belezi pad njihovih koncentracija u Zivotnoj sredini, istrazivanja nedvosmisleno potvrduju da i
izloZzenost niskim dozama moze dovesti do oStecenja razliCitih organskih sistema, te i endokrinog, $to
ih ¢ini znacajnim faktorom u pojavi/razvoju hormon zavisnih karcinoma, poput karcinoma dojke,
prostate i testisa. S tim u vezi, pri proceni toksi¢nih efekata Cd i Pb potrebno je razmotriti potencijalni
uticaj istovremene izlozenosti jer je realni scenario da je covek izlozen smesi toksi¢nih supstanci, a da
toksicni efekti smeSe mogu biti kvalitativno i kvantitativno drugaciji u odnosu na efekte pojedinac¢nih
supstanci. Stoga je ova studija imala cilj da ispita potencijalnu ulogu Cd i Pb kao faktora rizika u
etiologiji karcinoma dojke, prostate i testisa ispitivanjem oksidativnog statusa, profila bioelemenata i
nivoa polnih hormona kod pacijenata obolelih od ovih karcinoma, te da utvrdi eventualni prediktivni
potencijal pojedina¢nih parametra za nastanak karcinoma dojke, prostate i testisa.

Retrospektivnoj case control studiji prethodila je in vivo studija na muzjacima Wistar pacova koji su
akutno bili izlozeni Cd i/ili Pb sa ciljem da se u uslovima istovremene izloZenosti ispita distribucija
metala, kao i da se utvrde toksi¢ni efekti metala i njihova priroda i intenzitet na krv i krvotvorne
organe, jetru, bubrege, prostatu i testise evaluacijom parametara oksidativnog statusa i ispitivanjem
interakcija sa bioelementima, bakrom (Cu) i cinkom (Zn).

Case control studija je obuhvatila 55 pacijentkinja sa karcinomom dojke, 41 pacijenta sa karcinomom
prostate i 52 pacijenta sa karcinomom testisa, dok su u kontrolnu grupu bile ukljuene zdrave Zene
(41), odnosno zdravi muskarci (61). Znacajno viSe koncentracije Cd, odnosno nize Pb u tumorskom
tkivu dojke u odnosu na okolno zdravo tkivo utvrdene su kod pacijentkinja sa karcinomom dojke, dok
su estrogen receptor pozitivne karcinome dojke karakterisale viSe koncentracije oba toksicna metala u
tumorskim tkivima u odnosu na negativnu ekspresiju receptora. Pacijente sa karcinomima prostate i
testisa karakterisale su zna€ajno vise koncentracije Cd u krvi u odnosu na zdrave ispitanike, a pokazana
je 1 znacajna akumulacija oba toksi¢na metala u tumorskom tkivu prostate i testisa. Znacajan odds ratio
pokazan je za Cd u tkivu izmenjene strukture dojke (1,02), Cd u krvi pacijenata sa karcinomom
prostate (1,18) i karcinomom testisa (1,98).

Eksperimentalna in vivo studija utvrdila je hepato- i nefrotoksi¢ne efekte Cd i Pb, sa izraZenijem
efektom nakon akutne ekspozicije smesi. Oba toksi¢na metala pokazala su sposobnost prolaska krv-
testis barijere, medutim akutna izlozenost nije znac¢ajno narusila homeostazu testosterona niti izmenila
morfolosku strukturu prostate i testisa muzjaka pacova. Case control studija prepoznala je vise
koncentracije Cd, ali ne i Pb znaajnim prediktorom za nastanak karcinoma i potvrdila je naruSenu
homeostazu oksidativnog statusa, redistribuciju Cu i1 Zn kao i disbalans polnih hormona kao vazne
mehanizme toksi¢nosti koji se nalaze u osnovi toksi¢nih efekata Cd i Pb kod obolelih od karcinoma
dojke, prostate i testisa.



Kljué¢ne redi: kadmijum, olovo, mehanizmi toksi¢nosti, karcinom dojke, karcinom prostate, karcinom
testisa

Nauéna oblast: Farmacija
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INFLUENCE OF CADMIUM AND LEAD ON BIOELEMENTS HOMEQOSTASIS AND
OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN PATIENTS WITH BREAST, PROSTATE AND
TESTIS CANCER

Abstract

Cadmium (Cd) and lead (Pb) are non-essential metals naturally present in the environment, but the
industry development significantly increased their levels in air, water and food. Regardless their
decreased environmental levels in recent decades, research unequivocally confirms that exposure to
low levels of Cd and Pb can damage numerous organs, including endocrine system. Furthermore, both
of them have been recognized as significant factor in the occurrence/development of hormone-
dependent cancers, such as breast, prostate and testis cancer. In this regard, it is necessary to consider
the potential impact of simultaneous Cd and Pb exposure because the more realistic scenario is that
humans are exposed to a mixture of toxic substances, and that the toxic effects of the mixture may be
qualitatively and quantitatively different from the effects of individual substances. Therefore, the case
control study aimed to determine the potential implication of Cd and Pb in the etiology of breast,
prostate and testis cancer by examining oxidative status, bioelement profiles and sex hormone levels,
and to establish the parameters, significant for breast, prostate and testis cancer prediction.

In vivo study with male Wistar rats acutely treated by Cd and/or Pb, conducted prior the retrospective
case control study, aimed to investigate metals distribution as well the toxic metals effects and to
determine the nature and intensity of Cd and Pb co-exposure effects on blood, liver, kidney, prostate
and testis by evaluating oxidative status parameters and examining interactions with bioelements,
copper (Cu) and zinc (Zn).

The case control study encompassed 55 breast, 41 prostate and 52 testis cancer patients, while control
groups were represented by 41 healthy women and 61 healthy men. Significantly higher Cd levels, but
lower Pb in breast tumor tissue compared to surrounding healthy tissue was established in patients,
while estrogen receptor positive breast cancer characterized by higher levels of both toxic metals in
tumor tissues compared to negative receptor expression. Notably higher blood Cd levels were
documented in prostate and testicular cancers patients in relation to healthy subjects, and a significant
accumulation of both toxic metals in prostate and testis tumor tissue was shown. Thy study recognized
a significant odds ratio for Cd in breast cancer tissue (1.02), Cd in blood of prostate (1.18) and testis
cancer patients (1.98).

The in vivo study showed Cd and Pb hepatotoxic and nephrotoxic effects, with more pronounced effect
after mixture exposure. Regardless ability to cross the blood-testis barrier Cd and Pb did not
significantly disturb testosterone homeostasis neither morphological structure of prostate and testis.
Case control study recognized higher Cd levels in breast cancer tissue as well in blood of prostate and
testis cancer patients, but no Pb levels as significant factor in cancer prediction and confirmed oxidative
stress, Cu and Zn redistribution as well impaired sex hormones homeostasis as pivotal mechanisms of
Cd and Pb toxicity in breast, prostate and testis cancer pathology.
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1. UvOD

Proizvodnja i upotreba hemikalija je u kontinuiranom porastu Sirom sveta, posebno u razvijenim
zemljama, $to je dovelo do znacajnog porasta nivoa toksi¢nih supstanci u zivotnoj sredini, a samim tim
i izloZzenosti stanovnistva. Medu njima se po svom znac¢aju izdvajaju toksi¢ni metali koji su poznati
Covecanstvu iz perioda pre nove ere, a neki od njih su korisc¢eni i stotinama godina unazad za razne
namene (gradevinarstvo, brodogradnja, kuhinjska pomagala, medicina). Kadmijum (Cd) i olovo (Pb),
su neesencijalni metali, prirodno prisutni u zivotnoj sredini ali je razvoj industrije znacajno povecao
njihovu koncentraciju u vazduhu, vodi i1 hrani. Kao Siroko rasprostranjeni i nerazgradivi zagadivaci
zivotne sredine, izazivaju veliku zabrinutost zbog svojih toksikoloskih osobina [1]. Kadmijum i olovo
se nalaze na listi deset prioritetnih hemikalija prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZO;
eng. World Health Organization, WHO) [2]. Takode, Americ¢ka agencija za registar toksi¢nih supstanci
i bolesti (eng. Agency for Toxic Substances and Disease Registry, ATSDR) zbog Siroke
rasprostranjenosti, toksi¢nosti i potencijalne izloZenosti ljudi, svrstala je Pb na drugo, a Cd na sedmo
mesto prioritetne liste opasnih supstanci [3].

1.1. Kadmijum

Kadmijum je relativno mlad metal, otkriven 1817. godine [4]. U zemljinoj kori se nalazi u obliku ruda
zajedno sa cinkom (Zn), olovom i bakrom (Cu), u obliku oksida, sulfida i karbonata. Kao necistoca,
pratilac je cinka, olova i bakra, ali i gvozda, kao i ¢elika. Zbog svojih fizi¢kih osobina kadmijum je
nasao Siroku primenu u industriji. Naime, odli¢na otpornost na koroziju, niska temperatura topljenja,
rastegljivost, dobra provodljivost (toplotna 1 elektricna) su osobine koje su dovele do velike upotrebe
kadmijuma u proizvodnji Ni-Cd baterija, pigmenata (staklo, keramika, emajl, slikarske boje, vatromet),
poluprovodnika i elektriénih uredaja, za premazivanje, a Kkoristi se i kao stabilizator u proizvodnji
proizvoda od plastike (stabilizator protiv zagrevanja i svetlosti). U vazduhu i vodi se mogu naci Cestice
Cd (elementarni Cd, u obliku oksida, sulfida i hlorida) dospele iz prirodnih izvora (erozija i spiranje
stena, vulkanska aktivnost, isparavanje vode, pozari), medutim daleko znacajniji izvori Cd su
antropogene aktivnosti (metalna industrija, rudarstvo i metalurgija, proizvodnja cementa, otpadne vode
industrijskih postrojenja, sagorevanje goriva, spaljivanje otpada, upotreba fertilizera). Prema podacima
SZO0 visoke koncentracije Cd (>1 mg/kg) su izmerene u zemljistu u neposrednoj blizini topionica i
drugih industrijskih zona koje se dovode u vezu sa Cd [5].

Prvi slucaj toksi¢nog dejstva Cd zabelezen je 1858. godine pri upotrebi Cd karbonata za poliranje,
zatim dvadesetih godina XX veka prikazani su prvi slu¢ajevi profesionalnog trovanja, a ubrzo potom, u
eksperimentima sa Zivotinjama pokazano je da Cd moze delovati toksi¢no na vise organa i organskih
sistema [4]. Tako su kod radnika koji su bili profesionalno izloZzeni Cd pored gastrointestinalnih
smetnji (povracanje, dijareja, abdominalni bolovi) i oSteCenja respiratornog trakta (inflamacija,
emfizem pluca) zabeleZene i osteomalacija i proteinurija. Nedugo nakon Drugog svetskog rata u Japanu
(Fuchi) se desilo trovanje stanovnistva kadmijumom, poznato kao bolest Itai-itai (eng. Ouch-Ouch
disease, bolest ,,jao jao*) koja se manifestovala pseudofrakturama dugih kostiju, dekalcifikacijom i
frakturom ostalih kostiju, karakteristicnim znacima osteomalacije, a do trovanja je doslo usled upotrebe
kontaminirane vode (reka Jinzi) kadmijumom koja se koristila za navodnjavanje pirin¢anih polja [4].



Kod obolelih su utvrdene visoke aktivnosti alkalne fostataze kao i niske koncentracije kalcijuma i
fosfora. Takode, bolest je pratila anemija, gastrointestinalni poremecaji i bubrezna disfunkcija [4].

1.1.1. lzvori ekspozicije

Glavni put izlozenosti Cd opste populacije nepuSaca primarno je putem hrane, neSto manje putem vode
za pice a daleko najmanji procenat kadmijuma se unosi putem vazduha. Faktori koji uti¢u na nivo Cd u
hrani pre svega zavise od nekoliko faktora: vrsta hrane, uslovi uzgajanje proizvoda poput tipa zemljista
i koncentracije Cd u vodi/zemljistu. Visoko zagadena podrucja u blizini industrijskih postrojenja koja
se dovode u vezu sa oslobadanjem Cd u Zivotnu sredinu odlikuju se ve¢im koncentracijama Cd u vodi,
vazduhu i zemljistu, tako da se u tim regionima mogu oc¢ekivati i ve¢e koncentracije Cd u proizvodima
namenjenih ishrani. Takode, upotreba fertilizera sa visokim sadrzajem Cd rezultovace veéim
koncentracijama Cd u zivotnoj sredini. Vecina namirnica sadrzi tragove Cd, a veée koncentracije mogu
se na¢i u morskim plodovima (Skoljke), iznutricama (mesne preradevine), gljivama, lisnatom povréu
poput spanaca, korenastim plodovima poput krompira, ceralijama, leSnicima, kikirikiju, suncokretu.
Prema zvani¢nim podacima prosecan unos Cd na dnevnom nivou kre¢e se u rasponu od 0,1 do 0,4
pg/kg telesne mase (t.m.) u veéini zemalja [5]. Minimalna vrednost nedeljnog unosa Cd za opstu
populaciju u Srbiji iznosi 0,343 pg/kg t.m., a maksimalna 26,993 pg/kg t.m., primenom
najnepovoljnijeg scenarija ishrane [6]. Prema podacima Zajednicke ekspertske komisije FAO/WHO za
aditive 1 kontaminante hrane (eng. Joint Food and Agriculture Organization FAO/WHO Expert
Committee on Food Additivies and Contaminants, JECFA) prihvatljivi toleriSu¢i mese¢ni unos (eng.
provisional tolerable monthly intake, PTMI) Cd, po podacima iz 2010. godine, iznosi 25 pg/kg t.m.
Prethodno prihvatljiva vrednost nedeljnog unosa od 7 pg/kg t.m. (eng. provisional tolerable weekly
intake, PTWI), uzevsi u obzir dugo poluvreme ecliminacije iz organizma, je povucena [7]. Prema
najnovijem izvestaju JECFA iz 2021. godine vrednost PTMI se nije menjala (25 pg/kg t.m.) i odgovara
dnevnom unosu Cd od 0,8 pg/kg t.m. [8]. Procenjen nedeljni unos Cd putem hrane na teritoriji Srbije u
granicama je toleriSuceg nedeljnog unosa preporuc¢enog od strane Evropske agencije za bezbednost
hrane [6]. Prema istim podacima, na teritoriji Srbije, najveée koncentracije Cd se nalaze u morskim
plodovima (riba, rakovi, skoljke kao i njihovi proizvodi), zitaricama, Kafi, kakau i ¢ajevima. Medutim,
preracunom nedeljnog unosa namirnica iz odgovarajucih kategorija dominantna ekspozicija Cd je ipak
preko povr¢a i proizvoda od povréa (33,5%), potom putem zitarica (32,4%), dok je najmanji procenat,
od svega 1,2%, procenjen za jaja i proizvode od jaja [6].

Opsta populacija pusaca je dominantno izlozena Cd preko duvanskog dima. Naime, list biljke duvana
(lat. Nicotiana tabacum) je prirodan akumulator Cd, a osobe putem duvanskog dima prosecno
inhalatornim putem mogu da unesu oko 1,7 pug/Cd po cigareti [5]. Vazno je istaci ¢injenicu da prose¢na
koncentracija Cd u listu duvanu zavisi od porekla duvana, te da se prisutne marke cigareta na trzistu
medusobno razlikuju po njegovom sadrzaju.

Za profesionalnu ekspoziciju glavni put unosa Cd je putem vazduha, a malim procentom i putem
kontaminiranih ruku, hranom, kao i preko koze. Prema Evropskoj bazi podataka CAREX radne grupe
(CARcinogen EXposure) u periodu 1990-1993 godine oko 200 000 radnika je bilo izlozeno Cd i
jedinjenjima Cd na radnim mestima (radnici na metalnoj konstrukciji, u fabrikama metalne i plasti¢ne
industrije) [5].



1.1.2. Toksikokinetika

Dominantni put unosa kadmijuma za opStu populaciju je gastrointestinalni trakt, odnosno respiratorni
trakt za pusace i1 profesionalno izlozene osobe. Apsorpcija kadmijuma koji je unet inhalatornim putem
krece se u rasponu od 25 do 50% i zavisi od veli¢ine Cestice kao i hemijskog oblika. Apsorpcija putem
gastrointestinalnog trakta je niza i iznosi 1-10% [9]. Starost, pol, hemijski oblik kadmijuma, vrsta hrane
kao i opSte metaboli¢ko stanje organizma su presudni za proces apsorpcije kadmijuma. Apsorpcija
nakon oralne ekspozicije se odvija u dve faze, prelaskom iz lumena gastrointestinalnog trakta u
mukozu se zavrSava prva faza, dok druga faza obuhvata prelazak kadmijuma u cirkulaciju. Apsorpcija
se odvija primarno u duodenumu transporterom za dvovalentne jone (eng. divalent metal transporter-1,
DMT-1), potom putem kanala za kalcijum, te kanalima za simport i antiport poput Ca**-Mg?*-ATP-aze
i Ca?*/Na"-ATP-aze. Nakon apsorpcije Cd se u organizmu distribuira putem krvi, pre svega pomocu
eritrocita i/ili proteina plazme [10]. Najveéa udeo apsorbovanog Cd se vezuje za visokomolekularne
proteine, dok je manji procenat vezan za proteine male molekulske mase, metalotioneine kao i druge
proteine koji poseduju sulfhidrilne grupe [10,11]. Kadmijum se putem krvi distribuira u jetru, bubrege
kao i u ostale organske sisteme. Nakon kratkotrajne izloZenosti koncentracije Cd u jetri u bubrezima su
sli¢ne, medutim nakon hroni¢ne ekspozicije najveéim procentom se nalazi u bubrezima. Kadmijum ne
podleze metabolickim reakcijama poput oksidacije i redukcije. Poluvreme eliminacije Cd kod ljudi
iznosi preko 20 godina [9] i odraz je pre svega deponovanja u jetri i bubrezima, dok se manje
koncentracije mogu na¢i u misi¢ima, kozi i kostima. Tako je poluvreme zivota Cd u bubrezima izmedu
6 1 38 godina, koji predstavlja i ciljni organ hroni¢ne toksi¢nosti, dok je poluvreme Zivota u jetri
izmedu 4 i 19 godina [9]. Dominanti putevi ekskrecije su putem urina i fecesa, a u manjoj meri preko
znoja, pljuvacke, kose i noktiju, seminalne te¢nosti kod muskaraca, dok kod Zena i putem mleka [9].

1.1.3. Mehanizmi toksi¢nosti

Brojna in vitro i in vivo istrazivanja sprovedena su sa ciljem da se utvrde mehanizmi toksi¢nosti
kadmijuma. Kadmijum pokazuju sposobnost vezivanja za funkcionalne grupe koje sadrze kiseonik,
azot 1 sumpor tako da biomolekul moZe biti blokiran, aktivni konformacioni oblik moZze biti izmenjen
ili esencijalni jon metala iz biomolekule istisnut ¢ime se narusava bioloSka funkcija proteina i enzima
[12,13]. Iako je Radna grupa koja se bavila ispitivanjem interakcija medu metalima (The Task Group
on Metal Interactions) jos 1978. godine ukazala na potencijalne interakcije izmedu toksi¢nih metala i
bioelemenata, na nivou apsorpcije, distribucije i eliminacije [12], kao i u fizioloskim procesima, ovaj
mehanizam toksi¢nosti do danas nije u potpunosti rasvetljen. Interakcije kadmijuma sa bioelementima
pokazane su u brojnim radovima naSe grupe autora, a ova istrazivanja su potvrdila neke od hipoteza:
ekspozicija Cd negativno deluje na homeostazu biolemenata (Mg, Zn, Cu i Fe) u krvi i tkivima dok
suplementacija cinkom i magnezijumom znacajno Smanjuje nivoe Cd u krvi i organima nakon
subakutne ekspozicije Cd uz poboljsavanje narusene homeostaze bioelementa [14-16]. Buduci da
bioelementi imaju brojne esencijalne funkcije u organizmu, strukturna su komponenta mnogih enzima
medu kojima i komponenata antioksidativne zastite, ulaze u sastav citohroma, neophodni su za sintezu
ATP, reguliSu gensku ekspresiju 1 intracelularnu signalizaciju, naruSena homeostaza bioelemenata sa
jedne strane i deficit sa druge strane mogu dovesti do brojnih poremecaja [17].



lako kadmijum nije Fentonov metal, oksidativni stres je nesumnjivo jedan od vaznijih mehanizama
njegove toksi¢nosti. Generisanje slobodnih radikala kiseonika i azota kao i potroSnja Celijske
antioksidativne zastite, simultano i povezano, nalaze Se u osnovi slobodno radikalskih ostec¢enja
izazvanih kadmijumom. Takode, kadmijum moze zameniti Cu i Fe u razli¢itim citoplazmatskim
proteinima povecavajuc¢i njihovu koncentraciju u slobodnoj formi $to dalje rezultuje pokretanjem
oksidativnog stresa (Fentonova reakcija). Vezivanjem za sulfhidrilne grupe proteina kao i zamenom
bioelementa u aktivnom centru brojnih enzima Cd ne naru$ava samo oksidativnu ravnotezu vec
generiSe i nastanak lipidne peroksidacije, narusava funkciju proteina i dovode do strukturnih promena
molekula DNK. Promenom u strukturi DNK narusava se replikacija, transkripcija i translacija koje
vode nastanku mutacija, programiranoj ¢elijskoj smrti kao i razvoju tumora [18-21]. Medutim, iako se
oksidativni stres dovodi u vezu sa karcinomima, Cesto se postavlja pitanje da li je on uzrok ili posledica
bolesti [22—-25]. Apoptoza je jo$ jedan od poznatih mehanizama koji se nalaze u osnovi toksi¢nosti
metala, te i kadmijuma, koju karakteriSsu oOSteCenje potencijala celijske membrane mitohondrija,
kondenzacija hromatina, fragmentacija DNK i jedra [26-29].

U in vitro studijama na ¢elijskim linijama sisara Cd indukuje oStec¢enje DNK i aberaciju hromozoma,
pokazuje slab mutagen potencijal ali ne dovode do oSte¢enja izolovane DNK [5,26,27]. Literaturni
podaci ukazuju da Cd ispoljava karcinogeno dejstvo kod eksperimentalnih Zivotinja i ljudi [5]. Budu¢i
da ima nizak afinitet vezivanja za DNK i da je slabo mutagen, kadmijum se svrstava u negenotoksi¢ne
karcinogene [30]. Mehanizmi koji se nalaze u osnovi karcinogeneze Cd identifikovani su u brojnim
toksikogenomskim studijama i mogu se klasifikovati u Cetiri kategorije: naruSavanje genske ekspresije i
inhibicija popravke DNK ostecenja, generisanje oksidativnog stresa, uticaj na funkciju tumor supresora
kao i inhibicija apoptoze [31]. Takode, Cd moze aktivirati protoonkogene kao i gene odgovorne za
proliferaciju ¢elija poput c-myc, c-fos ili c-jun [32,33], odnosno, aktivacijom onkogena i inhibicijom
tumor supresora (p53 i p27) Cd ubrzava proliferaciju prethodno aktiviranih ¢elija, ostvaruju¢i ulogu
tumor promotora [30,32,33]. Potom, smatra se da se selektivni antagonizam sa cinkom nalazi u osnovi
karcinogeneze nekih tkiva, poput pluca i testisa [30]. Takode, uticaj koji Cd ima na DNK metilaciju,
¢elijsku proliferaciju 1 endokrini potencijal, mogu dodatno doprineti njegovom karcinogenom
potencijalu [27].

1.1.4. Ciljni organi toksi¢nosti

Kadmijum ispoljava toksi¢ne efekte na veéinu organskih sistema, ali se kao ciljni organi izdvajaju
bubreg, jetra, pluca, kosti, hematopoezni kao i nervni sistem. Takode, danas mu se pripisuju i toksiéni
efekti na kardiovaskularni, endokrini, reproduktivni i imuni sistem.

Akutna oralna ekspozicija visokim dozama toksi¢nih metala, pa i kadmijuma, manifestuje se toksi¢nim
efektom na gastrointestinalni trakt (nauzeja, povracanje, salivacija, abdominalan bol, dijareja), a §to
nije odlika hroni¢ne izlozenosti. Progresivne histopatoloske promene poput osteenja epitelnih celija,
intersticijalna fibroza te naruSavanje integriteta bazalne membrane glomerula su posledica
nefrotoksi¢nosti kadmijuma, s obzirom da su bubrezi ciljni organi toksi¢nog dejstva Cd. Kadmijum
narusava glomerularnu filtraciju i tubularnu reapsorpciju, bez obzira na put ulaska u organizam. Visoke
oralne doze Cd mogu delovati hepatotoksi¢no, medutim, hroni¢na izlozenost niskim dozama ne
narusava funkcionalni integritet hepatocita, te se danas smatra da toksi¢no dejstvo Cd na jetru kod ljudi
nije od veceg znacaja [9]. Akutna ekspozicija visokim koncentracijama Cd putem vazduha, koja se
nekada vidala kod profesionalno izlozenih osoba, dovodila je do pluénog edema i pneumonitisa, kao i
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letalnog ishoda, dok se hroni¢na profesionalna izlozenost niskim dozama Cd dovodi u vezu sa
dispneom, bronhitisom, fibrozom i emfizemom, te hroni¢nim opstruktivnim bolestima pluca.
Osteoporoza, osteomalacija, smanjena gustina kao i poveéane frakture kostiju pokazane su kod
profesionalne izlozenosti kadmijumu, kao i kod stanovnika doline reke Jinzu u Japanu. Nastale
promene su posledica ostecene funkcije bubrega, poremecéaja metabolizma vitamina D Uz smanjen nivo
vitamina D i narusene homeostaze paratiroidnog hormona, pojacane eliminacije Ca iz organizma i
smanjene mineralizacije/kolagenizacije kosStanog matriksa. Oralna ekspozicija Cd moze dovesti do
anemije usled smanjene apsorpcije gvozda u gastrointestinalnom traktu, medutim izvesne animalne
studije ukazuju i na redukovan broj ¢elija eritroidnih progenitora kao posledica smanjene produkcije
eritropoetina 1/ili direktnog citotoksicnog dejstva Cd na Celije eritropoeze kosne srzi. Danas se sve veca
paznja posvecuje dejstvu toksi¢nih supstanci pa i Cd na nervni sistem. Eksperimentalne studije
potvrduju neurotoksi¢nost Cd usled akutne oralne (smanjena motorika) i produzene izloZenosti
(slabost, atrofija miSi¢a, agresivno ponaSanje, anksioznost). Epidemioloske studije prenatalnu
izlozenost Cd dovode u vezu sa smanjenjem verbalnog IQ i smanjenom paznjom dok se demencija,
oSte¢enje Culo mirisa, pamcenje kao i poremacaji u perifernom nervnom sistemu i polineuropatija
dovode u vezu sa profesionalnom ekspozicijom. Ispitivanja su pokazala da kadmijum povecava
vrednost krvnog pritiska, prevalancu hipertenzije kao i drugih kardiovaskularnih bolesti, dok je broj
studija koje ukazuju na kardiotoksi¢nost Cd ogranic¢en [9,19,34-38].

Krajem XX veka veliku paznju nauc¢nika privukle su hemijske supstance koje mogu da blokiraju
vezivanje prirodnih hormona, odnosno koje mogu umesto prirodnih hormona da se vezuju za njihove
receptore. Hemijske supstance koje pokazuju ovakvu aktivnost nazvane su endokrini ometaci (eng.
endocrine-disrupting chemicals, EDCs) [39]. Brojne hemijske supstance, kao i neki toksi¢ni metali
poput Cd i Pb, prepoznate su kao endokrini ometaci [40,41]. Tako je u velikoj NHANES studiji (eng.
National Health and Nutrition Examination Survey) pokazana znacajna pozitivna korelacija izmedu
koncentracije Cd u urinu i prevalence narusene homeostaze glukoze i dijabetesa. Potom, u studijama sa
eksperimentalnim Zivotinjama cirkadijalni ritam adrenokortikotropnog hormona i hormona rasta
narusen je nakon produzene oralne ekspozicije Cd [9]. Metaloestrogeni su supstance za koje je
pokazano da mogu da se vezuju za estrogene receptore (EP), aktiviraju ih i ostvaruju fiziolosku
funkciju estrogena (tzv. mimikrija). Brojnim in vitro studijama pokazano je da toksi¢ni metali, poput
Cd, imaju jak afinitet prema ER i da poseduju sposobnost istiskivanja cinka iz cink domena ER.
Takode, na celijskoj liniji LNCaP (androgen zavisne humane celije karcinoma prostate) kadmijum
oponasa efekat androgena na rast ¢elija i ekspresiju gena [40-43].

Mnogobrojna istrazivanja koja su realizovana na animalnim modelima nedvosmisleno potvrduju da
toksi¢ni metali, Cd i Pb, mogu dovesti do oSteéenja razliitih organskih sistema i do nastanka
karcinoma [5,44]. Na osnovu podataka dobijenih iz studija sprovedenih kod ljudi da izaziva karcinom
plu¢a, Medunarodna agencija za istrazivanje karcinoma (eng. International Agency for Research on
Cancer, IARC) je 1993. godine svrstala Cd u grupu 1 humanih karcinogena [45]. Prema poslednjem
izveStaju iz 2021. godine IARC povezuje Cd i sa pojavom karcinoma bubrega i prostate, ali sa
ograni¢enim dokazima u humanim studijama [46], dok prema literaturnim podacima, izlozenost
kadmijumu iz radne i zivotne sredine dovodi se u vezu 1 sa pojavom karcinoma pankreasa, bubrega,
besike i dojke [5]. Rezultati eksperimentalnih in vitro i in vivo studija jasno ukazuju i da endokrini
efekat toksi¢nih metala predstavlja veliki predmet interesovanja, a da naruSavanje funkcije hipofiza-
hipotalamus ose uz potencijalni disbalans nivoa polnih hormona nesumnjivo ima uces$¢e u nastanku
karcinoma dojke, prostate i testisa [9,47,48]. Medutim, dostupne humane studije imaju ograni¢enu
sposobnost da detektuju efekte i tako oslonjeni na animalne modele ojacavaju dokaze o povezanosti
izmedu izlozenosti toksi¢nim metalima i pojave ovih karcinoma [49].
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Garcia-Morale i sar. (1994) su medu prvim istraziva¢ima pokazali povezanost izmedu Cd i karcinoma
dojke u studiji sa humanom ¢elijskom linijom karcinoma dojke (MCF-7) kada je nakon ekspozicije od
1 uM Cd ostvareno smanjenje broja ER (58%) i trostruko povecéanje broja progesteron receptora (PR).
Estrogeni efekat Cd pokazan je i u in vivo studijama na animalnim modelima i studijama kod ljudi
[40,42]. Tako su znacajne koncentracije Cd prikazane u Cetiri razli¢ita regiona tumorskog tkiva dojke
pacijentkinja nakon mastektomije [51], kao i znacajno vise koncentracije Cd u tumorskom u odnosu na
odgovarajuce zdravo tkivo iste dojke [52], dok je studija sprovedena od strane Antila i sar. [53] ukazala
na razliku u nivoima bioelemenata (Cu, Zn, Se) izmedu tumorskog i zdravog tkiva dojke. Medutim,
kohortna studija [54] koja je objedinila istrazivanje tri prospektivne studije nije pokazala znacajnu
povezanost izmedu izmerenih nivoa Cd u krvi i rizika od pojave karcinoma. U studiji sprovedenoj u
Svedskoj [55] koja je obuhvatila postmenopauzne Zene bez hormonske terapije pokazana je znacajna
pozitivna korelacija izmedu koncentracije Cd u krvi i nivoa testosterona, a inverzna korelacija sa
nivoom estradiola, ukazujuci na potencijalan uticaj Cd na disbalans hormona koji doprinosi nastanku
karcinoma dojke [55].

Povezanost izmedu izlozenosti kadmijumu i povecanog rizika od pojave karcinoma prostate prvi put je
zapazena 60-ih godina XX veka kod radnika u proizvodnji Ni-Cd baterija [41,56], a deceniju kasnije
retrospektivna kohortna studija [57] je pokazala poveéanje incidence smrtnih ishoda od karcinoma
prostate kod radnika koji su bili izlozeni kadmijumu [57]. Meta analiza sprovedena od strane Zhang i
sar. [58] pokazala je da su nivoi Cd koji su izmereni u Kkrvi i tkivu prostate obolelih od karcinoma
prostate znacajno visi od nivoa Cd izmerenih kod kontrolne grupe, dok je case-control studija [59]
sprovedena u Kini u kojoj je ucestvovalo oko 300 dobrovoljaca pokazala jasnu povezanost izmedu
izloZzenosti Cd sa prevalencom abnormalnih vrednosti prostata-specificnog antigena (PSA) te i sa
narusenom homeostazom polnih hormona. Prema poslednjim izvestajima IARC Cd je prepoznat kao
agens koji se dovodi u vezu sa karcinomom prostate, medutim, broj dokaza iz humanih studija je jo§
uvek ograni¢en [46,60]. Rezultati in vivo studija ukazuju na apoptozu ventralnog lobusa prostate
pacova nakon akutne s.c. primene Cd prac¢enu povecanom ekspresijom tumor supresora (p53) i c-jun
protoonkogena [33] kao i na zna¢ajno uvecanje prostate koje u slucaju primene antagonista androgenih
i estrogenih receptora (a i B) neposredno pre tretmana Cd izostaje [61-63].

Parizek i sar. su davne 1957. godine pokazali da subakutna ekspozicija soli kadmijuma dovodi do
oStecenja tkiva testisa pacova, a da istovremena primena cinka deluje protektivno [64]. Ubrzo potom,
grupa autora Waalkes i sar. u svojim istrazivackim radovima ukazali su na sposobnost Cd da nakon
akutne s.c. ekspozicije dovodi do nastanka karcinoma testisa pacova [32,65,66], kao i da primena cinka
redukuje incidencu nastanka tumora gotovo sedam puta. Takode, akutna i.p. izloZzenost Cd vodi
nastanku apoptoze celija testisa i znacajno redukuje broj spermatozoa [67]. Sa druge strane, humane
studije jo$ uvek ne prepoznaju Cd kao znacajnog agensa koji se dovodi u vezu sa karcinomima testisa,
te prema aktuelnim IARC podacima kadmijum se ne nalazi na listi uzro¢nika karcinoma testisa [46].
Medutim, dostupne humane studije ukazuju na korelacije izmedu nivoa Cd u krvi i smanjene veli¢ine
testisa, naruSene homeostaze polnih hormona te smanjene reproduktivne sposobnosti muskaraca
[68,69] ukazujuéi na toksiéne efekte Cd koji potvrduju njegovu reproduktivnu toksi¢nost.



1.1.5. Biolo$ki monitoring

Koncentracije Cd u Krvi, urinu, jetri, bubrezima, kosi kao i drugim tkivima mogu se koristiti kao
bioloski indikatori izloZenosti. Za procenu stepena izlozenosti opSte populacije i profesionalne
izlozenosti kao materijal izbora koriste se krv i urin. Koncentracija Cd u krvi reprezentuje aktuelnu
ekspoziciju i po podacima Centra za kontrolu i prevenciju bolesti (eng. Center for Disease Control and
Prevention, CDC) iz 2011. godine opste neizloZene populacije je manja od 2 pg Cd/L. Sa druge strane,
Cd u urinu reflektuje telesno opterecenje, a po podacima CDC iz 2011. godine vrednost 95-0g
percentila u populaciji Zena iznosi 1,09 pg Cd/g kreatinina, odnosno muskaraca 0,74 pg Cd/g
kreatinina [9]. U skladu sa podacima CDC su i koncentracije Cd u krvi stanovnika Srbije. Naime,
prose¢na koncentracija Cd u krvi opste neizloZene populacije nepusaca kod odraslih stanovnika Srbije
iznosi 0,67 = 0,04 pg Cd/L, medutim Kao posledica povecanog unosa Cd putem duvanskog dima,
prosecne koncentracije Cd u krvi puSaca znacajno su vise od nepusaca (2,41 pg/L vs. 0,67 pg/L) [70].
Sa druge strane, u studiji sa radnicima koji su profesionalno izloZzeni Cd (osobe zaposlene u industriji
Ni-Cd baterija), prose¢ne ekspozicije od 10 do 32 godina, utvrdene su znacajno vise koncentracije Cd u
krvi i urinu u odnosu na kontrolnu grupu sastavljenu od radnika koji nisu profesionalno izlozeni.
Izmerena koncentracija Cd u krvi iznosila je oko 10 pg/L, a u urinu 8,76 pg/g kreatinina [71].

Jetra i bubrezi, kriti¢ni organi toksi¢nosti i deponovanja Cd, predstavljaju najbolje pokazatelje stepena
izlozenosti, medutim instrumentalne tehnike za odredivanja Cd u njima (in vivo neutron aktivaciona
analiza i X-ray fluorescentna analiza), kao i biopsija tkiva, ne predstavljaju rutinske metode, te se
procena izloZenosti i njihovog oste¢enja vrsi indirektno putem biomarkera efekta. Vazno je istaci i
podatak da koncentracija Cd u oba organa sa godinama starosti raste i po literaturnim podacima u
bubrezima dostize pik izmedu 50-te i 60-te godina starosti dok u jetri koncentracija Cd kontinuirano
raste. Prema podacima ATSDR proseéne koncentracije Cd u kori bubrega iznose oko 25-40 pg/g
vlazne mase, a u jetri oko 1-3 pg/g [9].

Rani pokazatelj nefrotoksicnosti Cd je disfunkcija tubula bubrega koja se manifestuje povecanom
ekskrecijom proteina male molekulske mase u urinu, poput beta 2 mikroglobulina (B2MG), retinol
vezujuéeg proteina (eng. retinol binding protein, RBP), alfa 1 mikroglobulina (a1MG) i N-acetil-B-D-
glukozaminidaze (NAG). Umereno povecanje 2MG ili RBP u urinu, u opsegu od 300-1000 pg/g
kreatinina, ukazuje na kompromitovanu bubreznu funkciju i1 obi¢no je reverzibilna promena nakon
redukovanja ekspozicije Cd. Sa druge strane, kada su koncentracije B2MG ili RBP u urinu iznad 1000
Mg/g kreatinina, proteinurija usled disfunkcije tubula je ireverzibilna, dok vrednosti iznad 10000 pg/g
kreatinina ukazuju na nefropatiju koja je ¢esto udruzena sa smanjenom glomerularnom filtracijom [7].



1.2. Olovo

Olovo je jedan od najstarijih elemenata poznat civilizaciji. Istorijski podaci o rudnicima olova datiraju
iz perioda pre nove ere. Drevni Egipcani, Hebreji kao i1 Fenicani su iskopavali rudu olova 2000 godina
pre nove ere, a prvi pisani podaci o toksi¢nosti olova zapisani su na starim Egipatskim papirnim
svicima. Rimljani su koristili ovaj metal za proizvodnju cevi za vodovodni i kanalizacioni sistem, za
izradu posuda, proizvodnju stakla i keramike [72]. Sa razvojem industrije upotreba olova je bila sve
veca, a koristilo se u industriji oruzja, grncarstvu, brodogradnji, za proizvodnju cevi, stakla, pigmenata,
boja kao i u Stamparijama. Takode, olovo se koristilo i u medicini kao lek za popravljanje raspoloZenja.
Iako je ,,0lovna kuga“ vladala svetom dugi niz godina, tek su Paracelsus i Ramazini otvorili o¢i
strucnoj javnosti i konacno jasno povezali toksicnost sa simptomima trovanja kod rudara i osoba koje
su se bavili grn¢arstvom, a bili su izloZeni olovu [72,73].

1.2.1. lzvori ekspozicije

Olovo se u prirodi nalazi u obliku minerala sa kiseonikom i sumporom (PbS, PbSQO,4, PbCO3, Pb30,).
Rude olova su veoma rasprostranjene u svetu, medutim pored prirodnih izvoriSta, antropogena
aktivnost je dodatno doprinela emitovanju olova u prirodi rezultujuéi viSestrukom povecanju Pb u
zivotnoj sredini (preko hiljadu puta) u poslednja tri veka [48]. Najvece oslobadanje olova je u
rudnicima olova, prilikom iskopavanja i obrade ruda, potom metalurgija, proizvodnja baterija, upotreba
goriva, spaljivanje otpada. Olovo je otporno na koroziju, lepo se oblikuje i savija te je naslo Siroku
primenu u proizvodnji cevi, baterija, satme, akumulatora, ali i pigmenata, keramike te kao antideonator
u proizvodnji goriva (tetraetil olovo). Tri glavna antropogena izvora olova su olovni benzin, boje koje
sadrze Pb i baterije. Medutim, izloZenost olovu je prepoznata kao veliki zdravstveni problem, zbog
Cega su mnoge drzave zabranile njegovu upotrebu u ovim ali i u drugim proizvodima, tako da je
narocito nakon zabrane upotreba olova kao aditiva u benzinu drasti¢no smanjena njegova koncentracija
u zivotnoj sredini. Upotreba boja koje su sadrzale Pb zabranjena je 1978. godine, pesticidi na bazi Pb
su zabranjeni 1988. godine, primena Pb kao antidetonatora u gorivu 1996. godine, a pocetkom 2017.
godine donet je Zakon 0 zabrani kori$¢enja olovne municije, ali je ubrzo povucen [74]. Prema
podacima ATSDR u 2014. godini preko 70 kompanija u SAD upotrebljavala je olovo za proizvodnju
municije, gradevinskog materijala, prekrivaca za strujne 1 komunikacione kablove, stakla, pigmenata,
delova elektronske i pomocne opreme, delova za automobile kao i baterija za raCunare i
telekomunikacione mreze [75]. Visoko zagadena podrucja u blizini industrijskih postrojenja koja se
dovode u vezu sa olovom, odlikuju se ve¢im koncentracijama Pb u vodi, vazduhu i zemljistu, gde se i
o¢ekuju vece koncentracije Pb u proizvodima koji su namenjeni za ishranu. Prose¢ne koncentracije Pb
u mleku i proizvodima od mleka, vocu i povréu su veoma niske, obi¢no i ispod detekcionih limita
instrumentalnih tehnika. Nesto veée koncentracije mogu se naci u zelenim lisnatim povrtarskim
kulturama, poput spanaca i zelene salate, kao i u paradajzu. Potom, kao i kod kadmijuma, ali u dosta
manjem procentu, olovo se moze nac¢i u duvanu i duvanskom dimu. Procenjena vrednost nedeljnog
unosa Pb opste populacije u Srbiji krece se u intervalu od 4,725 do 34,363 ug Pb/kg t.m. pri ¢emu
povecan rizik postoji samo za maksimalan unos. Najvece koncentracije Pb izmerene su u grupi ¢ajeva i
zacinima (140 ng/g) kao i dodacima jelu (80 ng/g), a najveci doprinos ukupnom unosu Pb imale su
zitarice i brasno (30,6%) kao i krompir (7,1%) [76]. U svetu, prose¢an unos Pb putem hrane iznosi
0,576 pg/dan [75], a prema podacima JECFA prethodno prihvacena vrednost PTWI od 25 pg Pb/kg



t.m. smatra se nebezbednom, imaju¢i u vidu znacajnu osetljivost dece na toksi¢no dejstvo olova, i
povucena je [77].

1.2.2. Toksikokinetika

Glavni putevi izloZenosti opSte populacije olovu su oralni (putem hrane i vode), inhalacioni (putem
vazduha) i dermalni (preko koze). Apsorpcija nakon oralne ekspozicije se odvija primarno u
duodenumu aktivnim transportom, difuzijom kroz intestinalne epitelne celije (transcelularno), a kao
dvovalentni katjon i Pb moze Koristiti kanale za kalcijum kao i transporter za dvovalentne jone (DMT-
1), kanale za simport i antiport (Ca*-Mg®*-ATP-aza, Ca®*/Na*-ATP-aza) koji pokazuju kinetiku
zasi¢enja. Apsorpcija Pb u gastrointestinalnom traktu se menja sa godinama starosti, te je kod dece
znacajno veca U odnosu na odrasle osobe. Tako se vrednosti apsorpcije za decu kre¢u u intervalu od 40
do 50% naspram odraslih kod kojih je apsorpcija daleko manja i iznosi od 3 do 10%. Na apsorpciju
znacajno utie prisustvo i vrsta hrane u gastrointestinalnom traktu pri ¢emu Kkalcijum i fosfati iz hrane
smanjuju apsorpciju. Sa druge strane, znac¢ajnu ulogu u apsorpciji Pb ima i nutricioni status organizma.
Naime, poveéana apsorpcija Pb u gastrointestinalnom traktu pokazana je kod anemije uzrokovane
nedostatkom gvozda i kod hipokalcijemije [75]. Nakon apsorpcije Pb se u organizmu distribuira putem
krvi, dominantno se nalazi u eritrocitima (preko 90%), ali i vezan za proteine plazme [78]. Glavni
mehanizmi koji su odgovorni za ulazak Pb u eritrocite su anjonska izmena zavisna od bikarbonata, Ca®*
kanali i Ca?*/Mg”**-ATP-aza. Nakon ulaska u eritrocite, Pb se vezuje za dehidratazu 3-aminolevulinske
kiseline (3-ALAD), jedan od klju¢nih enzima u sintezi hemoglobina, dok je daleko manjim procentom
vezan i za druge enzime/proteine male molekulske mase u eritrocitima. U plazmi, Pb se moze
transportovati vezan za albumin, potom putem proteina male molekulske mase, metalotioneina, te kao
ucestvuje u transportu olova kroz organizam je istovremeno i ciljni organ toksi¢nosti [9,75]. Olovo se
putem Krvi distribuira u jetru, bubrege ali i u ostale organske sisteme. Dugo poluvreme eliminacije Pb
(>10 godina) rezultat je njegovog deponovanja u kostima (>90% apsorbovanog Pb se deponuje u
kostima). Manje koncentracije Pb se mogu naci i u mekim tkivima. Distribucija Pb u mekim tkivima,
uzimajuci aproksimativnu vrednost za jetru 1, izrazena kao odnos organ/jetra iznosi: 1 za jetru, 0,8 za
bubrege, 0,4 za pankreas, 0,4 za jajnike, 0,3 za slezinu, 0,2 za prostatu, 0,2 za nadbubrezne Zlezde, 0,1
za mozak, 0,1 za masno tkivo, 0,08 za testise, 0,07 za srce, 0,05 za miSice [75]. Neorgansko olovo ne
podleze metabolickim reakcijama poput oksidacije 1 redukcije dok se organsko olovo metabolise putem
citohroma P-450 reakcijama oksidativne dealkilacije. Bez obzira na put ekspozicije olovo se primarno
ekskretuje putem urina i fecesa, a manjim procentom putem znoja, pljuvacke, preko kose i noktiju,
seminalne te¢nosti kod muskaraca, i putem mleka kod osoba zenskog pola [75].

1.2.3. Mehanizmi toksi¢nosti

Olovo je jedan od najviSe proucavanih toksi¢nih metala. Studije realizovane na ovu temu utvrdile su
brojne celijske, intracelularne i molekularne mehanizme koji se nalaze u osnovi toksi¢nosti olova.
Vezivanjem za sulfhidrilne grupe proteina olovo narusava aktivnost brojnih signalnih puteva, uti¢e na
rast i diferencijaciju ¢celija, gensku ekspresiju, narusava normalno funkcionisanje metabolickih puteva
kao i energetski metabolizam. Potom, vezivanjem za sulfhidrilne grupe olovo inhibira i aktivnost
enzima antioksidativne zastite (SOD, CAT, GPx, G6PD) i redukuje nivo glutationa [18,20].
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lako olovo nije Fentonov metal, generisanje slobodnih radikala i narusavanje homeostaze oksidativnog
statusa jedan je od vaznih mehanizma njegove toksi¢nosti. Dva nezavisna medusobno povezana
mehanizma koja se nalaze u osnovi slobodnoradikalskog oste¢enja su generisanje reaktivnih vrsta
kiseonika i/ili azota i troSenje antioksidativne zaStite c¢elija. Tako, inhibicijom &-ALAD dolazi do
akumulacije 6-aminolevulinske kiseline koja dovodi do generisanja reaktivnih vrsta kiseonika usled
autooksidacije [20]. Takode, olovo se odlikuje sposobno$¢u razmene elektrona i formiranja kovalentnih
veza sa funkcionalnim grupama koje sadrze ne samo sumpor, ve¢ i Kiseonik i azot, naruSavajuci
biolosku funkciju brojnih biomolekula [12,13].

Olovo ima sposobnost zamene dvovalentnih katjona, poput Ca, Mg, Fe, Zn i Se, narusavajuci
funkcionisanje fundamentalnih procesa u organizmu kao $to su homeostaza kalcijuma, prelazak jona
kroz celijske membrane, intra i interéelijska signalizacija, rast i diferencijacija, ekspresija gena,
apoptoza [18]. Generisanje slobodnih radikala i nastanak oksidativnog stresa je jedan od mehanizama
koji povezuje olovo sa inflamacijom, jednim od klju¢nih obelezja ekspozicije olovu. Naime, nastanak
oksidativnog stresa aktivira proinflamatorne citokine (NFxB) i AP-1 i povecava sintezu citokina,
prostaglandina, tromboksana [75]. Vezivanjem za sulfhidrilne grupe i zamenom bioelemenata u
aktivnim centrima brojnih enzima olovo ne narusava samO OKsidativnu ravnotezu veé generise i
nastanak lipidne peroksidacije, narusava funkciju proteina i dovode do strukturnih promena molekula
DNK.

Genotoksican potencijal olova u in vitro studijama na ¢elijskim linijama sisara je slab i/ili je ograni¢en
na visoke koncentracije. Olovo ne ispoljava mutageno dejstvo u studijama na prokariotima dok je
porast broja DNK osteCenja pokazan u studijama na izolovanim DNK sistemima [44]. Takode, u
izvesnim humanim studijama pokazan je epigenetski potencijal olova izrazen preko narusene metilacije
DNK kao i promenama u mitogenezi. Tako su studije pokazale pozitivhu korelaciju izmedu
koncentracije Pb u krvi (>10 pg/dL) sa mutacijom gena, oSte¢enjem i metilacijom DNK, skra¢enjem
telomera i aberacijom hromozoma [75]. Apoptoza je jo$ jedan od poznatih mehanizama koji se nalaze u
osnovi toksic¢nosti olova. Inicijalni dogadaj u apoptozi je interakcija i zamena jona kalcijuma u ¢elijskoj
membrani mitohondrija koja narusava potencijal ¢elijske membrane mitohondrija [75].

1.2.4. Ciljni organi toksi¢nosti

Toksican efekat olovo ostvaruje na krv i krvotvorne organe, jetru, bubrege, centralni i periferni nervni
sistem, kardiovaskularni, endokrini, imuni i reproduktivni sistem. Toksi¢an efekat olova na
hematopoezni sistem manifestuje se mikrocitnom hipohromnom anemijom nastalom kao posledica
inhibicije sinteze hema (olovo je najpoznatiji inhibitor tri klju¢na enzima u sintezi hemoglobina) i
narugene funkcije eritrocita usled smanjene aktivnosti pirimidin-5'- nukleotidaze i akivnosti Ca?*/Mg**-
ATP-aze. Potom, smanjenom sintezom eritropoetina na nivou bubrega olovo dodatno doprinosi
nastanku anemije. Hepatotoksican efekat olova prepoznat je kod radnika profesionalno izlozenih olovu,
okarakterisan hepatomegalijom, povecanom aktivnoscu jetrinih enzima (transaminaze) kao i narusenim
metabolizmom holesterola sa povec¢anim vrednostima ukupnog holesterola u krvi. Enzimurija, gubitak
proteina male molekulske mase, neselektivan gubitak proteina, naruSen transport organskih anjona te
smanjena brzina glomerularne filtracije, odlika su naruSenog funkcionalnog integriteta bubrega nastao
kao posledica proksimalne tubularne nefropatije, skleroze glomerula kao i intersticijalne fibroze usled
nefrotoksi¢nog efekta olova. Uporedujuéi sa organskim sistemima na koje olovo deluje, nervni sistem
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uticaj Pb na kognitivne, neuromotorne i neurosenzitorne funkcije, odnosno neurobihevioralan efekat Pb
i ukazale su na izrazitu vulnerabilnost dece uzrasta do 5 godina, usled nerazvijene krvno-mozdane
barijere. Dodatno, zabrinjavajuca Cinjenica je i da placenta ne zadrzava olovo kao i da deca mogu biti
izlozena olovu i putem majéinog mleka. EpidemioloSke studije ukazale su na pozitivnu korelaciju
izmedu koncentracije Pb u krvi i poveéanog krvnog pritiska, ateroskleroze kao 1 drugih
kardiovaskularnih bolesti [18,19,34,48,75,79,80].

Krajem XX veka olovo je prepoznato i kao endokrini ometa¢, odnosno metaloestrogen, a U in Vitro
studijama pokazan je izvestan afinitet Pb prema ER, sposobnost inhibiranja vezivanja estradiola za
receptore i istiskivanja cinka iz cink domena ER. Potom, olovo moze da poveca ekspresiju estrogen
zavisnih gena i proliferaciju estrogen zavisnih ¢elija do veceg nivoa od ekspresije koju reguliSe sam
estradiol [42]. Direktna inhibicija sekrecije humanih gonadotropina, smanjena ekspresija regulatornog
proteina steroidogeneze, smanjeno oslobadanja hormona hipofize usled interferencije sa sistemom
katjon zavisnih sekundarnih glasnika su dodatni potencijalni mehanizam kojim olovo moze narusiti
homeostazu hormona [75]. lzvesne studije ukazale su na povezanost visokih koncentracija Pb u krvi
(>10 pg/dL) sa disbalansom hormona §titaste zlezde (TSH, T3 i T4), kortizola, vitamina D, hormona
rasta, ali i polnih hormona muskaraca i zena. Medutim, dobijeni rezultati toksi¢nog efekta Pb na nivoe
polnih hormona (FSH, LH, testosteron), kao i na reproduktivnu sposobnost muskaraca i Zena, su jos
uvek nekonzistentni [75].

Prema podacima IARC, usled dovoljno dokaza na zivotinjama ali ograni¢eno na ljudima, olovo je
svrstano u grupu 2A karcinogena (agens je verovatno karcinogen), a izlozenost olovu se dovodi u vezu
sa pojavom karcinoma Zeluca, pluca, gastrointestinalnog trakta, bubrega, pankreasa, besike i prostate
[44,48]. lako je signifikantan citotoksi¢an potencijal Pb pokazan u in vitro studijama sa MCF-7
kulturom celija [81], kao i sposobnost aktivacije ER MCF-7 ¢elija [82], dostupne studije jo§ uvek
decidno ne prepoznaju Pb kao znacajnog agensa koji se dovodi u vezu sa karcinomom dojke, te se
olovo ne nalazi na aktuelnoj IARC listi uzro¢nika karcinoma dojke [46]. U studijama sa Zenama
obolelim od karcinoma dojke pokazane su znacajno vise koncentracije Pb u tumorskim tkivima dojke
[51,52] u odnosu na zdrava tkiva, medutim, kohortna studija [54] koja je objedinila istraZivanje tri
prospektivne studije nije pokazala pozitivhu korelaciju izmedu koncentracije Pb u krvi 1 rizika od
pojave karcinoma dojke.

Znacajna uloga Pb u etiologiji karcinoma prostate pokazana je 2002. godine u studiji Siddiqui i sar.
[83]. Naima, ova grupa autora je nakon evaluacije dobijenih rezultata za nivo Pb u krvi muskaraca sa
dijagnozom benigne hiperplazije prostate i karcinomom prostate ukazala na znacajno viSe
koncentracije Pb kod ovih pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu koju su ¢inili zdravi muskarci.
Takode, pacijente su pratile niZze koncentracije Zn i Cu, a znacajna pozitivna korelacija pokazana je
izmedu nivoa Pb i malondialdehida, odnosno negativna izmedu Pb i nivoa glutationa. Dobijeni rezultati
ove grupe autora ukazali su na potencijalnu ulogu olova u nastanku benigne hiperplazije prostate kao i
karcinoma prostate preko generacije slobodnih radikala kiseonika i smanjenog nivoa cinka [83]. Potom,
rezultati kohortne studije u kojoj je ucestvovalo 122 radnika fabrike baterija, ukazali su da pored
poviSenih nivoa Pb u krvi postoji i izmenjen profil polnih hormona [84]. NaruSena reproduktivna
sposobnost muskaraca nastala kao posledica profesionalne izlozenosti Pb, kao i signifikantna korelacija
izmedu Pb u krvi sa smanjenom veli¢inom testisa, objasnjava se njegovim toksi¢nih dejstvom na nivo
polnih hormona, na broj, pokretljivost i morfologiju spermatozoida kao i direktnim toksi¢nim dejstvom
na seminiferozne tubule testisa [68,69,84-86].
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1.2.5. BioloSki monitoring

Koncentracije Pb u krvi, urinu, jetri, bubrezima, kostima, kosi kao i drugim tkivima mogu se koristiti
kao bioloski indikatori izlozenosti. Za procenu stepena izlozenosti opste populacije i profesionalne
izloZzenosti kao materijal izbora koriste se krv i urin. Dostupnost ova dva bioloska materijala kao 1
tehnika obrade i analiziranja uzoraka ih nesumnjivo ¢ine najvise koris¢enim uzorcima za procenu nivoa
olova u organizmu. Medutim, Kkrv reprezentuje manje od 2% telesnog opterecenja olovom, odraz je
skorasnje ekspozicije, u prethodnih nekoliko meseci, a Pb se i brzo distribuira putem krvi po organima.
Takode, koncentracija Pb u krvi moze znacajno da varira u zavisnosti od starosti kao i fizioloSkog
stanja organizma, poput graviditeta, laktacije, menoapuze. Prema podacima Centra za kontrolu i
prevenciju bolesti (eng. Center for Disease Control and Prevention, CDC) prose¢na koncentracija
olova u krvi treba da bude <10 pg/dL za odrasle i <5 pg/dL za decu [75], medutim, prema novijem
izvestaju, a na osnovu NHANES studije (2015-2016 i 2017-2018), CDC je dao preporuku na osnovu
koje prosec¢na koncentracija Pb u krvi kod dece treba da bude manja od 3,5 pg/dL [87]. Prosec¢na
koncentracija Pb u krvi odraslih stanovnika Srbije koji nisu profesionalno izlozeni krece se u intervalu
0,85-7,21 pg/dL za nepusace, odnosno 1,41-10,42 pg/dL za pusace [70]. Sa druge strane, Pb u urinu
reflektuje telesno opterecenje kao i odgovor na aktuelnu ekspoziciju. lako je tehnika skupljanja 24 h
urina neinvazivna, koncentracija Pb u urinu je podlozna varijacijama, kao i u krvi, a za interpretaciju
rezultata neophodno je izraGunavanje brzine glomerularne filtracije. Sa druge strane, urin je dobar
bioloSki materijal za evaluaciju ekskretovanog olova nakon primene helatne terapije (mobilizacija
olova), te za procenu telesnog optere¢enja. Na osnovu nacionalnog izvestaja SAD iz 2015-2016. godine
o izlozenosti hemikalijama iz zivotne sredine (eng. Fourth National Report on Human Exposure to
Environmental Chemical) prose¢ne koncentracije Pb u urinu kretale su se u intervalu 0,233-0,288
pg/dL u populaciji zena, odnosno 0,285-0,343 ug/dL za muskarce [75].

Razvojem neinvazivne XRF tehnike za merenje koncentracije Pb u kostima postignuta je bolja procena
telesnog opterecenja, uzevsi u obzir podatak da su kosti glavno mesto deponovanja olova u organizmu
sa udelom od preko 90%. Naime, koncentracija Pb u kostima predstavlja biomarker produzene
izloZenosti Pb, te za razliku od Krvi i urina, ima §iru primenu u epidemioloskim studijama u kojima je
cilj procena hroni¢ne izloZenosti olovu. Vazno je istaci i ¢injenicu da raspodela Pb u kostima nije
uniformna, odnosno, akumulacija Pb se dominantno deSava u regionima aktivne kalcifikacije u
vremenu ekspozicije. Tako je kod dece najveca kalcifikacija prisutna u trabekularnim kostima, gde se
mogu ocekivati i najveée koncentracije Pb ukoliko je ekspozicija bila u periodu detinjstva. Pored ova
tri bioloska materijala, za procenu ekspozicije se mogu Koristiti i druge telesne te¢nosti (saliva, znoj,
mleko, semena tecnost), uzorci mekih tkiva kao i nokti, kosa i zubi [75,79].

Sa druge strane, za procenu ekspozicije olovu mogu se koristiti biomarkeri efekta, odnosno merljive
biohemijske ili fizioloske promene nastale kao posledica dejstva ispitivanog analita. U tu namenu,
koriste se parametri narusene biosinteze hema s obzirom da olovo inhibira aktivnost dehidrataze delta-
aminolevulinske kiseline koja katalizuje stvaranje porfobilinogena, ferohelataze koja ugraduje gvozde
u hem i koproporfirinogen dekarboksilaze koja koproporfirinogen prevodi u protoporfirin IX.
Posledi¢no, u krvi i urinu se mogu detektovati vece aktivnosti 5-ALAD kao i vece koncentracije
koproporfirina, dok se u eritrocitima akumuliraju protoporfirin IX i cink protoporfirin (ZPP). Takode,
usled inhibicije pirimidin-5'-nukleotidaze dolazi do nagomilavanja rRNK i karakteristi¢nog izgleda
eritrocita (bazofilno punktirani eritrociti). Koncentracije hemoglobina, eritropoetina i vitamina D u
krvi, iako su biomarkeri efekta, nisu specifi¢ni samo za olovo [79,88]. Nakon multivarijantne logisticke
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regresije u jednoj od humanih studija, znacajan prediktivan potencijal kao i pozitivna korelacija
pokazana je izmedu koncentracije olova u krvi i hematokritne vrednosti (za decu iznad 15 godina), te
koncentracije olova u krvi i serumske koncentracije ukupnih IgA (za decu starosti od 6 meseci do 6
godina) [48].

Urin kao bioloski materijal koristi se za kontrolu mobilizacije olova iz organizma. Terapija hroni¢nog
trovanja olovom ima za cilj da smanji telesne rezerve olova kontrolisanom mobilizacijom iz kostiju.
Nekoliko helatnih agenasa koristi se za ovu namenu poput CaNa,-EDTA, penicilamin i DMSA, a
tretman se sprovodi uz strogi nadzor lekara i toksikologa [88]. Helatni agensi heliraju Pb iz kostiju i
mekih tkiva, brzo se izluCuju iz organizma putem urina, medutim nezeljene efekte ispoljavaju usled
neselektivnosti heliranja drugih dvovalentnih jona te se primena helatnih agenasa ne preporucuje kada
je koncentracija Pb u krvi < 25 pg/dL [48].

13



1.3. Karcinom dojke

Karcinom dojke je jedan od naj¢e$¢ih tumora Sirom sveta i vodeéi uzro¢nik smrti od karcinoma u
populaciji Zena. Iako se u poslednjih nekoliko godina u razvijenim zemljama registruje blagi pad
mortaliteta od karcinoma dojke, ova bolest je 1 dalje vodeca medu malignim bolestima kod zena. Prema
podacima SZO i IARC karcinomi dojke se sa visokom incidencom od 24,5% nalaze na prvom mestu
zastupljenost karcinoma kod osoba Zenskog pola iza kojih slede kolorektalni karcinomi (9,4%) i
karcinomi pluéa (8,4%). Takode, prema istim podacima, karcinomi dojke su sa izrazito visokom
incidencom od ¢ak 15,5% nalaze na prvom mestu letalnih ishoda medu karcinomima kod osoba
zenskog pola [89].

Prema podacima Instituta za zaStitu zdravlja Srbije ,,.Dr Milan Jovanovi¢ Batut® iz 2015. godine
(Cancer incidence and mortality in Central Serbia, 2015) kod osoba Zenskog pola na prvom mestu po
ucestalosti nalaze se karcinomi dojke (24,1%). Prema istim podacima, zastupljenost karcinoma dojke
kod osoba Zenskog pola progresivno raste od uzrasta 20 godina sa pikom od 55 do 69 godina. U Srbiji,
kao i u svetu, karcinomi dojke su vodeci uzro¢nik smrti obolelih Zena sa dijagnozom karcinoma

(18,9%) [90].

Karcinom dojke je multifaktorska bolest. Etiologija i patofiziologija maligne proliferacije tkiva dojke,
iako je predmet brojnih istrazivanja, jo§ uvek je nedovoljno razjasnjena. Pokazano je da postoji vise
faktora koji su udruzeni sa povecanim rizikom za nastanak karcinoma dojke, od kojih su neki
nepromenljivi i na njih se ne moze uticati, dok su drugi promenljivi i vezani su za stil zivota individue.
Glavni faktori rizika koji se dovode u vezu sa pojavom karcinoma dojke su pol i godine starosti.
Ucestalost karcinoma dojke raste sa godinama i udvostrucuje se na svakih deset godina do perioda
menopauze [91]. Vecina karcinoma dojke javlja se kod Zena bez pozitivne porodi¢ne anamneze, dok se
manji procenat (5-10%) od svih karcinoma dojke smatra hereditarnim. Najblizi srodnici nosioca
mutacije imaju 50% Sanse da budu nosioci iste mutacije, ali sami nosioci mutacije ne moraju razviti
karcinom. Mutacije mnogih gena se dovode u vezu sa pojavom karcinoma dojke [92-94], medutim
visokorizi¢ni i visokopenetrabilni BRCA1l i BRCA2 geni (eng. breast cancer gene) [93,95] su
najznacajniji. Do dana$njih dana otkriveno je oko 2000 mutacija u svakom od njih, pri ¢emu nemaju
sve mutacije podjednaki doprinos u odnosu na rizik za nastanak karcinoma dojke. Tako je oko 65%
naslednog karcinoma dojke kod Zena povezano sa prisustvom mutacije u BRCA1/BRCA2 genima
[92,94,95].

U ostale faktore koji se dovode u vezu sa povecanom incidencom pojave karcinoma dojke, a koji
pripadaju grupi nepromenljivih ¢inilaca, spadaju rasa (Zene bele rase imaju ne$to veéi rizik od nastanka
karcinoma dojke), gusto tkivo dojke (denzno) koje se odlikuje ve¢im udelom Zlezdanog i fibroznog
tkiva a manjim procentom masnog tkiva, te benigne promene dojke. Potom, rana menarha (pre 12.
godine), kasna menopauza (nakon navrSene 55. godine), kasna prva trudnoca (nakon 30. godine), ili
neradanje povecavaju rizik od obolevanja. Naime, Zene koje nisu radale su u dvostruko ve¢em riziku
od osoba koje su radale. Radijaciona terapija u toku nekog medicinskog tretmana, posebno u predelu
grudnog koSa i u periodu puberteta, nosi sa sobom povecan rizik od pojave ove vrste karcinoma
[91,93,96-98].

Iako epidemioloske studije povezuju gojaznost sa pojavom karcinoma, molekularni mehanizmi koje se
nalaze u osnovi karcinogeneze dojke su jo$ uvek predmet intenzivnog istrazivanja, upravo zbog
kompleksnosti stanja kao §to je gojaznost sa jedne strane, a sa druge, raznorodnosti onkogenih promena
kod razli¢itih tipova karcinoma. Gojaznost karakteriSe metabolicki aktivno, uvecano i reprogramirano
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masno tkivo koje izaziva lokalnu inflamaciju i povecanu sintezu inflamatornih citokina [99] koji u
saradnji sa sistemskim fizioloSkim promenama doprinosi disbalansu hormona. Sa druge strane,
hipertrofija i hiperplazija adipocita umanjuje njihovu vaskularizaciju, §to vodi hipoksiji i promociji
oksidativnog stresa, insulinskoj rezistenciji, ishemiji, te nekrozi uz oslobadanje proteina inflamacije i
angiogenezi povecavajuci rizik od nastanka karcinoma dojke ali i prostate [91,93,99-101].

Uloga polnih hormona u etiologiji karcinoma dojke prepoznata je pre gotovo tri veka kada je
Bernadino Ramazzini, otac medicine rada, u svojoj knjizi De morbis artificum diatriba (Diseases of
workers) povezao nuliparitet sa visokom ucestaloS¢u karcinoma dojke u populaciji monahinja. Iako
autor nije decidno doveo u vezu neradanje sa povecanom incidencom karcinoma dojke, publikovano
zapazanje je podiglo nau¢nu svest o povezanosti reprodukcije sa smanjenim rizikom od karcinoma
dojke sto je 1 potvrdeno pocetkom XX veka, Janet Lane-Claypon case-control studijom [96]. Dodatan
znacaj u karcinogenezi dojke estrogen je dobio i nakon uo¢enog smanjenog rizika obolevanja kod zena
nakon bilateralne ooforektomije i nakon uklanjanja ovarijuma u ranoj zivotnoj dobi [98] te da je gotovo
75% karcinoma dojke estrogen receptor pozitivno i da reaguje na estrogene, a da je vecina ER
negativnih karcinoma rezistentna na endokrinu terapiju [98]. Sa tim u vezi, imunohistohemijska
klasifikacija karcinoma dojke koja je zasnovana je na analizi ekspresije receptora za polne hormone,
pored histoloske klasifikacije [102], od posebne je vaznosti ne samo pri odabiru odgovarajuce terapije
ve¢ i pri odredivanju bioloskog potencijala karcinoma. The Endogenous Hormones and Breast cancer
Collaborative Group [103] sumirala je rezultate sedam prospektivnih studija istiCu¢i pozitivhu
korelaciju rizika od nastanka karcinoma dojke sa pove¢anim nivoima ukupnog estradiola, slobodnog
estradiola, estrona, androstenodiona, dehidroepiandrosteron sulfata (DHEA-S), testosterona i
slobodnog testosterona [103]. Takode, postavljena je i hipoteza da se genetski polimorfizam enzima
ukljuc¢enih u metabolizmu estrogena kao i polimorfizam gena odgovornih za sintezu ER dovode u vezu
sa rizikom od obolevanja [98].

lako specifi¢ni mehanizmi koji su odgovorni za preusmeravanje metabolizma holesterola u fizioloskim
uslovima ka metabolizmu u malignim ¢elijama jo§ uvek nisu rasvetljeni, klinicka 1 eksperimentalna
istrazivanja ukazuju na ,,glad“ tumorskih celija za holesterolom [104,105]. Izmena lipidnog profila
primecena je kod Zena sa benignim 1 malignim promenama dojke, medutim, dostupne epidemioloske
studije, zbog dobijenih divergentnih rezultata, jo§ uvek decidno ne utvrduju obrasce povezanosti [106].
Sa druge strane, izvesne studije ukazuju da kadmijum i olovo toksi¢ne efekte ostvaruju i na
metabolizam lipida, pri ¢emu je pozitivna korelacija izmedu dislipidemije i koncentracije Pb u krvi
pokazana kod izlozenih radnika [107], medutim, za niske koncentracije Cd i Pb u krvi korelacija je bila
veoma ogranic¢ena [108].

Uzimajud¢i u obzir metaloestrogeni potencijal Cd i Pb pokazan u in vitro studijama [50,82], estrogeni
potencijal pokazan u in vivo studijama na animalnim modelima kao i studijama kod ljudi [40,42], sve je
vise dokaza o povezanosti Cd i Pb sa nastankom/progresijom karcinoma dojke. Dok Mohammadi i sar.
[51] ispitujuéi Cetiri regiona tkiva dojke dobijena nakon mastektomije pacijentkinja obolelih od
karcinoma dojke nisu nasli znacajnu razliku u koncentracijama Cd i Pb ovih regiona, kao ni Gaudet i
sar. [109] nakon evaluacije tri prospektivne studije Cd i Pb nisu prepoznali kao znacajne varijable
udruzene sa povecanim rizikom od nastanka karcinoma dojke, druge studije jesu. Tako su Hilal i sar.
[52] kao i Siddiqui i sar. [110] jasno ukazali na zna¢ajno vec¢u koncentraciju Cd i Pb u tumorskom tkivu
u odnosu na okolno zdravo tkivo iste dojke.
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1.4. Karcinom prostate

Sa incidencom obolevanja od 14,1% karcinomi prostate nalaze se medu pet najucestalijih karcinoma
kod osoba muskog pola u svetu, ta¢nije na drugom mestu, odmah iza karcinoma pluc¢a, odnosno na
petom mestu letalnih ishoda od karcinoma u populaciji muskaraca [89]. Prema podacima Instituta za
zaStitu zdravlja Srbije "Dr Milan Jovanovi¢ Batut" iz 2015. godine (Cancer incidence and mortality in
Central Serbia, 2015) kod osoba muskog pola karcinomi prostate nalaze se na treCem mestu po
ucestalosti obolevanja (10,2%) i smrtnosti (9,1%), iza karcinoma pluca (19,6%) i karcinoma debelog
creva (13,4%) [90].

Poznati faktori rizika koje se dovode u vezu sa karcinomom prostate su pre svega godine starosti,
etnicka pripadnost i genetska predispozicija [101]. lako je ucestalost karcinoma prostate visoka, i da
incidenca obolevanja drasti¢no raste sa godinama starosti [100], ¢injenica je da veliki broj muskaraca
ima latentni karcinom koji retko napreduje u invazivnu klinicku sliku [101]. Diskrepanca obolevanja
kod razli¢itih nacija pre svega se pripisuje razlikama u socijalno-ekonomskim, ekoloskim i genetskim
faktorima. Tako je veéa incidenca obolevanja primecena kod Afro-Amerikanaca u odnosu na
Amerikance bele rase [111], potom kod stanovnika severne i centralne Evrope u odnosu na juznu i
istocnu Evropu [101]. Takode, kao genetski heterogen karcinom ima izrazeniju porodi¢nu
predispoziciju u odnosu na karcinome dojke i debelog creva za koje je uloga genetskog faktora dobro
poznata [111]. Geni ¢ije se mutacije dovode u vezu su povecanim rizikom obolevanja su HOXBI13 i
BRCAZ2, ali i CHEK2, PALB2, NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrome 1), MLH 1-2,6 i PMS2
[112,113]. Tako je u nekoliko studija pokazano da Afro-Amerikanci imaju cesto 8q24 varijantu
hromozoma koja se dovodi u vezu sa vecom incidencom obolevanja, kao i visoki stepen varijacije gena
tumor supresora poput EphB2 kao i BCL2, regulatornog gena apoptoze [100].

Sa druge strane, podaci ukazuju da ishrana, konzumiranje alkohola, pusSenje, fizicka neaktivnost,
izlozenost UV zracima kao 1 profesionalna izloZenost toksi¢nim supstancama imaju znacajnu ulogu u
nastanku karcinoma prostate. Takode, hroni¢na inflamacija, prostatitis, seksualno prenosive bolesti
poput herpes simplex virusa, humanog papiloma virusa (eng. human papilloma virus, HPV) te razli¢ite
bakterijske infekcije, se dovode u vezu sa pove¢anom incidencom obolevanja od karcinoma prostate
[100,101].

Prostata je hormon zavistan organ koji za normalan strukturni i funkcionalni integritet zahteva hormon
testosteron koji se sintetiSe u Leydig-ovim ¢elijama testisa dok manje koli¢ine nastaju na periferiji. Jo$
davne 1941. godine naucnici su postavili tzv. androgenu hipotezu ukazuju¢i na izvesnu ulogu polnih
hormona u nastanku karcinoma prostate [17], koju su dodatno potvrdile mutacije gena za
hidroksisteroid 17-p dehidrogenezu, Sa-reduktazu, CYP17, CYP3A4, CYP19A kao i gena odgovornih
za ER, ucesnika u metabolizmu androgena [100]. Tako su in vitro i in vivo modeli ukazali na znacajnu
ulogu estrogena u patogenezi karcinoma prostate, pri ¢emu estradiol povecava proliferaciju humanih
¢elija karcinoma prostate (LNCaP c¢elije) dok istovremena primena antiestrogena ponistava ulogu
estradiola ukazujuc¢i na moguci sinergizam estradiola i testosterona na tkivo prostate [114]. Sa druge
strane, rezultati studija ukazuju da i oksidativan stres ima znacajnu ulogu u etiologiji ove bolesti [111].

Uloga toksi¢nih metala kao faktor rizika u nastanku karcinoma prostate jo§ uvek je predmet brojnih
istrazivackih radova. Apoptoza ventralnog lobusa prostate primeéena je kod Wistar pacova nakon
akutne s.c. injekcije Cd (0,5, 10 i 20 pmol/kg t.m.) koja je bila pra¢ena povecanom ekspresijom tumor
supresora (p53) i protoonkogena (c-jun) [33], dok je u eksperimentalnom modelu sa Charles foster
pacovima akutna i.p. ekspozicija Cd (20 pg/kg t.m.) dovela do znac¢ajnog uvecanja prostate nakon 10-
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0g dana tretmana, smanjene ekspresije enzima So reduktaze, povecane ekspresije AR i ER-o, a
smanjene ER-B [61]. Takode, i nakon kastracije pacova primena Cd dovela je do uveéanja prostate
¢ime je sposobnost vezivanja Cd za steroidne receptore, tzv. mimikrija, potvrdena u ovom
eksperimentalnom modelu [61]. Case-control studija koja je obuhvatila oko 100 ispitanika sa
dijagnozom karcinoma prostate ukazala je poveanu incidencu obolevanja osoba koje su bile
profesionalne izlozene azbestu, Celiku, niklu, kadmijumu i olovu (OR=2,13) [115]. Znacajno vise
koncentracija Cd u krvi i tkivu prostate kod obolelih od karcinoma prostate, ukazujuéi na potencijalnu
implikaciju Cd u karcinomu prostate, pokazana je u humanim studijama [58,116,117]. Medutim, meta
analiza Ju-Kun i sar. [118] ukazala je na povezanost visoke izlozenosti Cd i incidence obolevanja u
populaciji koja je bila profesionalno izlozena Cd, medutim u opstoj populaciji ona nije bila prepoznata.

Sa druge strane, olovo je prepoznato kao potencijalni faktor rizika u nastanku karcinoma prostate [119].
U eksperimentalnom modelu jednomese¢na i.p. ekspozicija muzjaka pacova dozi od 0,05 mg Pb-
acetata u blizini prostate rezultovala je znac¢ajnim smanjenjem zapremine prostate. Medutim, iako
izloZzenost Pb nije rezultovala nastankom tumora, prisustvo skvamoznog epitela ukazalo je na
progresivne prekancerogene izmene prostate [120]. Medu prvim autorima Siddiqui i sar. [83] su
pokazali znacajno vise koncentracije Pb u Kkrvi ispitanika obolelih od karcinoma prostate u odnosu na
kontrolnu grupu zdravih muskaraca, $to je i1 potvrdila komparativna studija sa pacijentima obolelih od
karcinoma prostate koja je sprovedena u Pakistanu [117]. Znacajno viSe koncentracije Pb pokazane su i
u tumorskom tkivu obolelih od karcinoma prostate u odnosu na kontrolno tkivo ispitanika sa
dijagnozom benigne hiperplazije prostate [116].
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1.5. Karcinom testisa

Karcinomi testisa ne nalaze se na listi deset najucestalijih karcinoma kod mus$karaca, medutim, u
starosnoj kategoriji od 20 do 24 godina nalaze se na prvom mestu sa visokom incidencom obolevanja
od 14,6% [89]. Prose¢na godina starosti dijagnostikovanja karcinoma testisa, prema podacima
Americkog udruzenja za karcinome testisa (eng. Testicular cancer American cancer society) [121] je
33. Prema dostupnim podacima Instituta za zastitu zdravlja Srbije ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut* iz 2015.
godine [90], sa incidencom od 1,6%, karcinomi testisa se ne svrstavaju medu najucestalijim
karcinomima u populaciji musSkaraca na teritoriji Centralne Srbije. Karcinomi testisa ve¢inom nastaju
iz germinativnih ¢elija (90-95%) i preko 70% pacijenata se dijagnostikuje u prvoj fazi bolesti [122].

Glavni faktori rizika koji se dovode u vezu sa nastankom i progresijom bolesti su genetika, hormonski
status individue, izloZenost odredenim fizi¢kim, hemijskim i mikrobioloskim agensima [123]. Takode,
kriptorhizam, infekcija virusom humane imunodeficijencije (eng. human immunodeficiency virus,
HIV), godine starosti, rasa, gojaznost te fizicka trauma testisa su pridruzeni faktori rizika koji se
dovode u vezu sa nastankom karcinoma testisa [121]. Bez obzira na cCinjenicu da 90% osoba sa
dijagnozom karcinoma testisa nema pozitivau porodi¢nu anamnezu, verovatno¢a obolevanja ukoliko je
bolest prisutna kod najblizih srodnika (otac, brat) je 4 do 10 puta veca [123]. Geni odgovorni za
regulaciju transkripcije ¢elijskog razvoja (posnatalni razvoj testisa) GATA4 i GATAL, germ-cell geni
odgovorni za specifikaciju odredivanja pola (PRDM14 i DMRT1) kao i SALL4 geni odgovorni za
odrzavanje pluripotentnosti embrionalnih mati¢nih ¢éelija, su prepoznati kao znacajni geni ¢ije mutacije
se dovode u vezu sa povecanim rizikom za nastanak karcinoma testisa [123].

Budu¢i da je incidenca karcinoma testisa najveca kod mladih muskaraca nesumnjivo je da polni
hormoni imaju vaznu ulogu u etiologiji bolesti s obzirom da nivo polnih hormona ima pik vrednosti
upravo u periodu puberteta. Potom, endokrini ometaci kroz procese inhibicije transporta holesterola u
mitohondrije, ekspresije gena kao i aktivnosti enzima steroidogeneze, kljuéne faktore procesa
steroidogeneze, su prepoznati znaCajnim faktorima koji doprinose bolesti [124]. Pokazano je da
bisfenol A, dietilstilbestrol, ftalati kao i supstance sa estrogenom aktivno$¢u smanjuju ekspresiju
steroidnih gena rezultujuéi niZom koncentracijom testosterona. Takode, primecena je 1 povecana
incidenca seminoma kod radnika u proizvodnji plastike koji su izlozeni polivinil hloridu (PVC), kao i
kod muskih potomaka Zena koje su bile izlozene polihlorovanim bifenilima (PCBs) [124].

Uzevsi u obzir podatak da Cd pripada negenotoksi¢nim karcinogenima, kao i da ispoljava efekte na
tkivo testisa koji se ne dovode u direktnu vezu sa karcinogenezom, studije ukazuju da indirektnim
putem Cd moze doprineti nastanku karcinoma testisa [30]. Apoptoza spermiogenog epitela testisa, ali
ne Sertoli i Leydig-ovih ¢elija Wistar pacova, dozno i vremenski zavisna, redukovana ekspresija p53
gena kao i povecana ekspresija MT-1 gena, pokazane su u in vivo modelu [33] nakon akutne s.c.
primene Cd (0,5, 10 i 20 umol/kg t.m.). Potom, u studiji sa muzjacima pacova nakon akutne i.p
ekspozicije Cd u dozi od 1,2 mg/kg t.m. zabelezeno je znacajno ostecenje morfoloske strukture testisa
praceno hipoplazijom ¢elija, fibrozom, atrofijom, nekrozom i kalcifikacijom [125], dok je oralna
izlozenost pacova razli¢itim dozama Cd (5, 50 1 100 ppm) u trajanju od 100 dana rezultovala zna¢ajno
manjom masom epididimisa, testisa i prostate koji su bili udruzeni sa manjim brojem spermatozoida
kao i ve¢im udelom abnormalnih formi spermatozoida [126]. Takode, izlozenost Cd dovodi se u vezu
sa narusavanjem homeostaze polnih hormona, oste¢enjem seminiferoznih tubula i Leydig-ovih ¢elija,
degeneracijom spermatogenog ciklusa te smanjenjem ukupnog broja spermatozoida i njihove
pokretljivosti [127].
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Iako se izloZenost olovu ne dovodi u direktnu vezu sa nastankom/razvojem karcinoma testisa, 0dnosno
IARC nije prepoznao olovo kao uzro¢nika karcinom testisa, izvesne eksperimentalne studije ukazuju
na mogucu indirektnu povezanost. Tako se izlozenost olovu kod eksperimentalnih Zivotinja dovodi u
vezu sa apoptozom spermatogenih c¢elija, naruSavanjem homeostaze polnih hormona, smanjenim
ukupnim brojem spermatozoida, njihove pokretljivosti i vijabilnosti kao i poveéanim brojem
abnormalnih formi spermatozoida [127]. Potom, u studiji sa zefevima nakon petodeljne oralne
ekspozicije Pb-nitratu (od 0,1 do 200 mg Pb/L) koncentracije hormona LH i testosterona u krvi bile su
znacajno nize od kontrolne grupe dok je histopalotoska analiza testisa pokazala znacajno oStecenje
seminiferoznih tubula udruzeno sa narusenom morfoloskom strukturom testisa [128]. Sli¢no, u
eksperimentalnom modelu sa muZjacima pacova znacajno manja zapremina testisa, ali i prostate, kao i
nize koncentracije serumskih polnih hormona (FSH, LH, testosteron) ostvareni su nakon 14 dana
oralne ekspozicije 8 mg Pb/kg t.m. [129]. Kod ljudi, izloZenost olovu se dovodi u vezu sa povec¢anjem
broja abnormalnih formi spermatozoida i smanjenjem germ populacije ¢elija u testisima usled apoptoze
[127]. U studiji sa radnicima izloZzenim Pb pokazana je naruSena homeostaza polnih hormona [84] dok
je u studiji u koju su bili ukljuc¢eni muskarci le¢eni na klinici od infertiliteta pokazana znacajno visa
koncentracija Cd i Pb u krvi kao i negativna korelacija izmedu ova dva toksi¢na metala sa brojem i
pokretljivos¢éu spermatozoida, odnosno pozitivna sa ve¢im udelom abnormalnih formi spermatozoida
[130]. Narusena reproduktivna sposobnost muskaraca koja je dovedena u vezu sa olovom pokazana je i
u drugim studijama [68,69,85,131].
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2. HIPOTEZA 1 CILJ ISTRAZIVANJA

Mnogobrojna istrazivanja nedvosmisleno potvrduju da Cd i Pb mogu dovesti do ostecenja razlicitih
organskih sistema i do nastanka karcinoma. Etiologija i patofiziologija malignih proliferacija dojke,
prostate i testisa, iako su predmet brojnih istrazivanja, jo§ uvek su nedovoljno rasvetljene. Pored
faktora rizika koji se dovode u vezu za nastankom ovih karcinoma (genetske predispozicije, godine
starosti, ishrana, puSenje, hormonski status), moze se pretpostaviti da i izloZenost toksi¢énim metalima
(Cd i Pb) u radnoj i zZivotnoj sredini dodatno doprinosi pojavi i razvoju karcinoma. S tim u vezi, pri
proceni toksi¢nih efekata Cd i Pb potrebno je razmotriti potencijalni uticaj istovremene izloZenosti jer
je realni scenario da je covek izloZzen smesi toksi¢nih supstanci, a da toksicni efekti smeSe mogu biti
kvalitativno 1 kvantitativno drugaciji u odnosu na efekte pojedinacnih supstanci.

Prethodna in vitro i in vivo istrazivanja prepoznala su Cd i Pb kao znacajne faktore koji se dovode u
vezu sa malignom transformacijom ¢elija dojke, prostate i testisa, medutim nema dovoljno podataka iz
humanih studija za njihovu IARC Kklasifikaciju kao uzroc¢nika ovih karcinoma. Literaturni podaci
ukazuju da se toksi¢ni efekti Cd i Pb mogu delom objasniti istim mehanizmima toksi¢nosti, poput
nastanka oksidativnog stresa kao i narusavanjem homeostaze bioelemenata. Krajem XX veka Cd i Pb
su klasifikovani u kategoriju endokrinih ometaca, zbog sposobnosti vezivanja za hormonske receptore
i/ili ostvarivanje fizioloske funkcije hormona, te je njihova uloga u hormon zavisnim karcinomima
dobila dodatno na znacaju. Medutim, iako se oksidativni stres, naruSena homeostaza bioelemenata i
disbalans hormona dovode u vezu sa karcinomima, ¢esto se postavlja pitanje da li su oni uzro¢nici ili su
nastali kao posledica bolesti, odnosno da li Cd i Pb svojim mehanizmima toksi¢nosti dovode do
pojave/razvoja karcinoma. Stoga je cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bio da se ispitaju efekti
istovremene izlozenosti Cd i Pb i njihova potencijalna uloga u razvoju karcinoma izvodenjem
eksperimenta na zivotinjama i case control studije kod ljudi obolelih od karcinoma.

Cilj prvog dela istrazivanja ove doktorske disertacije bio je da se ispita distribucija toksi¢nih metala i
efekti akutne oralne izlozenosti Cd i Pb u in vivo modelu, te da se utvrde priroda i intenzitet efekata u
uslovima istovremene izloZenosti. U svrhu realizacije ovog cilja bilo je neophodno ispitati:

e koncentracije Cd i Pb u krvi i organima,

e koncentracije bioelemenata, parametre oksidativnog statusa, hematoloske 1 biohemijske
parametre,

e uticaj Cd i Pb na o¢uvanost strukture tkiva.

Drugi deo istrazivanja obuhvatao je retrospektivnu case control studiju sa ciljem da se utvrdi
potencijalna uloga Cd i Pb kod pacijenata sa karcinomom dojke, prostate i testisa. U svrhu realizacije
ovog cilja bilo je neophodno ispitati:

e koncentracije Cd, Pb i bioelemenata Cu i Zn u krvi pacijenata i zdravih ispitanika,

e nivoe parametara oksidativnog statusa i polnih hormona u krvi pacijenata i zdravih ispitanika,

e koncentracije Cd, Pb i bioelemenata Cu i Zn u tumorskim i okolnim zdravim tkivima
pacijenata,

e korelacije izmedu nivoa Cd 1 Pb u krvi 1 tkivima sa nivoima bioelemenata, parametara
oksidativnog stresa 1 antioksidativne zaStite, lipidnim profilom i1 nivoima polnih hormona unutar
ispitivanih grupa uzevsi u obzir godine starosti 1 puSacki status.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Animalna studija

3.1.1. Eksperimentalne Zivotinje

Muzjaci Wistar pacova prosecne tezine oko 250 g nabavljeni sa farme za uzgoj eksperimentalnih
Zivotinja Vojnomedicinske akademije, Beograd, koris¢eni su u eksperimentalnom radu. Zivotinje su
¢uvane u plasticnim kavezima pod standardnim kontrolisanim uslovima: temperatura 25 + 3 °C,
relativna vlaznost vazduha od 35% do 60%, konstantan dan-no¢ ciklus (svetlost/mrak; 12h/12h). Za
vreme cksperimentalnog perioda zivotinjama je bila dostupna hrana i voda ad libitum. Sve
eksperimentalne procedure bile su odobrene od strane Ministarstava poljoprivrede, Sumarstva i
vodoprivrede - Uprava za Veterinu (Br: 323-07-11822/2018-05), a sa Zivotinjama se postupalo u skladu
sa Pravilnikom za rad sa eksperimentalnim zivotinjama Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu.

3.1.2. Eksperimentalni protokol

Nakon perioda prilagodavanje zivotinje su podeljene u pet grupa: kontrolna grupa i Ccetiri
eksperimentalne grupe (Sest do osam pacova u grupi). Eksperimentalne grupe su akutno, jednokratno,
tretirane oralno putem gastriéne sonde vodenim rastvorima kadmijum-hlorida (CdClyxH,0, cistoce
99,99%, Merck, Darmstadt, Nemacka) i olovo-acetata (Pb(CH3COOQ),x3H,0, Ccistoée 99,99%,
Centrohem, Stara Pazova, Srbija) u zapremini od 1 mL/kg t.m.

1. grupa - kontrolna grupa eksperimentalnih Zivotinja nije tretirana

2. grupa - Cdss grupa primila je per os 15 mg Cd/kg t.m. u obliku vodenog rastvora CdCl,

3. grupa - Cdso grupa primila je per os 30 mg Cd/kg t.m. u obliku vodenog rastvora CdCl,

4. grupa - Pbysp grupa primila je per os 150 mg Pb/kg t.m. u obliku vodenog rastvora
Pb(CH3COO0);

5. grupa - Cdjs5+Pbsso grupa primila je per os smesu sastavljenu od 15 mg Cd/kg t.m. i 150 mg
Pb/kg t.m. u obliku vodenog rastvora CdCl, i Pb(CH3COO),

Doze toksi¢nih supstanci za Cd su izabrane u skladu sa najnizom dozom koja moze da dovode do
Stetnih efekata (eng. Lowest observed adverse effect levels, LOAEL) po reproduktivne organe pacova
nakon oralne ekspozicije (nekroza testisa, redukovana spermatogeneza) a koja iznosi 100 mg Cd/kg
t.m., odnosno doze koje su 1/3 i 1/6 LOAEL doze [9].

Pri odabiru doze za Pb rukovodili smo se toksi¢nim efektom na reproduktivne organe eksperimentalnih
zivotinja (redukcija broja spermatozoa, smanjena pokretljivost, naruSena morfologija i povecan broj
abnormalnih formi spermatozoida) koja je kod Pb potvrdena samo pri visokim dozama, dok za
publikovane koncentracije Pb u krvi pacova u rasponu od 4,5 do 67 pg/dL ovi toksi¢ni efekti nisu
dokumentovani [48]. Uzevsi u obzir podatak da se apsorpcija Pb kod pacova krece u intervalu od 2 do
42%, kao i podatke o volumenu distribucije, toksikokinetici i klirensu Pb iz krvi, nakon primene
odabrane doze od 150 mg/kg t.m. mozemo ocekivati koncentracije Pb u krvi Wistar pacova u intervalu
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prethodno navedene doze bez Stetnog efekta po reproduktivne organe (eng. No observed adverse effect
levels, NOAEL).

Primena smese Cd i Pb imala je za cilj da ispita toksi¢an efekat na reproduktivne organe s obzirom da
su obe primenjene doze odabrane u rangu njihovih NOALE doza, odnosno da se utvrdi da li ¢e tretman
smese dovesti do efekta koji ¢e po prirodi i intenzitetu biti razli¢iti od efekata izlozenosti pojedina¢nim
supstancama.

Zivotinje su Zrtvovane 24 ¢asa nakon tretmana uz upotrebu anestetika (ketamin). Uzorci krvi sakupljeni
su kardijaénom punkcijom kroz dijafragmu i krv je podeljana u tri epruvete. Upotreba antikoagulansa
(heparin) u jednoj od epruveta sprecila je koagulaciju krvi i ovaj uzorak sluzio je za odredivanje
osnovnih hematoloskih parametara. Kompletna krvna slika sa leukocitarnom formulom analizirana je u
toku 4 h od zrtvovanja eksperimentalnih zivotinja nakon ¢ega su ovi uzorci krvi propisno odlozeni na -
20 °C i sluzili su za odredivanje koncentracije toksi¢nih metala i bioelemenata. Druga epruveta
sadrzala je takode antikoagulans heparin i sluzila je za dobijanje plazme. Treca epruveta, koja je bila
bez antikoagulansa, ostavljena je da slobodno koaguliSe na sobnoj temperaturi. Nakon postupka
centrifugiranja (15 minuta, 3000 obrtaja/min.) dobijeni uzorci plazme i seruma alikvotirani su u
propisno obelezene ependorf epruvete. Uzorci plazme i seruma do daljeg postupka rada ¢uvani su na -
80 °C. U uzorcima plazme i seruma analizirani su parametri oksidativnog statusa, biohemijski
parametri i hormoni. Organi eksperimentlnih Zivotinja (jetra, bubrezi, prostata, testisi, slezina) su nakon
Zrtvovanja izmereni 1 podeljeni na tri dela. Jedan deo odmah je zamrznut u te€nom azotu i do daljeg
postupka rada ¢uvan je na -80 °C. U ovim uzorcima analizirani su parametri oksidativnog statusa. U
drugom delu, koji je propisno ¢uvan na -20 °C, nakon postupka vlaZne mineralizacije odredivani su
nivoi toksi¢nih metala i bioelemenata. Treci deo sluzio je za histopatolosku analizu te su ovi uzorci
¢uvani u formalinu.
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3.2. Humana studija

3.2.1. Populacija Zena

Istrazivanje je obuhvatilo 55 pacijentkinja sa karcinomom dojke (Neoplasma malignum mammae),
lecenih na Klinici za onkologiju Klinicko-bolni¢kog centra Bezanijska kosa. Kontrolna grupa je bila
sastavljana od 41 ispitanice koje su imale benigne promene dojke (Neoplasma benignum mammae,
Dysplasio mammae benigna, Fibroadenosis mammae, Fibrosclerosis mammae, Ecstasis ductus
mammae) lecenih na istoj klinici. Sve ucesnice istraZivanja su imale prebivaliSte na teritoriji Republike
Srbije i nisu bile profesionalno izlozene toksi¢nim metalima. Ispitanice su bile odabrane u periodu od
januara 2019. godine do oktobra 2019. godine, nakon dobrovoljnog pristanka i iskljucivanja
pacijentkinja sa ograni¢avajuc¢im faktorima za potrebe studije (godine starosti ispod 18, prisustvo druge
vrste karcinoma, primena hemioterapije, upotreba hormonske terapije kao i leCenje od steriliteta). Sve
ucesnice istrazivanja Su detaljno upoznate sa ciljevima studije i nakon dobrovoljnog pristanka,
ukljucene su u studiju.

3.2.2. Populacija muSkaraca

U studiji je ucestvovao 41 pacijent sa karcinomom prostate (Neoplasma malignum prostatae).
Ispitanici su le€eni na klinici za Urologiju Klini€¢kog centra Srbije u periodu od januara 2018. godine
do juna 2020. godine.

Studija je obuhvatila i 52 pacijenta sa karcinomom testisa (Neoplasma malignum testis). Ispitanici su
leceni na klinici za Urologiju Klinickog centra Srbije u periodu od januara 2018. godine do juna 2020.
godine.

Svi pacijenti su imali prebivaliste na teritoriji Republike Srbije (Centralna Srbija) i nisu bili
profesionalno izloZeni toksi¢nim metalima. Pacijenti su bili odabrani nakon dobrovoljnog pristanka i
isklju¢ivanja pacijenata sa ograni¢avaju¢im faktorima za potrebe studije (godine starosti ispod 18,
prisustvo druge vrste karcinoma, primena hemioterapije, upotreba hormonske terapije kao i leenje od
steriliteta). Svi pacijenti su detaljno upoznati sa ciljevima studije i nakon dobrovoljnog pristanka,
ukljuceni su u studiju.

Kontrolnu grupu za muskarce je reprezentovao 61 zdrav ispitanik Kosovsko-mitrovackog okruga koji
je rutinske kontrolne preglede obavljao u Klini¢ko bolnickom centru Kosovska Mitrovica. Ova grupa
ispitanika nije imala klinicki evidentna oboljenja. Ispitanici su detaljno upoznati sa ciljevima studije i
nakon dobrovoljnog pristanka i dobijene pisane saglasnosti, ukljuceni su u istrazivanje. Kontrolnoj
grupi muskaraca uzorkovana je samo venska krv.

3.2.3. Eksperimentalni protokol

Ovo istrazivanje je planirano i sprovedeno prema etickim principima u skladu sa Helsinskom
Deklaracijom, a na osnovu odobrenja Nauc¢nog i Eti¢kog odbora Klinicko-bolnickog centra
,Bezanijska kosa“ (broj dozvole 9740/3), Etickog odbora Kinickog centra Srbije (broj dozvole 526/9)
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kao i od strane Etickog komiteta za biomedicinska istrazivanja Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu (broj dozvole 288/2).

Svi u€esnici istrazivanja su, nakon detaljnog informisanja o studiji i dobijene saglasnosti, anketirani u
cilju prikupljanja osnovnih demografskih i antropometrijskinh podataka, koji su ukljuéivali telesnu
visinu, telesnu masu te status menopauze za ispitanice Zenskog pola. Indeks telesne mase je izracunat
prema obrascu: ITM = telesna masa (kg) / kvadrat telesne visine (m?). Preporuka SZO i Nacionalnog
Instituta zdravlja (National Institutes of Health, NIH) je da se procena stepena uhranjenosti izraCunava
primenom indeksa telesne mase (ITM). Pothranjenost se definiSe vrednostima ITM < 18,5 kg/mz, a
normalna uhranjenost vrednostima ITM 18,5-24,9 kg/m®. Prekomerna uhranjenost se definise ukoliko
je vrednost ITM 25,0-29,9 kg/m?, dok je gojaznost definisana po stadijumima: stadijum I se karakterige
vrednostima ITM 30,0-34,9 kg/m?, stadijum Il vrednostima ITM 35,0-39,9 kg/m? i stadijum 1l
vrednostima ITM > 40 kg/m?. Prikupljene su i druge znadajne informacije o prethodnim bolestima,
porodi¢noj anamnezi i1 Zivotnim navikama, kao $to su podaci o nacinu ishrane, pusacki status,
konzumiranje alkohola, podaci o pridruzenoj terapiji. Na osnovu statusa pusenja ispitanici su podeljeni
u dve grupe, na pusace i nepusace.

Uzorci venske krvi svih ispitanika dobijeni su venepunkcijom prednje kubitalne vene nakon perioda
no¢nog gladovanja (za ispitanike sa klinika neposredno pre hirurSke intervencije). Krv je podeljena u
dve epruveta. Odredivanje kompletne krvne slike sa leukocitarnom formulom izvrSeno je u uzorku krvi
koja je sadrzala EDTA antikoagulans nakon ¢ega su ovi uzorci propisno odlozeni na -20 °C i sluzili su
za odredivanje koncentracije toksi¢nih metala i bioelemenata. Za dobijanje seruma kori$¢ene su
epruvete bez aktivatora koagulacije. Nakon slobodne koagulacije krvi, serumi su izdvojeni
centrifugiranjem (15 minuta, 3000 obrtaja/min.), alikvotirani i ¢uvani na temperaturi od -80 °C do
izvodenja analiza. U uzorcima seruma analizirani su parametri oksidativnog statusa, biohemijski
parametri i hormoni.

U toku hirurske intervencije pacijentima je uzorkovano tumorsko tkivo. Dodatno, kod pacijentkinja sa
karcinomom dojke, kao i kod pacijenata sa karcinomom testisa, u toku hirur§ke intervencije
uzorkovano je i okolno zdravo tkivo koje nije bilo zahva¢eno tumorom, iz regiona koji su bili najmanje
5 c¢cm udaljeni od tumorskog tkiva i koji makroskopski nisu imali izmenjenu strukturu. Stoga, kod
pacijenata sa karcinom prostate uzorci okolnog zdravog tkiva nisu mogli biti uzorkovani. Svi uzorci
tkiva su patohistoloski obradeni i klasifikovani od strane histopatologa kao maligni/benigni, odnosno
zdravi. Uzorci tkiva su pravilno obelezeni i ¢uvani na -20 °C do postupka rada sa njima koji je
podrazumevao odgovaraju¢u pripremu, a potom analizu toksi¢nih metala i bioelemenata.

3.3. Odredivanje hematoloskih parametara

Hematoloski parametri odredivani su u uzorcima pune krvi uz dodatak odgovarajuceg antikoagulansa.
Ukupan broj leukocita (WBC) sa diferencijalnom formulom, ukupan broj eritrocita (RBC),
koncentracija hemoglobina (HGB), hematokritna vrednost (HCT), srednja vrednost volumena eritrocita
(MCV), srednja vrednost sadrZzaja hemoglobina u eritrocitu (MCH), srednja vrednost koncentracije
hemoglobina u eritrocitima (MCHC) i ukupan broj trombocita (PLT) odredivani su na CELL-DYN
Ruby analyzer (Abott, Abott Park, IL, SAD), Beckman coulter DxH 500 (Beckman Coulter, Brea, CA,
SAD) i Sysmex XN-1000 ™ (Sysmex, Lincolnshire, IL 60069, SAD) automatskim analizatorima.
Multi-angle polarizovana scatter separacija, dual-angle opti¢ka analiza, impedanca i fluorecentna
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proto¢na citometrija sa hidrodinamickim fokusom su metodologije koje se nalaze u osnovi rada ovih
hematoloskih analizatora.

3.4. Odredivanje biohemijskih parametara u serumu

U uzorcima seruma odredivani su sledec¢i parametri: glukoza, ukupan holesterol (HOL), trigliceridi
(TG), HDL holesterol (HDL), LDL holesterol (LDL), urea (BUN), kreatinin (CRE), mokra¢na kiselina
(UA), ukupni proteini (TP), aloumin (ALB), direktni bilirubin (DB), ukupni bilirubin (TB), aspartat
aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), alkalna fostataza (ALP), amilaza (AMY),
laktat dehidrogenaza (LDH), gvozde (Fe), kalcijum (Ca), fosfor (P), magnezijum (Mg), hloridi (Cl) i C-
reaktivni protein (CRP). Za analiziranje ovih parametara koriS¢eni su komercijalni reagensi na
platformi automatskog analizatora Beckman Coulter AU 480 (Beckman Coulter, Brea, CA, SAD). Za
kalibraciju metoda koris¢eni su komercijalni kalibratori sledivi do NIST (National Institute of
Standards and Technology) standardnog referentnog materijala i Beckman Coulter Master kalibratora.

3.5. Odredivanje hormona u serumu

In vitro metodologije hemiluminiscentog imunoeseja (CLIA) i elektrohemiluminiscentnog imunoeseja
(ECLIA) na platformama imunohemijskih analizatora (DiaSorin Liason, DiaSorin Inc, SAD i Cobas
e411, Roche Ltd., Svajcarska) sa komercijalnim reagensima kori3¢ene su za analiziranje polnih
hormona u serumu. Derivat izoluminola sa BSA (bisfenol A), specifi¢na monoklonska antitela vezana
za magnetne partikule, odnosno streptavidin-oblozene mikropartikule sa specificnim monoklonskim
antitetelom uperena protiv odredenog analita su osnovne komponente hemiluminiscentnih reagenasa
koji su se koristili u postupku analiziranja hormona.

3.5.1. Odredivanje folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH) i luteiniziraju¢eg hormona
(LH)

Odredivanje folikulostimuliraju¢eg i luteinizirajuéeg hormona hormona je zasnovano na principu
sendvi¢ hemiluminiscencije. Specificna misja monoklonska antitela su obloZzena na magnetnim
partikulama (Cvrsta faza) dok je drugo monoklonsko antitelo vezano za derivat izoluminola (konjugat
izoluminol-antitelo). Za vreme faze inkubacije FSH/LH prisutan u ispitivanom uzorku se vezuje za
¢vrstu fazu monoklonskog antitela, a naknadno dodat konjugat-antitelo reaguje sa FSH/LH koji je veé¢
vezan za ¢vrstu fazu. Nakon faze inkubacije nevezani analit se uklanja ispiranjem, dodaje se starter
reagens koji pokrece hemiluminiscentnu rekaciju. Fotomultiplikator prevodi svetlosni signal konjugata
izoluminol-antitelo u relativne svetlosne jedinice (eng. relative light units, RLU) koje reprezentuju
koncentraciju FSH/LH u ispitivanom uzorku.

Koncentracija FSH se izrazava u mIU/mL. Metoda je kalibrisana standardnim referentnim materijalom
NIBSC 94/632. Preciznost odredivanja (ponovljivost i reproduktivnost) izrazena preko koeficijenta
varijacije se kre¢e u rasponu od 3,0-3,8% za intra-assay i 3,2-4,5% za inter-assay. Analiticka
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senzitivnost iznosi 0,25 mlU/mL, funkcionalna senzitivnost 0,75 mlU/mL. Metoda ima linearnost
odredivanja do 400 mIU/mL.

Koncentracija LH se izrazava u IU/L. Metoda je kalibrisana WHO 2" standardnim referentnim
materijalom 80/552. Preciznost odredivanja (ponovljivost i1 reproduktivnost) izrazena preko
koeficijenta varijacije se kre¢e u rasponu od 1,5-4,3% za intra-assay 1 2,2-6,0 % za inter-assay.
Analiticka senzitivnost iznosi 0,2 IU/L a funkcionalna senzitivnost 0,4 IU/L. Metoda ima linearnost
odredivanja do 250 IU/L.

3.5.2. Odredivanje estradiola

Odredivanje estradiola je direktan kompetitivan hemiluminiscentni imunoesej (CLIA). Magnetne
partikule (Cvrsta faza) su oblozena specifi¢nim magare¢im anti ov¢ijim monoklonskim antitelima dok
je drugo ov¢ije monoklonsko anti-estradiol antitelo konjugovano za derivat izoluminola (konjugat
izoluminol-antitelo). Za vreme faze inkubacije estradiol disocira od svog vezujuceg proteina i vezuje
estradiol iz uzorka. U drugoj fazi se dodaje obeleZen estradiol koji se takmici za vezujuéa mesta
antitela. Nakon inkubacije, nevezani analit se uklanja ispiranjem, dodaje se starter reagens koji pokrece
hemiluminiscentnu rekaciju. Fotomultiplikator prevodi svetlosni signal konjugata izoluminol-antitelo u
RLU koje su inverzno proporcionalne koncentraciji estradiola u ispitivanom uzorku. Koncentracija
estradiola izrazava se u pg/mL (1 pg/mL = 3,67 pmol/L). Metoda je Kalibrisana standardnim
referentnim materijalom NIBSC 94/632. Limit detekcije iznosi 16,2 pg/mL. Preciznost odredivanja
(ponovljivost i reproduktivnost) izraZzena preko koeficijenta varijacije se krece u rasponu od 2,1-3,9%
za intra-assay i 4,2-10,7% za inter-assay. Metoda ima linearnost odredivanja do 1000 pg/mL.

3.5.3. Odredivanja testosterona

Odredivanje testosterona je direktan kompetitivan hemiluminiscentni imunoesej (CLIA). Magnetne
partikule (Cvrsta faza) su oblozena specificnim misjim monoklonskim antitelima dok je interni
testosteron konjugovan za derivat izoluminola (konjugat izoluminol-testosteron). Za vreme faze
inkubacije testosteron disocira od svog vezujuceg proteina i takmici se sa obeleZenim testosteronom za
vezujuca mesta antitela. Nakon inkubacije, nevezani analit se uklanja ispiranjem, dodaje se starter
reagens koji pokrece hemiluminiscentnu rekaciju. Fotomultiplikator prevodi svetlosni signal konjugata
u RLU koje su inverzno proporcionalne koncentraciji testosterona u ispitivanom uzorku. Koncentracija
testosterona izrazava se u ng/mL (1 ng/mL = 3,47 nmol/L). Metoda je kalibrisana standardnim
referentnim materijalom NIBSC 94/632. Limit detekcije iznosi 0,098 ng/mL, limit kvantifikacije 0,16
ng/mL. Preciznost odredivanja (ponovljivost i reproduktivnost) izrazena preko koeficijenta varijacije se
kre¢e u rasponu od 2,8-7,3% za intra-assay i 7,1-14,0% za inter-assay. Metoda ima linearnost
odredivanja do 15 ng/mL.

Izmerena koncentracija estradiola/testosterona je matemati¢kom kalkulacijom sluzila za izraCunavanje
dva indeksa: FEI index (free estradiol index) i FTI (free testosterone index).

FEI (%) = (Estradiol / SHBG)*100

FTI (%) = (Testosteron / SHBG)*100
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3.5.4. Odredivanja seks hormon vezujuéeg globulina (SHBG)

Princip odredivanje SHBG je sendvi¢ imunoesej sa dve vrste monoklonskih antitela. U prvom stupnju
reakcije ispitivani uzorak se razblazuje (1:10) sa specificnim diluentom. Uzorak se inkubira sa
fosfatnom puferu. Nakon inkubacije, nevezani analit se uklanja ispiranjem. U drugom stupnju dodaje se
konjugat (mis$ja monoklonska antitela uperena protiv SHBG konjugovana sa derivatom izoluminolom)
koji prepoznaje SHBG. Nakon inkubacije, nevezani analit se uklanja ispiranjem, dodaje se starter
reagens koji pokrece hemiluminiscentnu rekaciju. Fotomultiplikator prevodi svetlosni signal konjugata
u RLU koje su direktno proporcionalne koncentraciji SHBG u ispitivanom uzorku. Koncentracija
SHBG izrazava se u nmol/L. Metoda je kalibrisana WHO standardnim referentnim materijalom NIBSC
08/266. Limit detekcije iznosi 0,20 nmol/L, limit kvantifikacije 0,80 nmol/L. Preciznost odredivanja
(ponovljivost i reproduktivnost) izrazena preko koeficijenta varijacije se krece u rasponu od 1,4-3,4%
za intra-assay i 5,3-7,3% za inter-assay. Metoda ima linearnost odredivanja do 200 nmol/L.

3.6. Odredivanje koncentracije toksi¢nih metala i bioelemenata

3.6.1. Reagensi i standardi

Osnovni standardni rastvori Cd i Pb za atomsku apsorpcionu spektrofotometriju (1002 + 2 mg/L
CdNO3 u HNO3 i 998 + 2 mg/L PbNO3; u HNO3; Merck, KGaA, Darmstand, Nemacka), standardni
rastvori bioelemenata (1001 + 5 pg/mL Cu i 1001 £ 5 pg/mL Zn, Agilent technologies, Santa Clara,
CA, SAD), nitratna kiselina (65% HNO3 p.a. Merck, KGaA, Darmstand, Nemacka) i vodonik peroksid
(30% H,0; p.a. Sigma-Aldrich, St.Luise, MA, SAD), su nabavljeni iz komercijalnih izvora. Validacija
tacnosti rada aparata izvrsena je upotrebom sertifikovanih referentnih materijala (SRM) krvi
(Seronorm™ Trace Elements Whole Blood, Sero AS, Billingstand, Norveska) i jetre (1577¢ Bovine
Liver, National Institute of Standards and Technology NIST, USA). U toku eksperimentalnog rada
koriséen je matriks modifikator 0,5% NH4H2PO, (Sigma-Aldrich, St.Luise, MA, SAD), 10% Triton® X-
100 (Supelco, Bellefonte, USA) kao i dejonizovana voda visokog stepena Cistoce.

3.6.2. Priprema uzoraka

Priprema uzoraka krvi i tkiva za merenje nivoa toksi¢nih metala i bioelemenata vrSena je na sledeci
na¢in: 1 mL krvi, odnosno oko 0,5 g ispitivanog tkiva odmereno je u teflonske kivete a potom su
dodavana oksidaciona sredstva za digestiju, 7 mL koncentrovane HNO3 i 1 mL koncentrovanog H-,O..
Nakon 30 minutne slobodne digestije, teflonske kivete su zatvorene i Sproveden je postupak vlazne
mineralizacije u mikrotalasnoj pec¢nici (Milestone START D, SK-10T, Milestone Srl, Sorisole, Italija).
Postupak mineralizacije realizovan je u tri koraka: zagrevanje u trajanju od 15 minuta (snaga 1000 W,
temperatura 180 °C), digestija u trajanju od 15 minuta (snaga 1000 W, temperatura 180 °C) i postupak
hladenja koji je po potrebi trajao od 15 do 30 minuta kako bi temperatura unutar kiveta bila 70 °C.
Takode, kompletan postupak mineralizacije sproveden je i sa SRM kao i sa slepim probama. Nakon
postupka mineralizacije, uzorci su kvantitativno preneti u normalne sudove od 10 mL za humane
uzorke, odnosno 25 mL za animalne. Kako bi se kontaminacija (tzv. cary over) smanjila na minimum,
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izmedu svake serije razaranja vrSeno je pranje kiveta po uputstvima koja su data od strane proizvodaca
I proveravan je test apsorpcije mikrotalasa.

3.6.3. Odredivanje koncentracije Cd i Pb

U pripremljenim uzorcima na prethodno opisan na¢in primenom elektrotermalne atomske apsorpcione
spektrofotometrije sa grafitnom kivetom (eng. electrothermal atomic absorption spectrophotometry,
ETAAS) odredivane su koncentracije Cd i Pb (AAS GTA 120 graphite tube atomizer, 200 series AA,
Agilent technologies, Santa Clara, CA, SAD). Osnovne analiticke karakteristike ETAAS pri
odredivanju toksi¢nih metala prikazane su u Tabeli 1.

Tabela 1. Osnovne analiticke karakteristike ETAAS za odredivanje Cd i Pb

Cd Pb
Jacdina struje lampe 4 mA 5 mA
Talasna duZzina (nm) 228,8 283,3
Sirina razreza (nm) 0.5 0.5
Kiveta Grafit Grafit
Korekcija pozadine Da Da
Matriks modifikator 10% Triton X i 0,5%NH,H,PO, 10% Triton X i 0,5%NH,H,PO,
Temperatura atomizacije 1800 °C 2100°C
Nosedi gas Argon Argon

3.6.4. Odredivanje koncentracije bioelemenata

U prethodno pripremljenim uzorcima tehnikom plamene atomske apsorpcione spektrofotometrije (eng.
flame atomic absorption spectrophotometry, FAAS) odredivane su koncentracije Cu i Zn (AAS GTA,
200 series AA, Agilent technologies, Santa Clara, CA, SAD).

Koncentracije koris¢enih standardnih rastvora, izmerenih apsorbanci kao i regresione jednacine
kalibracionih krivih koje su koris¢ene pri analiziranju toksi¢nih metala i bioelemenata prikazane su u

Tabeli 2.

Tabela 2. Koncentracije standardnih rastvora, vrednosti apsorbanci i regresione jednac¢ine prilikom
analiziranja Cd, Pb, Cu i Zn tehnikom ETAAS i FAAS

Cd (228,8 nm) Pb (283,3 nm) Cu (324,8 nm) Zn (213,9 nm)

pg/L A pog/l A mg/L A mg/L A
Cal zero 0 0,0449 0 0,0051 0 0,0002 0 0,0006
Standard 1 0,300 0,0785 3 0,0356 0,1000 0,0076 0,1000 0,0263
Standard 2 0,600 0,1333 6 0,0716 0,5000 0,0371 0,5000 0,1361

Standard 3 0,900 0,185 12 0,1484 10,000 0,0752 10,000 0,2658
Standard 4 1,500 0,2876 18 0,2160 50,000 0,3576 50,000 0,8679

Standard5 3,000 05320 30 0,3578 100,00 0,6756 [/ /
LOD 0,005 0,050 0,10 0,20
LOQ 0,018 0,165 0,33 0,62
Y=6,053x-0,223 Y=84,34x+0,231 Y= 162,1x-2,03 Y=59,99x-3,43
R?=0,999 R?=0,999 R?=0,998 R?=0,977
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3.7. Odredivanje parametara oksidativnog statusa

Parametri oksidativnog statusa odredivani su u uzorcima plazme, seruma i u homogenatima tkiva
eksperimentalnih zivotinja. Za ispitivanje parametra oksidativhog statusa u homogenatima tkiva,
ispitivani organi su nakon odmrzavanja izmereni a potom homogenizovani na ledu (T10 basic ULTRA-
TURRAX, IKA, Germany) u 0,1 M fosfatnom puferu pH=7,4 u odnosu 1:9 [132].

Inicijalni prvi deo homogenata (tzv. crude homogenat) kori$éen je za analiziranje malondialdehida i
proteina dok je preostala koli¢ina homogenata centrifugirana (Eppendorf centrifuge 5415 R, Nemacka)
u dva koraka: 10 minuta (800 rcf, relative centrifugal force), a nakon odvajanja supernatanta, jo§ 20
minuta (9500 rcf). Dobijen postmitohondrijalni supernatant (PMS) je koriS¢en za analiziranje slede¢ih
parametra: totalni antioksidativni status (TAS), totalni oksidativni status (TOS), uznapredovali produkti
oksidacije proteina (AOPP), odredivanje sadrzaja ukupnih sulfhidrilnih grupa (SHG), superoksid
dizmutaza (SOD, odredivanje paraoksonazne aktivnosti (POazne), prooksidativno-antioksidativni
balans (PAB), superoksidni anjon (O;"), ishemijom modifikovan albumin (IMA). Za analiziranje ovih
parametara koris¢eni su biohemijski automatski analizator ILAB 300 Plus (Instrumentation
Laboratory, Lexington, Massachusetts), ELISA ¢ita¢ (Microplate reader, LKB Instrument 5060-006,
Viena, Austia) i UV-VIS spektrofotometar (Cary 60 UV-VIS spectrophotometer, Agilent Technologies,
USA) prema procedurama dobre laboratorijske prakse i u skladu sa protokolom laboratorije. Za analize
su kori$¢ene hemikalije i reagensi Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, SAD, Merck Darmstandt, Nemacka,
Acros Organics, SAD, Acros Organics, Geel, Belgija, Sigma Aldrich Chemie, Steniheim, Nemacka i
Centrohem Stara Pazova, Srbija.

3.7.1. Odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA)

Koncentracija MDA se odreduje kao tiobarbiturna kiselina-reagujuée supstance (TBARS)
spektrofotometrijskim testom koji se zasniva na apsorpcionom maksimumu kompleksa
malondialdehida i ostalih TBARS sa tiobarbiturnom kiselinom na 535 nm [133]. Koncentracija
malondialdehida je analizirana u uzorcima plazme i u homogenatima tkiva eksperimentalnih Zivotinja.

3.7.2. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Nivoi ukupnih proteina u uzorcima homogenata tkiva i plazme odredeni su Biuret i Bradford
metodama [17,134,135].

Biuret metod: proteini iz uzorka reaguju sa bakar (II) jonom u alkalnoj sredini gradeci obojen
kompleks. Intenzitet nastale boje direktno je proporcionalna koncentraciji prisutnih proteina. Za tu
namenu upotrebljen je komercijalni reagens (BioSystems S.A., Spanija) koji sadrzi 6 mmol/L bakar (11)-
acetata, 12 mmol/L kalijum-jodida, 1,15 mmol/L natrijum-hidroksida i odgovarajuéi deterdzent.

Bradford metod: Coomassie Brilliant Blue G-250 visokim intenzitetom vezuje proteine iz uzorka.
Vezivanjem boje za proteine pomera se maksimum apsorbance sa 465 na 595 nm. Porast apsorbance na
595 nm je direktno proporcionalan koncentraciji proteina u ispitivanom uzorku. Metoda je veoma
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reproduktivna i relativno brza jer se vezivanje boje deSava u roku od dva minuta nakon dodatka
reagensa. Boja je stabilna 60 minuta. Kao standard koriS¢en je govedi albumin.

3.7.3. Odredivanje totalnog antioksidativnog statusa (TAS)

Princip metode je sledeéi: bezbojan redukovani oblik ABTS se oksidise do tamno zelene boje ABTS"
uz pomo¢ vodonik peroksida u kiselom medijumu (acetatni pufer 30 mM, pH=3,6). U rastvoru
acetatnog pufera koncentrovani oblik ABTS" molekula ostaju duZe vremena stabilan. Antioksidansi
prisutni u uzorku ubrzavaju obezbojavanja ABTS katjona proporcionalno njihovoj koncentraciji i
antioksidativnom  kapacitetu. Stepen obezbojavanja je obrnuto proporcionalan totalnom
antioksidativnom statusu uzorka. Promena boje se registruje promenom apsorbance na 660 nm. Metoda
je kalibrisana prema Troloxu (analog hidrosolubilnom obliku vitamina E). Rezultat se izrazava kao
ekvivalent pumol Troloxa po litru (umol Trolox equivavelent/L) [136].

3.7.4. Odredivanje totalnog oksidativnog statusa (TOS)

Princip metode je sledeci: oksidansi prisutni u uzorku oksidisu gvozde II jon iz o-dianizidina do gvozda
Il jona koji reaguje sa ksilenol oranzom gradeci obojen kompleks ruzicaste boje u kiseloj sredini.
Reakciju oksidacije pomaze prisutni glicerol. Intezitet nastale boje je direktno proporcionalan
koncentraciji oksidanasa prisutnih u uzorku sa apsorpcionim pikom na 560 nm. Kao standard koris¢en
je vodonik peroksid. Rezultat se izrazava kao ekvivalent mikromol vodonik peroksida po litru (umol
H,0, equivavelent/L) [137].

3.7.5. Odredivanje uznapredovalih produkata oksidacije proteina (AOPP)

Spektrofotometrijska metoda razvijena od strane Witko-Sarsat i saradnika [138] uspela je da
kvantifikuje uznapredovale produkte oksidacije proteina, kao jedna od kritiénih meta oksidacije nakon
narusenog oksidativnog balansa organizma. Princip metode je dvostepeno merenje apsorbance uzorka u
opsegu talasnih duzina 200-400 nm sa Kkarakteristicnim pikom na 340 nm. Prvo merenje se izvodi u
razblazenom uzorku sa fosfatnim puferom (pH=7,4) a drugo, u razblazenom uzorku uz dodatak siréetne
kiselina i rastvora KJ (1,16 M). Dobijena razlika izmerenih vrednosti apsorbanci na 340 nm
kvantifikuje AOPP vrednost za dati uzorak. Koncentracija AOPP se izrazava preko ekvivalenata
hloramina T koji se koristi za izradu standardne krive (10-100 umol/L), pri ¢emu apsorbanca linearno
raste sa porastom koncentracija. Jedinice izraZzavanja AOPP su umol/L ekvivalenata hloramina T.

3.7.6. Odredivanje sadrzaja ukupnih sulfhidrilnih grupa (SHG)

Alifati¢na tiolna jedinjenja u baznoj sredini reaguju sa DTNB (2,2’-dinitro-5,5’-ditio-benzoeva
kiselina) pri ¢emu se po jednom molu tiola stvara jedan mol p-nitrofenola. Intenzitet nastale boje ima
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apsorpcioni pik na 412 nm. Koncentracija ukupnog sadrzaja sulthidrilnih grupa izracunava se preko
molarnog ekstinkcionog koeficijenta p-nitrofenola na 412 nm ili pomocu kalibracione krive
redukovanog glutationa kao standarda (0,1-1 mmol/L). Dobijena jednac¢ina prave y = 0,637x + 0,005
ima koeficijent korelacije R* = 0,978. Jedinice izrazavanja ukupnog sadrzaja sulfhidrilnih grupa su
mmol/L.

3.7.7. Odredivanje aktivnosti superokisd dizmutaze (SOD)

Metoda se zasniva na sposobnosti enzima superoksid dizmutaze (SOD, EC 1.15.1.1.) da inhibira
spontanu autoksidaciju adrenalina pri pH=10,2 [139]. Adrenalin veoma lako podleZe autoksidaciji zbog
prisustva tragova metala kao oneciS¢enja u reagensima. Vrsi se dvostepeno merenje ispitivanog uzorka
sa i bez prisustva SOD. Nastao crveno obojeni proizvod (adrenohrom, nastao oksidacijom adrenalina)
ima apsorpcioni pik na 480 nm. Relativna jedinica aktivnosti SOD je definisana kao ona aktivnost koja
dovodi do 50% inhibicije autooksidacije adrenalina pod tacno definisanim uslovima. Prihvacena
promena apsorbancije u minuti je 0,025 i pri ovoj vrednosti SOD postize najveéi procenat inhibicije
autooksidacije adrenalina. Aktivnost SOD uzorka se izracunava kao procenat inhibicije autooksidacije
adrenalina.

3.7.8. Odredivanje paraoksonazne aktivnosti (POazne, EC 3.1.8.1)

Princip spektrofotometrijeske metode odredivanja PON1 zasnovan je na sposobnosti enzima da
hidrolizuje specifi¢an supstrat. Naj¢esce upotrebljavan supstrat je paraokson (dietil-p-nitrofenil fosfat,
E 600) koji pri definisanim uslovima reakcije hidrolizuje do toksi¢nog metabolita oksona po kojem je
enzim i dobio naziv [140]. Odredivanje PONT1 aktivnosti vr§eno je u uzorcima plazme i seruma. Brzina
konverzije paraoksona do p-nitrofenola merena je kineti¢kim testom na talasnoj duzini od 405 nm u
baznoj sredini, kada je prisutan anjonksi oblik p-nitrofenola. Promena apsorbance se meri u toku 3
minuta i na osnovu dobijenih vrednosti izraCunava se promena apsorbance po minuti. Neophodni uslovi
za izvodenje reakcije su radna temperatura od 25 °C i pH vrednost 8,5. Paraoksonazna aktivnost PON1
se izrazava kao pmol stvorenog p-nitrofenola/min/L ili kao 1U/L.

3.7.9. Odredivanje prooksidativnog-antioksidativnog balansa (PAB)

Alamdari i sar. su 2007. godine [141] modifikovali originalnu metodu i objedinili su odredivanje obe
strane dinamicke ravnoteze oksidativnog statusa (opterec¢enost prooksidansima sa jedne strane i
kapacitet antioksidanasa sa druge strane). Metoda je poznata pod nazivom prooksidativno-
antioksidativni balans, a princip metode je sledeci: vodonik peroksid reaguje istovremeno sa
hromogenim supstratom (3,3°,5,5 -tetrametilbenzidin) i antioksidansom (mokra¢na kiselina). Reakcija
vodonik peroksida i hromogena je enzimski katalizovana peroksidazom, pri ¢emu oksidovanjem
tetrametilbenzidina nastaje intenzivno plavo obojeno jedinjenje. Sa druge strane, reakcija mokra¢ne
kiseline i tetrametilbenzidina je nekatalizovana hemijska reakcija u kojoj se tetrametilbenzidin katjon
redukuje do bezbojnog proizvoda. Kapacitet prisutnih antioksidanasa se kalibriSe prema mokraénoj
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kiselini (izrazava se u pmolxL™ mokraéne kiseline), a kapacitet prooksidanasa prema vodonik
peroksidu (izrazava se u umolxL™ vodonik-peroksida).

3.7.10. Odredivanje koncentracije superoksidnog anjona (O,")

Auclair i Voisin su davne 1985. godine [142] postavili metodu za odredivanje brzine stvaranja
superoksid anjon radikala. Metoda je zasnovana na sposobnosti superoksid anjon radikala da redukuje
jedinjenja poput hinina, tetranitrometana, citohroma c, kao i brojna aromati¢na jedinjenja sa nitro
grupama. Jedno takvo jedinjenje je i 2,2’-di-p-nitrofenil-5,5-difenil-3,3’-(3,3’-dimetoksi-4,4’-
difenilen)-ditetrazolium hlorid, NBT. Redukcijom NBT do formazona menja se boja rastvora iz zute u
plavu $to je upravo mera stvaranja superoksid radikala. Redukcija se odvija u dve faze, prva faza do
monoformazana i druga do diformazana. Brzina stvaranja superoksid anjona se izraZzava preko brzine
stvaranja redukovanog NBT kinetickim postupkom. Izracunavanje se vr§i pomocu molarnog
ekstincionog koeficijenta monoformazana a rezultat se izrazava u pmol/min/L.

3.7.11. Odredivanje ishemijom modifikovanog albumina (IMA)

Princip metode odredivanja IMA zasnovan je na sposobnosti albumina da na svom aminoterminalnom
kraju vezuje egzogeno dodat kobalt. Naime, albumin koji nakon ishemije ima izmenjen
aminoterminalni domen poseduje redukovan kapacitet vezivanja kobalta. Reakcija se izvodi uz pomo¢
kolorimetrijskog indikatora (ditioeritrol) i zaustavlja se dodatkom fizioloskog rastvora. Apsorbanca se
meri na 470 nm i sve vrednosti apsorbance vece od 0,400 smatraju se pozitivnim rezultatom. Suprotno,
sve vrednosti manje od 0,400 smatraju se negativnim rezultatom za ishemiju.

3.8. Metodologija odredivanja statusa receptora

3.8.1. Metodologija odredivanja statusa estrogen (ER) i progesteron (PR) receptora

Metod odredivanja ER/PR zasnovan je na imunohistohemijskom principu. Monoklonska ze¢ija anti-
human estrogen receptor a antitela reaguju sa ER antigenom. Rezultat se izrazava kao negativan (0) i
pozitivan (1-8). Za odredivanje je koriS¢en komercijalni Flex monoclonal rabbit anti human estrogen
receptor a. Clone EPI set (Dako North America, Carpinteria, California, SAD).

Monoklonska mi$ja anti-human progesteron receptor antitela reaguju sa PR antigenom. Rezultat se
izrazava kao negativan i pozitivan. Za odredivanje je koris¢en komercijalni Flex monoclonal rabbit
anti human progesteron receptor Clone PgR 636 set (Dako North America, Carpinteria, California,
SAD).
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3.8.2. Metodologija odredivanja human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2)

Metod odredivanja HER-2 zasnovan je na imunohistohemijskom principu. Poliklonska zecija anti-
human c-erbB-2 onkoprotein antitela reaguju sa intracelularnim domenom c-erbB-2 proteina ¢elija.
Proizvod dobijene reakcije se ocenjuje skorom (0, 1+, 2+ ili 3+). Rezultat je negativan za dobijeni skor
0 i 1+. Rezultati iskazani kao 2+ zahtevaju superanalizu jednom od metoda in situ hibridizacije (CISH
ili fluorescentna in situ hibridizacija, FISH) dok je jasno pozitivan rezultat za vrednost skora 3+. Za
odredivanje je koris¢en komercijalni Policlonal rabbit anti human c-erb-2 oncoprotein set (Dako North
America, Carpinteria, California, SAD).

3.8.3. Metodologija odredivanja Ki-67 antigena

Marker Ki-67 predstavlja marker proliferativnosti tumorskih ¢éelija ¢ija primena poslednjih godina
dobija sve viSe na znacaju upravo zbog njegovog znacajnog prognostickog potencijala za procenu
prezivljavanja. Metod odredivanja Ki-67 antigena zasnovan je na imunohistohemijskom principu.
Monoklonska misja anti-human Ki-67 antigen antitela reaguju sa Ki-67 antigenom celija. Rezultat se
izraZava u procentima. Za odredivanje je koris¢en komercijalni Flex monoclonal mouse anti human Ki-
67 antigen Clone MIB-1 set (Dako North America, Carpinteria, California, SAD).

Na osnovu vrednosti markera proliferativnosti, karcinomi dojke se klasifikuju u jednu od sledece tri
kategorije

e karcinomi dojke sa niskim Ki-67 proliferativnim indeksom (<15%)
e karcinomi dojke sa intermedijarnim Ki-67 proliferativnim indeksom (16-30%)
e karcinomi dojke sa visokim Ki-67 proliferativnim indeksom (>30%)

33



3.9. Histopatoloska analiza organa pacova

Uzorci tkiva eksperimentalnih Zivotinja nakon izrade parafinskih slajdova debljine 5 um bojeni su
hematoxilen-eozin bojenjem i pregledani mikroskopiranjem.

3.10. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koris¢eni su SPSS® 18.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL)
software, GraphPad Prism 6 software (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA) i
Microsoft Office Excel 2007. Raspodela podataka je ispitivana Shapiro-Wilk i Kolmogorov-Smirnov
testovima, a za testiranje homogenosti varijanse je koriS¢en Levene-ov test. Podaci koji su pratili
normalnu raspodelu prikazani su kao aritmeticke srednje vrednosti sa standardnim devijacijama. Podaci
koji su nakon logaritamske transformacije pratili normalnu raspodelu prikazani su kao geometrijske
srednje vrednosti sa 95% intervalom pouzdanosti (95% CI). Ukoliko su parametri zadovoljili uslove
normalnosti raspodele podataka, Student-ov t-test je koriS¢en za testiranje postojanja razlika izmedu
grupa, kao 1 jednofaktorska ANOVA pracena LSD post hoc testom. Za procenu medusobne
povezanosti ispitivanih parametara kori¢ena je Pearson-ova korelaciona analiza. Ukoliko podaci nisu
sledili normalnu raspodelu, za statisticku obradu koris¢eni su neparametarski Kruskal-Wallis H i Mann-
Whitney U testovi. Ovi podaci prikazani su kao medijane sa interkvartilnim rasponima (IQR). Za
procenu medusobne povezanosti ispitivanih parametara koriS¢ena je Spearman-ova korelaciona
analiza. Kategoricki podaci su prikazani kao apsolutne ili relativne frekvence. Kategoricke varijable
analizirane su Chi-kvadrat (x2) testom. Binarna logisticka regresija koriSCena je za ispitivanje
prediktivnog potencijala analiziranih parametara u odnosu na bolest. Podaci iz binarne logisticke
regresije su prikazani kao odds ratio (OR) i 95% interval pouzdanosti (CI). Statisticki znacajnim
razlikama smatrane su one za koje je postignuto P<0,05.
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4. REZULTATI
4.1. Animalna studija

4.1.1. Kadmijum i olovo u Krvi i organima

Kod eksperimentalnih grupa pacova koje su oralnom gavazom primile pojedina¢ne doze Cd (15 i 30
mg/kg t.m.) izmerene su znacajno Vise koncentracije Cd u krvi od kontrolne grupe. Medutim, nakon
primene smese Cd i Pb izmerena koncentracija Cd u krvi nije se statisticki razlikovala od koncentracije
metala kontrolne grupe pacova. Koncentracije Cd u jetri kod obe eksperimentalne grupe koje su primile
pojedina¢ne doze Cd bile su znacajno vise u odnosu na kontrolu (P<0,001). Takode, kod grupe koja je
tretirana ve¢om dozom Cd izmerene su dvostruko vise koncentracije Cd u jetri (P<0,01) u odnosu na
nizu dozu Cd. Sa druge strane, ekspozicija smesi Cd i Pb rezultovala je znacajno viSom koncentracijom
Cd u jetri u odnosu na kontrolnu grupu, ali ne i u odnosu na Cdj;s grupu. Koncentracije Cd u bubrezima
nakon akutne ekspozicije kod obe eksperimentalne grupe pacova koje su primile pojedina¢ne doze Cd
(Cdys grupa i Cdsp grupa) bile su znacajno vise U odnosu na netretirane zivotinje (P<0,001). Takode,
visa koncentracija Cd u bubrezima izmerena je kod Cdsy grupe u odnosu na Cdis grupu. Nakon
primene smese, koncentracija Cd u bubrezima je znacajno bila visa u odnosu na kontrolnu grupu
(P<0,001) i Cdjs grupu (P<0,01). Koncentracije Cd u krvi, jetri i bubrezima pacova nakon akutne
oralne ekspozicije toksi¢nim metalima prikazane su na Slici 1.

4500 90

# Liver *okoktt
4000

m Kidneys
3500 g4 T

mBlood
3000

2500

2000
%k ok -[
1500

1000

ug Cd/kg
& pgcdiL 3

500

0

Control group Cd15 group Cd30 group Cd15+Pb150 group

Slika 1. Koncentracija Cd u krvi, jetri i bubrezima pacova nakon akutne ekspozicije Cd i Pb

Koncentracija Cd u krvi izrazena je u ug Cd/L a u jetri i bubrezima u ug Cd/kg. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
i Standardne devijacije. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu nose oznaku *, 7 u odnosu na
Cdis grupu i f u odnosu na Cdy grupu. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséena je
jednofaktorska ANOVA pracena odgovarajuéim post hoc testom. *1F P<0,05; **#+1# P<0,01; ***¢11117 P<0,001.

Na Slici 2 prikazane su koncentracije Cd u prostati i testisima pacova nakon akutne oralne ekspozicije
toksi¢nim metalima. Aplikacija obe pojedinacne doze Cd kao i smeSe Cd i Pb rezultovala je znacajno
visim koncentracijama toksi¢nog metala u prostati pacova u odnosu na kontrolu (P<0,05)
Koncentracije Cd u testisima kod sve tri tretirane grupe bile su znacajno vise u odnosu na kontrolnu
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grupu (P<0,001). Za razliku od prostate gde razlika nije pokazana unutar grupa, kod tkiva testisa je
ekspozicija 30 mg Cd/kg t.m. rezultovala 2,3 puta ve¢om koncentracijom Cd u odnosu na grupu koja je
primila 15 mg Cd/kg t.m. (P<0,01) i 1,3 puta vecom koncentracijom u odnosu na grupu koja je
tretirana smeSom.
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Slika 2. Koncentracija Cd u prostati i testisima pacova nakon akutne ekspozicije Cd i Pb

Koncentracija Cd izraZena je u ug Cd/kg. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti i standardne devijacije. Statisticki
znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu nose oznaku *,  u odnosu na Cds grupu i | u odnosu na Cdz
grupu. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséena je jednofaktorska ANOVA pracena
odgovarajucim post hoc testom. *1f P<0,05; **1117 P<0,01; ***##1711 P<0,001.

Eksperimentalne grupe pacova koje su akutno oralnom gavazom tretirane sa Pb imale su znacajno vise
koncentracije ovog metala u krvi, jetri i bubrezima u odnosu na netretirane Zivotinje (P<0,001).
Dodatno, eksperimentalna grupa koja je primila smesu Cd i Pb imala je znacajno visu koncentraciju Pb
u jetri (P<0,01) i u bubrezima (P<0,05) u odnosu na grupu koja je tretirana pojedinaénom dozom Pb
(Slika 3). Koncentracija Pb koja je izmerena u prostati i testisima nakon ekspozicije pojedinacnom
dozom kao i smeSom metala bila je visa u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 4).
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Slika 3. Koncentracija Pb u krvi, jetri i bubrezima pacova nakon akutne ekspozicije Pb i Cd

Koncentracija Pb u krvi izrazena je u pug Pb/L a u jetri i bubrezima u pg Pb/kg. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
i standardne devijacije. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu nose oznaku *, odnosno # u
odnosu na Physy grupu. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséena je jednofaktorska ANOVA
pracena odgovarajuéim post hoc testom. *# P<0,05; **## P<0,01; ***### P<0,001.
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Slika 4. Koncentracija Pb u prostati i testisima pacova nakon akutne ekspozicije Pb i Cd

Koncentracija Pb izraZena je u ug Pb/kg. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti i standardne devijacije. Statisticki
znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu nose oznaku *, odnosno # u odnosu na Pbisy grupu. Za testiranje

postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséena je jednofaktorska ANOVA praéena odgovarajuéim post hoc testom.
*# P<0,05; **## P<0,01; ***### P<0,001.

4.1.2. Hematoloski parametri

Kod eksperimentalne grupe pacova koja je bila tretirana dozom Cd od 30 mg/kg t.m. pokazano je

znacajno snizenje broja leukocita u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,001) kao i u odnosu na Cdss grupu

(P<0,01). Uocenu leukopeniju kod Cdso grupe pratila je limfopenija u apsolutnom broju koja je bila

znaCajna U odnosu na kontrolnu grupu kao i u odnosu na Cdjs grupu (P<0,01). Limfopenija je
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pokazana i pri aplikovanju nize pojedinatne doze Cd u odnosu na kontrolu (P<0,01). Kod
eksperimentalnih grupa koje su primile Pb neutrofilija u apsolutnom broju bez promene u ukupnom
broju leukocita ostvarena je nakon primene smese, dok nakon tretmana pojedina¢ne doze Pb statisticki
znacajne promene u beloj lozi nisu uocene. Takode, ekspozicija toksi¢nih metala nije dovela do drugih
znacajnih promena u leukocitarnoj formuli tretiranih Zivotinja.

Kod svih eksperimentalnih grupa akutna ekspozicija pojedina¢nim dozama Cd i Pb, kao i smeSom Cd i
Pb, znacajno je smanjila vrednosti ukupnog broja eritrocita, koncentracije hemoglobina i hematokritne
vrednosti u odnosu na netretirane pacove. Medutim, unutar eksperimentalnih grupa statisti¢ki znacajnih
razlika nije bilo. Najizrazeniji efekat snizenja pokazan je nakon doze od 30 mg Cd/kg t.m. kao i nakon
primene smese 15 mg Cd/kg t.m. i 150 mg Pb/kg t.m. Naime, ukupan broj eritrocita je u odnosu na
kontrolnu grupu snizen za 27%, hemoglobin za 21% i hematokrit za 22% kod Cdsp grupe, odnosno
25% za RBC, 21% za HGB i 24% za HCT kod Cd;5+Pb;s grupe. Medu parametrima koji reprezentuju
eritrocitne indekse znacajne promene zapazene Su jedino u vrednostima MCH (Cdis grupa i Cdsg
grupa). Prosec¢an volumen eritrocita kao i indeks anizocitoze nisu zna€ajno bili izmenjeni primenjenim
doznim rezimom toksi¢nih metala.

Trombocitoza je uo¢ena nakon primene pojedina¢ne doze Cd od 15 mg/kg t.m. (P<0,01), odnosno
trombocitopenija nakon ekspozicije 30 mg Cd/kg t.m. (P<0,001) u odnosu na kontrolnu grupu.
Pojedina¢na doza Pb dovela je do trombocitopenije u odnosu na kontrolu (P<0,01). Takode,
trombocitopenija je primec¢ena i nakon aplikovanja smese ali samo u odnosu na Cdss grupu (P<0,001).
Efekti pojedinac¢nih doza Cd i Pb kao i njihove smeSe nakon akutne oralne ekspozicije pacova na
hematoloske parametre prikazani su u Tabeli 3.

Tabela 3. Efekat Cd i/ili Pb na hematoloske parametre pacova nakon akutne ekspozicije

Kontrolna Cdys grupa Cds, grupa Pb.so grupa Cd;5+Pbys
grupa grupa
WBC (10%L)*  3,85+0,68 3,560,53 2,360,32%+T1 4,08+0,75 3,97+0,66
Limfociti 2,58 1,84** 1,15%*1 2,54 2,22
(10°/L) 2 1,84-2,94 1,36-2,11 1,01-1,16 2,18-2,77 1,44-2,69
Neutrofili 1,02 1,21 0,88 1,27 1,23*
(10%L) 2 0,80-1,41 0,73-1,99 0,75-1,18 0,81-1,43 0,95-2,14
RBC (10"/L)*  6,91+0,25 5,61+0,98*** 5,05+0,61*** 5,74+0,67** 5,19+0,74***
HGB (g/L) 2 148,0 139,0* == 126,5* 5177 O
143,0-161,0  105,0-154,0 104,0-128,0 118,0-153,0 94,0-127,0
HCT (L/L)? 0,401 0,343* 0,314*** 0,336* 0,303***
0,380-0,410  0,250-0,410 0,260-0,340 0,300-0,420 0,210-0,340
MCV (fL) ? 58,0 58,0 60,5 60,0 58,0
56,0-61,0 57,0-62,0 56,0-69,9 56,0-63,0 56,0-59,0
MCH (pg) ° 21,0 23,5%* 23,0* 22,5 22,0
20,0-23,0 22,0-25,0 22,0-26,0 22,0-24,0 21,0-26,0
MCHC (g/L) >  370,0 398,0 386,5 383,0 379,0
361,0-390,0  379,0-420,0 349,0-409,0 361,0-397,0 372,0-447,0
PLT (10%L)*  571,25+43,03 701,00+40,30**  341,50492,36***'™" 449 50+100,60** 525,00+53,86' "

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija “ Vrednosti su prikazane kao medijana i raspon. WBC =
leukociti; RBC = eritrociti; HGB = hemoglobin; HCT = hematokrit; MCV = prosecna zapremina eritrocita;, MCH =
prosecna kolicina hemoglobina u eritrocitu; MCHC = prosecna koncentracija hemoglobina u eritrocitima; PLT =
trombociti. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu nose oznaku *, # u odnosu na Cdys grupu, ¥ u
odnosu na Cdsy grupu i # u odnosu na Pbso grupu. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséene su
jednofaktorska ANOVA i Kruskal-Wallis neparametarski test praceni odgovarajuéim post hoc testovima. *1i# P<0,05;
xR P<0,01; ***7771 1 H##H P<0,001.
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4.1.3. Biohemijski parametri

Akutna ekspozicija toksi¢énim metalima oralnim putem, pojedinac¢na i kao smeSa toksi¢nih supstanci,
dovela je do izmene profila pojedinih biohemijskih parametara kod eksperimentalnih Zivotinja (Tabela
4). Naime, kod svih eksperimentalnih grupa je doslo do znacajnog snizenja koncentracije uree, dok je
koncentracija kreatinina bila viSa u odnosu na netretirane zivotinje, nakon ekspozicije vecoj dozi Cd
(30 mg/kg t.m., P<0,01) i pojedina¢noj dozi Pb (150 mg/kg t.m.). Znacajno niza koncentracija ukupnih
proteina (P<0,01) i albumina (P<0,05) uocena je nakon aplikacije smese Cd i Pb u odnosu na kontrolnu
grupu. Visi nivo bilirubina (direktnog) u serumu eksperimentalnih Zivotinja dokumentovan je nakon
ekspozicije pojedina¢noj dozi Pb u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,01) kao i u odnosu na ostale
tretirane grupe (P<0,01). Sa druge strane, zna¢ajno viSe koncentracije ukupnog bilirubina u odnosu na
netretirane pacove pokazane su kod Cdss grupe i Cdsp grupe (P<0,01 i P<0,05). Primenjen dozni rezim
nije doveo do znacajne izmene nivoa mokraéne kiseline kod zivotinja nakon akutne ekspozicije.

Primena razli¢itih doza Cd, pojedinacna doza Pb kao i smeSa ova dva toksi¢na metala uticala je na
znacajno snizenje gvozda u serumu kod svih tretiranih grupa u odnosu na kontrolnu (P<0,001). Trend
nizih nivoa serumskog kalcijuma zapaZzen je kod tretiranih Zivotinja, medutim, statisticka znacajnost
ostvarena je samo kod grupa koje su primale Pb, sa izraZenijim efektom redukcije nakon primene
smese (P<0,01). Sli¢an scenario je pokazan i za nivo serumskog magnezijuma. Naime, nizi nivo Mg
primecen je ne samo kod grupa koje su primile Pb ve¢ i kod grupe koja je bila izlozena vecoj dozi Cd
(30 mg kg/t.m.). Koncentracija serumskog neorganskog fosfora bila je znacajno niZa jedino kod Cdsp
grupe u odnosu na kontrolu. Pojedina¢na doza Pb kao i primena veée doze Cd dovele su do izmene
koncentracije hlorida u serumu pacova u odnosu na netretirane pacove. Takode, nakon primene smese
toksicnih metala koncentracija hlorida znacajno se razlikovala u odnosu na pojedinaénu dozu Pb
(P<0,01).

Primenjen dozni rezim Cd i/ili Pb nije doveo do znacajne promene serumskog testosterona kod
eksperimentalnih Zivotinja.

39



Tabela 4. Efekat Cd i/ili Pb na biohemijske parametre u seruma pacova nakon akutne ekspozicije

Kontrolna Cd,s grupa Cds grupa Pbiso grupa Cd;s+Pbyso grupa
grupa
BU (mmol/L) * 10,72+1,02 8,56+0,82***  8,76+1,08** 8,76+1,12** 9,08+1,13**
CRE (umol/L) ? 42,45 44,75 45,45** 43,40* 43,40
39,5-43,4 35,5-53,4 42,8-53,4 41,4-46,7 40,5-46,1
TP (g/L) 2 59,0 60,3 61,8 59,5 52 4%+
53,4-63,3 45,3-74,2 53,4-64,9 55,1-66,8 48,7-58,0
ALB (g/L) * 32,1 28,8 30,3 30,7 28,8*
29,4-35,7 22,5-36,6 27,0-33,4 29,9-32,1 26,3-32,0
DB (umol/L) ? 0,4 0,45 0,4 0,7**11t 0,4
0,3-0,5 0,2-0,5 0,3-0,6 0,7-0,9 0,4-0,6
TB (umol/L) ! 2,04+0,16 2,56x0,33** 2,38+0,38* 2,24%0,16 2,18+0,14"
Fe (umol/L) ! 61,7£11,4 27,548,8*** 21,645,8*** 36,3+£10,5***  31,4+6,3***
Ca (mmol/L) ? 2,93 2,73 2,65 2,65* 2,48**
2,5-3,2 2,2-3,2 2,5-3,1 2,5-2,9 2,2-2,7
Mg (mmol/L) ? 1,70 1,55 1,30* il g5 1,30%**
1,5-1,9 1,1-2,2 1,3-1,8 1,0-1,5 1,1-15
P (mmol/L) 3,05 2,87 2,71* 3,15 3,05
3,0-3,4 2,6-4,4 2,4-3,3 2,9-3,2 2,1-34
Cl (mmol/L) ? 105,0 110,5 108,5* 113,0*** 106,0"
102,0-109,0 102,0-118,0 105,0-116,0 108,0-118,0 100,0-109,0
Testosteron 1,95 1,48 1,26 2,31 2,14
(ng/mL) 2 1,21-3,20 0,78-2,20 0,42-2,58 1,95-5,96 1,38-2,38

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. “ Vrednosti su prikazane kao medijana i raspon. Urea
(BU), kreatinin (CRE), ukupni proteini (TP), albumin (ALB), bilirubin direktni (DB), bilirubin ukupan (TB), gvozde (Fe),
kalcijum (Ca), magnezijum (Mg), neorganski fosfor (P), hlorid (Cl). Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na
kontrolnu grupu nose oznaku *, ¥ u odnosu na Cdis grupu,  u odnosu na Cdsy grupu i # u odnosu na Pbisy grupu. Za
testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa korisé¢ene su jednofaktorska ANOVA i Kruskal-Wallis neparametarski
test praceni odgovarajucim post hoc testovima. *11# P<0,05; **{111## P<0,01; ***f 117 r### P<0,001.

Znacajno niza aktivnosti ALT utvrdena je kod grupe koja je primila ve¢u dozu Cd kao i kod obe grupe
koje su primile Pb, u odnosu na kontrolnu grupu. Sa druge strane, AST aktivnost je bila znacajno niza
nakon aplikacije smeSe Cd i Pb u odnosu na pojedina¢nu dozu Pb. Obe doze Cd dovele su do snizenja
aktivnosti ALP u odnosu na kontrolu (P<0,001). Takode, aktivnost ALP bila je znac¢ajno niza nakon
aplikacije 30 mg Cd/kg t.m. u odnosu na aplikaciju 15 mg Cd/kg t.m. Sli¢no, obe eksperimentalne
grupe koje su bile izlozene Pb imale su znacajno nizu ALP aktivnost u odnosu na kontrolnu grupu
(P<0,001). Znacajno niza LDH aktivnost u seruma eksperimentalnih Zivotinja Cdsp grupe u odnosu na
kontrolnu grupu i Cdis grupu (P<0,05, odnosno P<0,01) uocena je nakon akutne oralne ekspozicije.
Primenjen dozni rezim nije doveo do znacajnih promena u aktivnostima amilaze u seruma pacova.
Efekti pojedinacnih doza Cd i1 Pb kao i1 njihove smeSe nakon akutne oralne ekspozicije pacova na
aktivnost ispitivanih enzima u serumu, koji su bili zna¢ajno izmenjeni, prikazani su na Slici 5A i 5B.
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Slika 5. Efekat Cd i/ili Pb na aktivnost enzima AST, ALT i ALP (A) i LDH (B) u serumu pacova
nakon akutne oralne ekspozicije

Aspartat aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), alkalna fosfataza (ALP), laktat dehidrogenaza (LDH).
Aktivnosti enzima su prikazane kao srednje vrednosti i standardne devijacije. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu
na kontrolnu grupu nose oznaku *, ¥ u odnosu na Cdys grupu, } u odnosu na Cdzy grupu i # u odnosu na Phss, grupu. Za
testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséene je jednofaktorska ANOVA pracena odgovarajuéim post hoc
testom. *#1# P<0,05; **1171## P<0,01; ***{#+1 1 ### P<0,001.

4.1.4. Parametri oksidativnog statusa

Akutna oralna ekspozicija toksi¢nim metalima kao i sme$i metala izmenila je nivoe parametara
oksidativnog statusa kako u krvi eksperimentalnih Zivotinja tako i u ispitivanim organima, jetri i
bubrezima (Tabela 5). U krvi, primena 30 mg/kg t.m. Cd znacajno je povecala nivo MDA u odnosu na
nizu dozu Cd (15 mg/kg t.m.). Potom, u eksperimentalnoj grupi koja je primila smesu Cd i Pb doslo je
do znacajnog porasta koncentracija MDA i AOPP u odnosu na grupe koje su primile istu dozu
toksi¢nih metala ali kao pojedina¢nu supstancu. Takode, znacajno veca koncentracija AOPP je
izmerena u krvi pacova nakon aplikacije smeSe u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,001). Primenjen
dozni rezim nije znacajno promenio ukupne nivoe SHG, O, i PAB, kao ni PON-1 aktivnost u krvi
pacova.

Sa druge strane, u jetri, pojedinacne doze Cd i Pb su nakon akutne ekspozicije dovele do znacajnog
poveéanja AOPP nivoa, bez razlike izmedu grupa. Takode, nakon primene smese Cd i Pb, nivo AOPP
u jetri pacova nije se razlikovao od kontrolne grupe, medutim, bio je znacajno nizi od AOPP vrednosti
izmerenih kod eksperimentalnih grupa koje su primile pojedina¢nu dozu toksi¢nih metala. Ostali
ispitivani parametri oksidativnog statusa u jetri pacova (nivo MDA, SHG, O,", kao i PON-1 i SOD
aktivnost) nisu se znacajno razlikovali nakon tretmana u odnosu na kontrolu.

Aplikacija pojedinac¢ne doze Cd od 30 mg/kg t.m. znacajno je povecala nivo MDA u bubrezima pacova
u odnosu na nizu dozu Cd (15 mg/kg t.m.). Obe eksperimentalne grupe koje su tretirane olovom takode
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su imale ve¢e MDA nivoe u bubrezima u odnosu na kontrolnu grupu pri ¢emu je izrazeniji efekat
ostvaren nakon primene smese (P<0,001). Takode, primena smesSe dovela je do ve¢ih MDA nivoa u
odnosu na pojedinacnu dozu Cd (P<0,01). Nivoi AOPP, SHG, O," kao i SOD aktivnosti, nisu se
znacajno razlikovali U bubrezima izlozenih pacova i kontrolne grupe.

Tabela 5. Parametri oksidativnog statusa u krvi, jetri i bubrezima pacova nakon akutne ekspozicije Cd

i/ili Pb
Kontrolna Cd,s grupa Cds grupa Pbiso grupa Cd;5+Pbyso grupa
grupa
MDA (umol/L) 2,23 1,94 2,66 2,10+ 2,41™
1,99-3,68 1,49-2,82 2,17-3,13 1,62-2,46 2,16-3,21
AOPP (umol/g 1,84 1,40* 1,97 2,347 13,53*x* T
> proteina) 1,67-2,19 1,20-1,95 1,26-3,68 1,53-6,04 9,94-16,59
X SHG (mmol/L) 0,12 0,16 0,13 0,16 0,18
0,08-0,21 0,10-0,22 0,10-0,13 0,13-0,26 0,13-0,27
PAB (HKU) 136,6 186,2 189,6 191,0 128,6
105,3-181,6 169,0-215,9 144,3-203,5 133,6-201,4 87,2-150,0
MDA (umol/mg 80,1 75,76 104,75 77,15 76,59
protein) 56,77-9552  64,08-89,08 68,64-124,80 36,59-101,19 62,66-98,31
AOPP (umol/g 83,16 234,84%*+* 201,66%** 178,99*" 81,42
© protein) 35,82-166,36  172,37-252,13 179,94-324,36  114,81-228,23 38,05-194,69
ko SHG (mmol/g 0,31 0,31 0,30 0,31 0,27
proteina) 0,25-0,33 0,22-0,38 0,25-0,40 0,20-0,39 0,15-0,36
SOD (U/g) 56,92 53,56 52,80 55,70 52,45
52,07-60,82  45,54-57,35 48,47-59,67 47,77-60,65 51,48-63,25
MDA (umol/mg 209,42 171,94 237,65 283,881 D AT
protein) 132,68-232,39  143,99-253,74 194,81-397,13  197,42-328,57 233,25-321,88
_ AOPP (umol/g 273,68 255,58 286,65 297,75 273,79
B protein) 153,97-341,22  206,36-317,21 250,53-360,61  231,56-368,82 226,38-362,08
5 SHG (mmol/g 0,27 0,25 0,25 0,24 0,27
@ proteina) 0,18-0,34 0,17-0,39 0,21-0,35 0,22-0,30 0,17-0,31
SOD (U/g) 62,31 57,02 52,56 61,83 60,65
37,84-74,04  46,90-63,07 46,88-70,01 50,54-73,51 37,58-76,60

Parametri su prikazani kao medijana i raspon. Malondialdehid (MDA), uznapredovali produkti oksidacije proteina
(AOPP), ukupne sulfhidrilne grupe (SHG), prooksidativni-antioksidativni balans (PAB), superoksid dizmutaza (SOD).
Parametri koje su ostali nepromenjeni nakon akutne oralne ekspozicije toksicnim metalima nisu prikazani. Statisticki
znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu nose oznaku *, ¥ u odnosu na Cdis grupu, | u odnosu na Cdsg
grupu i # u odnosu na Pbisq grupu. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen je Kruskal-Wallis
neparametarski test pracen odgovarajuéim post hoc testom. *11# P<0,05; **F111## P<0,01; ***11+7111### P<0,001.

Totalni antioksidativni status, totalni oksidativni status i indeks oksidativnog stresa u Krvi, jetri i
bubrezima pacova nakon akutne oralne ekspozicije toksi¢nim metalima i smesi metala prikazani su na
Slici 6. Veé¢e TOS vrednosti u krvi uocene su kod kod Cdsp i Pbisp grupe u odnosu na kontrolu.
Primenjen dozni rezim doveo je do inverzne izmene u vrednostima TAS u krvi. Naime,
eksperimentalne grupe koje su primile pojedinacne doze Cd i Pb imale su nize TAS nivoe u odnosu na
kontrolu, dok je nakon primene smeSe, TAS nivo bio znacajno veci u odnosu na grupe koje su primile
pojedina¢nu dozu metala. Indeks oksidativnog stresa u krvi, izracunat kao odnos TOS i TAS, imao je
znacajno Vvise vrednosti nakon 30 mg Cd/kg t.m. i 150 mg Pb/kg t.m. u odnosu na kontrolnu grupu.

U jetri, znacajno nizi TAS nivo ostvaren je nakon primene nize doze Cd i pojedina¢ne doze Pb u
odnosu na kontrolu. U saglasnosti sa ovim rezultatom je i dobijen rezultat za OSI indeks koji je kod
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Pbisp grupe imao najveéu vrednost. Primenjen dozni rezim nije doveo do znacajnih izmena u
vrednostima TAS 1 TOS u bubrezima pacova u odnosu na netretirane zivotinje, te je 1 OSI indeks ostao

nepromenjen.
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Slika 6. Efekat Cd i/ili Pb na totalni antioksidativni status (TAS; a, b i c), totalni oksidativni status
(TOS; d, e i f) i indeks oksidativnog stresa (OSI; g, h i €) u krvi, jetri i bubrezima pacova nakon akutne
oralne ekspozicije

Pravougaonici predstavljaju interkvartilni raspon (25-75th percentil), unutrasnja linija pravougaonika predstavlja
medijanu a spoljasnje linije predstavijaju najveéu i najmanju vrednost. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na
kontrolnu grupu nose oznaku *, 1 u odnosu na Cdis grupu, | u odnosu na Cdsy grupu i # u odnosu na Pbisp grupu. Za
testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen je Kruskal-Wallis neparametarski test pracen

odgovarajucim post hoc testom. *11# P<0,05; **f171## P<0,01; ***#111 7 ### P<0,001.

Rezultati ispitivanih parametara oksidativnog statusa iskoris¢eni su za izraCunavanje tri skora: skor
oksidativnog ostecenja (eng. oxidative damage score, DS), skor antioksidativne zaStite (eng. protection
score, PS) i takozvani OXY skor (globalni skor oksidativne ravnoteze) (Tabela 6). Skor antioksidativne
zastite izraCunat ja kao prose¢na vrednost standardizovane vrednosti varijabli izratunavanjem Z skora i
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on je obuhvatio sledece parametre: TAS, SOD, SHG i PON-1 aktivnost. Skor oksidativnog ostecenja
izraCunat je na isti nacin, izraCunavanjem prosec¢ne vrednosti standardizovane vrednosti varijabli
izraCunavanjem Z skora pri ¢emu je ovaj skor obuhvatio TOS, PAB, MDA, AOPP i O,". Na kraju smo
izraCunali OXY skor po formuli Veglia i sar. [143] kao odnos PS i DS. Vrednost OXY skora je bliska
nuli kada je suma svih ispitivanih analita priblizna normalnim vrednostima, ili kada je visoka vrednost
skora oksidativnog oStecenja kompenzovana visokom vredno$¢u skora antioksidativne zastite [143].
Nakon evaluacije prethodno prikazanih rezultata za parametre oksidativnog statusa u prikazanoj studiji,
DS je imao pozitivan ishod kod Cdso (P<0,05) i Pbiso grupe (P<0,05). Sa druge strane, parametri Koji
su koris¢eni za evaluaciju skora antioksidativne zaStite iako su imali trend nizih vrednosti kod svih
tretmana, nisu se znacajno razlikovali do kontrolne grupe. Prekomerna produkcija prooksidanasa
naspram antioksidativne zastite kod Cdsp grupe i Pbiso grupe rezultovala je visokim vrednostima OXY
ove dve tretirane grupe.

Tabela 6. Skor oksidativnog statusa pacova nakon akutne ekspozicije Cd i/ili Pb

Kontrolna Cdys grupa Cdso grupa  Phbgso grupa Cd5+Pbys

grupa grupa

Skor oksidativnog ostecenja -0,083+0,49 0,088+0,51  0,526+0,26* 0,485+0,24* -0,254+0,39"
Skor antioksidativne zastite -0,038+0,34 -0,37+0,56 -0,29+0,24 -0,11+0,37 -0,2240,63

Globalni skor oksidativne -0,045+0,58 0,46+0,89 0,81+0,39*  0,7740,30* -0,037+0,80"

ravnoteze
Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti i standardne devijacije. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na
kontrolnu grupu nose oznaku * ¥ u odnosu na Cdis grupu,  u odnosu na Cdsy grupu i # u odnosu na Pbisy grupu. Za
testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa korisé¢ena je jednofaktorska ANOVA pracena odgovarajucim post hoc
testom.

4.1.5. Bioelementi u krvi i organima

Eksperimentalna grupa koja je akutno bila izloZzena Cd u dozi od 15 mg/kg t.m. imala je znac¢ajno nizu
koncentraciju Cu u krvi u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,001), ali i u odnosu na grupu koja je primila
sme$u Cd i Pb (P<0,001). Sa druge strane, eksperimentalna grupa koja je akutno bila izloZzena Cd u
dozi od 30 mg/kg t.m. imala je znacajno nizu koncentraciju Zn u krvi u odnosu na kontrolnu grupu
(P<0,05) i u odnosu na Cd;s grupe (P<0,001). Ekspozicija smesi Cd i Pb rezultovala je znacajno nizom
koncentracijom Zn u krvi u odnosu na Cdss grupu i Pbyso grupe.

Dozni rezim od 30 mg Cd/kg t.m. znacajno je povecao nivo Cu u jetri pacova u odnosu na kontrolnu
grupu (P<0,01). Visa koncentracija Cu u jetri izmerena je i nakon primene Pb, bilo kao pojedina¢ne
supstance ili u smesi, pri ¢emu je izrazeniji efekat postignut nakon primene smese (P<0,01). Nivo Zn u
jetri u sve Cetiri eksperimentalne grupe bio je znacajno visi U odnosu na netretirane pacove, pri ¢emu je
kod primene Pb efekat bio izrazeniji (P<0,001).

Koncentracija bioelemenata u bubrezima nakon akutne ekspozicije pacova toksi¢nim metalima imala je
nesto drugaciji scenario, jer nije zapazena promena U koncentraciji Cu dok su koncentracije Zn bile
znacajno nize. Posmatrajuc¢i eksperimentalnu grupu koja je primila smesu Cd i Pb, vrednosti Zn su
znacajno vise U odnosu na Cd;s grupu, odnosno nisu se razlikovale od Pb;sg grupe.

Koncentracije bioelemenata u krvi, jetri i bubrezima pacova nakon akutne oralne ekspozicije Cd i Pb i
njihovoj smesi prikazane su u Tabeli 7.
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Tabela 7. Koncentracije bioelemenata u krvi, jetri i bubrezima pacova nakon akutne oralne ekspozicije

Cd i/ili Pb
Krv Jetra Bubrezi

Cu (umol/L) Zn (umol/L) Cu (umol/kg)  Zn (umol/kg) Cu (umol/kg) Zn (umol/kg)
Kontrolna grupa 22,10+1,81 87,76%3,24 50,74+2,80 462,77+57,37 96,92+10,39 374,18+38,14
Cd,s grupa 16,09+1,22*** 93, 19+8,61 57,60+5,58 585,16+90,11**  79,27+4,06 299,704+25,88***
Cdsgrupa 20,00£2,34™  74,20+15,81*'""  65,08+10,48** 576,49+43,11* 88,27+21,02 310,47+12,89%**
Pbysogrupa 20,59+2,40""  9223+7,62 63,26+3,65* 613,06+24,48***  110,95+22,1171"  329,07+22,95**
Cd;s+Pbysg 20,19+1,53""  81,04+7,34™ 67,00£13,17**  609,78+102,73*** 95 42+11,37 336,67+24,44%+

grupa

Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti i standardne devijacije. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na
kontrolnu grupu nose oznaku *, 1 u odnosu na Cdis grupu, ; u odnosu na Cdzy grupu i # u odnosu na Pbysy grupu. Za
testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséena je jednofaktorska ANOVA pracena odgovarajuc¢im post hoc
testom. *11# P<0,05; **f17## P<0,01; ***f1+71### P<0,001.

Akutna ekspozicija toksi¢nim metalima znacajno je uticala i na nivo bioelemenata u tkivima prostate i
testisa. Naime, nakon 24 h od ekspozicije u svim doznim grupama nivo Cu u tkivu prostate je bio
znacajno snizen u odnosu na kontrolnu grupu dok je nivo Zn bio u rangu kontrole.

Sasvim suprotan scenario primecen je u tkivu testisa gde je nakon tretmana izmeren znacajno visi nivo
Cu kod svih eksperimentalnih grupa u odnosu na kontrolu. Potom, dok je jedino kod Cdis grupe
primec¢eno znacajno snizenje Zn u tkivu testisa u odnosu na kontrolnu grupu, sve ostale dozne rezime
karakterisale su znacajno vise koncentracije Zn.

Koncentracije bioelemenata u prostati i testisima pacova nakon akutne oralne ekspozicije Cd i Pb i
njihovoj smesi prikazane su na Slici 7A i 7B.
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Slika 7. Koncentracije bakra (A) i cinka (B) u prostati i testisima pacova nakon akutne
ekspozicije Cd i Pb

Koncentracija Cu izraZena je u umol Cu/kg. Koncentracija Zn izrazena je u pumol Zn/kg. Rezultati su
prikazani kao srednje vrednosti i standardne devijacije. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na
kontrolnu grupu nose oznaku *, ¥ u odnosu na Cdys grupu, § u odnosu na Cdsy grupu grupu i # u odnosu na
Pbiso grupu. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa korisé¢ena je jednofaktorska ANOVA
pracena odgovarajucim post hoc testom. *11# P<0,05; **1111## P<0,01; ***7#1 11 1### P<0,001.

Na Slici 8 prikazani su dobijeni Cu/Zn odnosi u Krvi i ispitivanim organima pacova. Znacajno nizi
Cu/Zn odnos u krvi pokazan je kod Cdis grupe u odnosu na kontrolnu grupu i Cdis+Pbisg grupu, dok
promene Cu/Zn odnosa nije bilo u jetri pacova. Primena pojedinacne doze Pb znac¢ajno je izmenila
Cu/Zn odnos u bubregu pacova. Naime, dobijen Cu/Zn odnos u bubregu Pbisp grupe bio je znacajno
visi od vrednosti kontrolne grupe i Cdis+Pbiso grupe. U prostati pacova aplikaciju svih doznih rezima
pratilo je zna¢ajno snizenje Cu/Zn odnosa u odnosu na netretirane pacove, sa najizrazenijem efektom
snizenja nakon primene olova. Suprotno, ekspozicija toksi¢nim metalima je uticala na izmenu Cu/Zn
odnos u tkivu testisa pacova u smislu povecanja u odnosu na kontrolu, dok izmedu ispitivanih grupa
razlika nije ostvarena.

A Cu/Zn odnos u krvi pacova B Cu/Zn odnos u jetri pacova
035 014
03 - Li 012 | T T
0,25 01
02 0,08
0,15 0,06
01 0,04
0,05 0,02
0 0
Kontrola Cdi5grupa  Cd30grupa  Pb150grupa  Cd15+Pb150 Kontrola ~ Cdi5grupa  Cd30grupa Pbl50 grupa Cd15+Pb150
grupa grupa
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C Cu/Zn odnos u bubregu pacova

0,45
0,4

0,35

0,3

0,25

0,2
0,15
0,1
0,05

Kontrola Cd15 grupa Cd30grupa  Pb150grupa  Cd15+Ph150
grupa

D Cu/Zn odnos u prostati pacova E Cu/Zn odnos u testisu pacova
0,12 0,09 " " ”
0,08 *
0,1
0,07
0,08 0,06
0,05
0,06
0,04
0,04 0,03
0,02
0,02
0,01
0 0
Kontrola Cd15grupa  Cd30grupa  Pb150 grupa Cd15+Pbh150 Kontrola Cd15grupa  Cd30grupa Pb150 grupa Cd15+Pb150
grupa grupa

Slika 8. Cu/Zn odnosi u krvi (A), jetri (B), bubregu (C), prostati (D) i testisu (E) eksperimentalnih
grupa pacova nakon akutne ekspozicije Cd i Pb

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti i standardne devijacije. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na
kontrolnu grupu nose oznaku *, 1 u odnosu na Cd,s grupu, } u odnosu na Cdsy grupu grupu i # u odnosu na Pbys, grupu. Za
testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa korisé¢ena je jednofaktorska ANOVA pracena odgovarajucéim post hoc
testom. *11# P<0,05; **f111## P<0,01; ***f111 1 1### P<0,001.

4.1.6. Histopatoloska analiza organa

Histopatoloska analiza jetre kontrolne grupe je normalne arhitekture (Slika 9a). Nakon aplikacije 15 mg
Cd/kg t.m. histopatoloskom analizom primecena je blaga infiltracija u portalnom prostoru sa blago
dilatiranim sinusoidima (Slika 9b), dok je blaga do umerena dilatacija sinusoida sa infiltracijom
leukocita u portalnim prostorima primecena u Cdsp grupi (Slika 9c). Primenu pojedina¢ne doze Pb
pratila je blaga dilatacija sinusoida sa infiltratom limfocita i neutrofila u portalnim prostorima, oko
bilijarnog ductusa. Dodatno, sinusoidni prostor bio je ispunjen mononuklearima. U zoni 1 acinusa
kondenzovani hromatin nukleusa je primec¢en kod Pbisg grupe, dok je venska tromboza bila prisutna u
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jednom od ispitivanih tkiva ove grupe pacova (Slika 9d). Kombinacija sme$e Cd i Pb odlikovala se
slicnim promenama kao kod Pbisp grupe ali su one nakon primene smese bile izrazenije (Slika 9e).
Histopatoloska analiza bubrega kontrolne grupe je bila normalne arhitekture, dok je u svim tretiranim
eksperimentalnim grupama primeéena akutna pasivna hiperemija bez znacajnih patoloskih promena.

(d) (e)

Slika 9. Efekat Cd i/ili Pb na mikrostrukturu jetre pacova; (a): kontrolna grupa; (b): Cdis grupa; (c):
Cds3o grupa; (d): Pbiso grupa; (e): Cdis+Pbisg grupa

Akutna pasivna hiperemija lakog stepena uocena je nakon histopatoloske analize prostate kod svih
grupa pacova koje su primile pojedinacnu dozu metala, dok je kod eksperimentalne grupe koja je
primila smesu Cd i Pb uocen izraZzen edem intersticijuma uz fokalnu atrofiju prostati¢nog epitela vrlo
lakog stepena. Akutna ekspozicija toksicnim metalima nije rezultovala znacajnim histopatoloskim
promenama u ispitivanim uzorcima testisa pacova. Kod svih eksperimentalnih grupa uocena je samo
akutna pasivna hiperemija lakog stepena.
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(c) (d)

Slika 10. Efekat Cd i/ili Pb na mikrostrukturu prostate i testisa pacova; (a): kontrolna grupa; (b): Cdis
grupa; (c): Cdsp grupa; (d): Pbiso grupa; (e): Cdys+Pbsso grupa
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4.2. Humana studija

4.2.1. Populacija Zena sa karcinomom dojke

U ispitivanje je bilo uklju¢eno 55 pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke prose¢ne starosti 61,2 +
12,2 godina, dok je kontrolna grupa bila sastavljena od 41 zdrave Zene koje su imale benigne promene
dojke, prosecne starosti 39,5 + 10,8 godina. Razlika u godinama starosti izmedu ove dve kohorte je bila
statisticki znacajna kako je pokazano Student-ovim t testom (P<0,001). Znacajna razlika pokazana je i
u vrednostima ITM izmedu ispitivanih grupa. Naime, ispitanice obolele od karcinoma imale su
vrednost ITM 25,6 kg/m? (IQR 22,9-28,3) dok je kod zdravih Zena iznosio 22,2 kg/m? (IQR 20,3-25,7)
(P<0,01).

U kontrolnoj grupi zena 39,0% je na pitanje o puSackom statusu odgovorilo pozitivno. Prose¢an broj
godina pusenja u kategoriji aktivnih pusaca iznosio je 15,0 (IQR 10,0-22,0) dok je prosecan broj
cigareta 15 (IQR 10-20). Populacija obolelih Zena sastavljena je od 32,7% ispitanica koje su se na
pitanje puSackog statusa izjasnile pozitivnim odgovorom (aktivni pusac). Prosecan broj godina puSenja
u kategoriji aktivnih pusaca iznosio je 30,0 (IQR 18,7-31,0) sa prose¢nim brojem cigareta od 14 (IQR
9-20). Nije bilo znacajne razlike u puSackom statusu izmedu ispitivanih grupa.

Na drugo pitanje o osnovnim zivotnim navikama, a koje se odnosilo na konzumiranje alkoholnih pica,
9,8% ispitanica kontrolne grupe je odgovorilo pozitivno, a 16,4% iz grupe obolelih zena. Vecina
ispitanica je konzument alkoholnih pi¢a povremeno, ucestalosti 1-2 puta nedeljno, ili jednom mesecno.
Izmedu ispitivanih grupa nije postojala znacajna razlika po pitanju statusa konzumiranja alkoholnih
pica.

Ispitivane grupe se nisu razlikovale prema incidenci karcinoma dojke u porodi¢noj anamnezi. Naime,
pozitivnu porodi¢nu anamnezu za karcinom dojke u grupi zZena sa malignim promenama imala je 9,4%,
a u kontrolnoj grupi 5,0% ispitanica. Dve ispitanice sa malignim promenama u porodi¢noj anamnezi
imale su prisutan karcinom debelog creva, bubrega i grla dok je ista vrsta karcinoma bila prisutna i u
krugu porodica kod cetiri Zene iz kontrolne grupe. Po jedna ispitanica iz grupe obolelih je u svojoj
proslosti (10-20 godina unazad) imala karcinom mokraéne beSike 1 debelog creva dok je jedna
ispitanica iz kontrolne grupe imala melanom.

Osnova hormon-senzitivnosti karcinoma dojke je prisustvo receptora za estrogen i proteina regulisanih
estrogenom (receptori za progesteron) [95]. U ispitivanoj grupi obolelih ER pozitivan karcinom dojke
prisutan je bio kod 89,1% dok je 83,6% Zena imalo pozitivan PR status. Negativan rezultat ER bio je
prisutan kod Sest (10,9%) dok je kod devet ispitanica (16,4%) rezultat za progesteron receptor bio
negativan. Sest pacijentkinja sa negativnim statusom ER bile su istovremeno i PR negativne. Osnovne
demografske i klinicke karakteristike Zena u¢esnica studije prikazane su u Tabeli 8.
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Tabela 8. Osnovne demografske i klinicke karakteristike zena u¢esnica studije

N =96 Kontrolna grupa Karcinom dojke P
Starost, godine 39,5+10,8 61,2122 <0,001
ITM, kg/m*? 22,2 (20,3-25,7) 25,6 (22,9-28,3) <0,01
Aktivan pusa¢, % 2 39,0% 32,7% 0,732
Unos alkohola, % * 9,8% 16,4% 0,166
Pozitivna porodi¢na anamneza, % 9 5,0% 9,4% 0,257
Estrogen receptor (pozitivan/negativan) * / 89,1%/10,9% /
Progesteron receptor (pozitivan/negativan) ¥ / 83,6%0/16,4% /

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. * Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. * Kategoricki podaci su prikazane kao apsolutne ili relativne frekvence. Za testiranje postojanja razlika izmedu
ispitivanih grupa koriséeni su Student-ov t test i Mann-Whitney U test. Kategoricke varijable analizirane su Chi-kvadrat

(x2) testom.

Kao pomoc¢ni dijagnosticki kriterijum pri odabiru terapije, pored Klasifikacije statusa ER i PR, Kkoriste
se protein Ki-67, marker proliferacije i protein HER-2, prognosticki marker za pojavu recidiva i
prezivljavanje Celija karcinoma dojke [94]. U ovoj studiji 15 pacijentkinja je klasifikovano u kategoriju
karcinoma dojke sa niskim Ki-67 proliferativnim indeksom, 24 u kategoriju sa intermedijarnim dok je
visok Ki-67 proliferativni indeks bio prisutan kod 16 pacijentkinja (Slika 11A). HER-2 negativan status
bio je prisutan kod 50 zena (Slika 11B).

A Ki-67 proliferativni indeks B HER-2 status

) 4% ® Negativan
H Nizak
H Intermedijaran M Pozitivan

i Visok

Slika 11. Frekvenca ispitanica na osnovu Ki-67 proliferativnog indeksa (A) i HER-2 statusa (B)

4.2.1.1. Kadmijum i olovo u krvi i tkivima

Koncentracija Cd izmerena u krvi pacijentkinja sa karcinomom dojke nije se znacajno razlikovala od
zdravih Zena. Kod pacijentkinja sa karcinomom dojke koncentracija Cd znacajno je bila visa u
tumorskom tkivu dojke u poredenju sa okolnim zdravim tkivom, $to nije zapazeno kod kontrolne
grupe. Takode, koncentracija Cd u tumorskom tkivu bila je znacajno visa i od koncentracije Cd u
benignom tkivu kontrolne grupe (P<0,001). Koncentracije Cd u tri kompartmenta (krv, okolno zdravo i
tumorsko tkivo dojke) kod ucesnica studije prikazane su na Slici 12.
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Slika 12. Koncentracija kadmijuma u krvi (A), okolnom zdravom tkivu (B) i tkivu dojke sa
benignom/malignom promenom (C)

Pravougaonici predstavljaju interkvartilni raspon (25-75th percentil), unutrasnja linija pravougaonika predstavija
medijanu a spoljasnje linije predstavijaju najvecu i najmanju vrednost. Statisticki znacajne razlike (P<0,001) u odnosu na
kontrolnu grupu nose oznaku *, odnosno 1 u odnosu na okolno zdravo tkivo unutar grupe. Za testiranje postojanja razlika
izmedu ispitivanih grupa koris¢en je Mann-Whitney U neparametarski test.

Koncentracija Pb u krvi pacijentkinja sa karcinomom dojke nije se znacajno razlikovala od zdravih
zena. U obe ispitivane grupe, znacajno visi nivoi Pb utvrdeni su u okolnim zdravim tkivima u odnosu
na tkiva izmenjene strukture (P<0,001). Naime, kod zdravih ispitanica koncentracija olova iznosila je
261,06 ng/g (IQR: 178,99-660,28) u okolnom zdravom tkivu, a u tkivu izmenjene strukture 106,32
ng/g (IQR: 57,92-202,91). Kod pacijentkinja sa karcinomom dojke koncentracija olova je iznosila
238,89 ng/g (IQR: 139,28-397,09) u okolnom zdravom tkivu, a u tumorskom tkivu 91,89 ng/g (IQR:
36,24-146,36). U skladu sa dobijenim rezultatima je i odsustvo znacajne razlike izmedu istih regiona
(zdravo, odnosno izmenjeno tkivo) ispitivanih grupa. Koncentracije Pb u tri kompartmenta (krv, okolno
zdravo i tumorsko tkivo dojke) kod ucesnica studije prikazane su na Slici 13.
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Slika 13. Koncentracija olova u krvi (A), okolnom zdravom tkivu (B) i tkivu dojke sa
benignom/malignom promenom (C)

Pravougaonici predstavljaju interkvartilni raspon (25-75th percentil), unutrasnja linija pravougaonika predstavlja
medijanu a spoljasnje linije predstavljaju najveéu i najmanju vrednost. Statisticki znacajne razlike (P<0,001) u odnosu na
kontrolnu grupu nose oznaku *, odnosno 1 u odnosu na okolno zdravo tkivo unutar grupe. Za testiranje postojanja razlika
izmedu ispitivanih grupa korisé¢en je Mann-Whitney U neparametarski test.
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Nakon klasifikacije Zena po pusackom statusu, U grupi Zena sa negativnim pusackim statusom koje su
imale karcinom dojke znac¢ajno visa koncentracija Cd pokazana je u tumorskom tkivu dojke u odnosu
na benigno tkivo kontrolne grupe (P<0,001) kao i u odnosu na okolno zdravo tkivo iste dojke
(P<0,001). Sa druge strane, znacajno vise koncentracije Pb uoc¢ene su u okolnim zdravim tkivima u
odnosu na tkiva izmenjene strukture obe ispitivane grupe (P<0,001), kod ispitanica koje su nepusaci.

U grupi zena koje su imale pozitivan pusacki status, a koje su imale karcinom dojke, znac¢ajno visa
koncentracija Cd pokazana je u tumorskom tkivu u odnosu na benigno tkivo kontrolne grupe (P<0,05)
kao i u odnosu na okolno zdravo tkivo iste dojke (P<0,001). Kao i kod Zena nepuSaca, znac¢ajno vise
koncentracije Pb uocene su u okolnim zdravim tkivima u odnosu na tkiva izmenjene strukture obe
ispitivane grupe pusaca.

Uporedujuci dobijene koncentracije toksi¢nih metala u tri kompartmenta kod Zena razli¢itog puSackog
statusa dobili smo nesto drugacije zakljuke. Znacajno visa koncentracija Pb u krvi pacijentkinja
pozitivnog pusackog statusa pokazana je u odnosu na pacijentkinje negativnog pusackog statusa
(P<0,01), dok razlika nije pokazana za nivo Cd u krvi. Potom, koncentracija Pb u okolnom zdravom
tkivu pacijentkinja pozitivnog pusackog statusa znacajno je bila visa od koncentracije Pb okolnog
zdravog tkiva pacijentkija negativnog pusackog statusa. Koncentracije Cd i Pb u tri kompartmenta zena
nakon klasifikacije po pitanju puSackog statusa prikazane su u Tabeli 9.

Tabela 9. Koncentracije kadmijuma i olova u krvi i tkivima dojke nakon klasifikacije po pusackom

statusu
Pusacki status Kontrolna grupa Karcinom dojke
Negativan
Cd Krv, ug/L 1,60 (1,30-2,25) 1,70 (1,30-2,20)
Okolno zdravo tkivo, ng/g 13,18 (8,98-27,07) 19,33 (5,84-48,31)
Benigno/maligno tkivo, ng/g 13,97 (9,08-30,86) 59,00 (27,28-113,91)***¥++
Pb Krv, pg/dL 1,14 (0,29-1,75) 0,85 (0,34-1,35)
Okolno zdravo tkivo, ng/g 288,58 (231,91-487,07) 211,45 (124,71-296,10)*
Benigno/maligno tkivo, ng/g 78,14 (54,74-164,75)F11 74,69 (31,78-154,19)+ 1+
Pozitivan
Cd Krv, pg/L 1,90 (1,50-2,20) 1,80 (1,62-2,47)
Okolno zdravo tkivo, ng/g 24,52 (16,67-50,55)# 25,51 (12,38-45,06)
Benigno/maligno tkivo, ng/g 30,98 (9,91-109,02) 102,81 (56,96-130,76)*F 7
Pb Krv, ug/dL 1,51 (0,44-1,85) 1,45 (0,81-3,75)##
Okolno zdravo tkivo, ng/g 233,39 (141,81-1411,93) 378,42 (164,14-727,71)#
Benigno/maligno tkivo, ng/g 113,43 (57,92-222,49)F 108,18 (75,28-146,28) 1T

Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen
je Mann-Whitney U neparametarski test. Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu istog pusackog statusa
nose oznaku * 7 u odnosu na okolno zdravo tkivo unutar grupa istog puSackog statusa, odnosno # u odnosu na razliciti
pusacki status (krv-krv, okolno zdravo-okolno zdravo, benigno/maligno-benigno/maligno).

Nakon klasifikacije pacijentkinja po hormonskoj senzitivnosti receptora, ispitanice pozitivnog statusa
oba receptora imale su znacajno vise koncentracije Pb u krvi u odnosu na pacijentkinje sa negativnim
statusom. Znacajno visa koncentracija Cd u tumorskom tkivu pokazana je kod zena koje su imale
pozitivan status estrogen receptora u odnosu na negativnu ekspresiju receptora. Koncentracije Cd i Pb u
tri kompartmenta pacijentkinja nakon klasifikacije po hormonskoj senzitivnosti receptora prikazane su
u Tabeli 10.
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Cd

Pb

Tabela 10. Koncentracije kadmijuma i olova u krvi i tkivima dojke nakon klasifikacije pacijentkinja po
hormonskoj senzitivnosti receptora

Estrogen receptor Progesteron rceptor

Negativan Pozitivan Negativan Pozitivan
Krv, pg/L 1,65 (1,40-2,65) 1,70 (1,30-2,20) 1,90 (1,40-2,30) 1,70 (1,30-2,17)
Okolno zdravo tkivo, ng/g 20,52 (5,88-44,66) 21,65 (9,06-45,50) 22,10 (8,77-61,96) 21,47 (8,15-44,09)
Tumorsko tkivo, ng/g 35,21 (9,74-58,02) 80,50 (38,40-127,70)* 54,02 (22,99-99,65) 76,95 (34,70-127,40)
Krv, pg/dL 0,43 (0,27-0,74) 1,23 (0,62-1,66)* 0,51 (0,24-1,01) 1,24 (0,63-1,68)*
Okolno zdravo tkivo, ng/g  231,0 (137,7-459,8)  239,2 (137,8-383,8) 272,9 (135,2-393,8)  234,9 (138,7-403,7)
Tumorsko tkivo, ng/g 54,46 (5,72-124,3) 100,3 (45,8-154,2) 117,0 (21,2-149,1) 90,14 (36,4-148,4)

Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen
je Mann-Whitney U neparametarski test. Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativan status receptora nose oznaku*.
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

4.2.1.2. Hematoloski parametri

Nakon evaluacije osnovnih hematoloskih parametara pacijentkinja sa karcinomom dojke nije bilo
znacajnih razlika u poredenju sa kontrolnom grupom medu vrednostima ukupnog broja leukocita,
eritrocita i trombocita, koncentracije hemoglobina, hematokritne vrednosti te izvedenih parametara
eritrocitne loze (MCV, MCH, MCHC) (Tabela 11).

Tabela 11. Rezultati hematoloskih parametara u¢esnica studije

Kontrolna grupa Karcinom dojke P
WBC (10°/L) * 6,45 + 1,61 6,77 +1,76 0,370
Limfociti (10%L) * 2,09 +0,57 2,15+0,67 0,669
Neutrofili (10%L)" 3,74+ 1,40 4,02+1,32 0,329
RBC (10%/L)? 4,44 (4,27-4,57) 4,42 (4,24-4,69) 0,490
HGB (g/L) ! 132,1 + 10,6 134,0+ 10,1 0,375
HCT (L/L)? 0,394 (0,373-0,412) 0,401 (0,389-0,419) 0,127
MCV (fL) * 89,46 + 4,77 89,54 + 3,51 0,930
MCH (pg) * 29,82 + 2,07 29,68 + 1,43 0,720
MCHC (g/L) * 333,1+11,0 331,5+8,6 0,459
PLT (10%L)* 265,4 +51,4 153,7 + 63,3 0,338

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. * Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. WBC = leukociti; RBC = eritrociti; HGB = hemoglobin; HCT = hematokrit; MCV = prosecna zapremina
eritrocita; MCH = prosecna koli¢ina hemoglobina u eritrocitu;, MCHC = prosecna koncentracija hemoglobina u
eritrocitima, PLT = trombociti. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koris¢eni su Student-ov t test i
Mann-Whitney U test.

4.2.1.3. Osnovni biohemijski parametri i status polnih hormona

Od ispitivanih parametara lipidnog profila statisticki znacajna razlika pokazana je za vrednost

triglicerida pri ¢emu je dobijena koncentracija bila znacajno visa kod pacijentkinja (P<0,001) u odnosu

na kontrolnu grupu. Znacajno visa koncentracija uree pokazana je kod obolelih Zzena (P<0,001) u
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odnosu na zdrave. Takode, aktivnosti alkalne fosfataze i laktat dehidrogenaze bile su znacajno vecée kod
pacijentkinja sa karcinomom u odnosu na zdrave Zene kao i vrednost C reaktivnog proteina (P<0,05,
P<0,001, odnosno P<0,01). Izmedu ostalih ispitivanih parametara razlika nije pokazana. Osnovni
biohemijski parametri u populaciji zena prikazani su u Tabeli 12.

Tabela 12. Osnovni biohemijski parametri u¢esnica studije

Kontrolna grupa Karcinom dojke P
GL (mmolL) 522 (4,86-5,49) 5,31 (4,86-6,12) 0,194
HOL (mmol/L) ' 5,46 + 1,40 591+ 1,34 0,113
TG (mmol/L) > 1,02(0,79-1,35) 1,66 (1,04-2,07)  <0,001
HDL (mmol/L) ' 1,54 +0,31 1,49 + 0,33 0,499
LDL (mmol/L)* 3,37 +1,07 3,63+1,10 0,269
BU (mmol/L) ! 417116 5,33 +1,57 <0,001
CRE (umol/L)?  66,1(61,6-70,0) 68,9 (61,1-73,4) 0,381
TP (g/L) * 66,5+ 4,0 65,6 +5,4 0,406
ALB (g/L) * 457+24 445+ 35 0,051
DB (umol/L) 2 1,60 (1,20-1,92)  1,40(1,10-1,80) 0,126
TB (umol/L) 2 8,7 (7,1-11,0) 9,0 (7,2-9,7) 0,568
Fe (umol/L) * 184+75 17,6 +6,9 0,499
AST (U/L) 2 17 (15-19) 19 (16-21) 0,066
ALT (U/L) ? 7 (6-9) 9 (7-11) 0,051
ALP (U/L) 2 50 (42-61) 60 (50-73) <0,05
LDH (U/L) 2 258 (229-277) 301 (275-323) <0,001
CRP (mg/L) * 0,75 (0,42-1,87) 1,30 (0,90-4,10)  <0,01

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. * Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. Glukoza (GL), Holesterol (HOL), trigliceridi (TG), HDL (HDL holesterol), LDL (LDL holesterol), urea (BU),
kreatinin (CRE), ukupni proteini (TP), albumin (ALB), bilirubin direkini (DB), bilirubin ukupan (TB), gvoZde (Fe), aspartat
aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), alkalna fosfataza (ALP), laktat dehidrogenaza (LDH), C reaktivni
protein (CRP). Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséeni su Student-ov t test i Mann-Whitney U
test.

Nivoi humanih gonadotropina, FSH i LH, su bili znacajno visi u krvi pacijentkinja sa karcinomom u
odnosu na zdrave zene (P<0,001), a estradiola, glavnog polnog hormona kod Zena, znac¢ajno nizi kod
obolelih Zena (P<0,001). U skladu sa prikazanim rezultatima ispitivanih hormona su i dobijeni rezultati
za preracunate indekse. Naime, znacajno nizi FEI indeks je pokazan kod pacijentkinja sa karcinomom
(P<0,001) dok razlika nije bila znacajna u vrednostima FTI indeksa u odnosu na zdrave zene. U Tabeli
13 su prikazani rezultati hormonskog statusa ucesnica ispitivanja.
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Tabela 13. Rezultati hormonskog statusa u¢esnica studije

Kontrolna grupa Karcinom dojke P
FSH (mIU/mL) 8,8 (5,86-17,85) 79,7 (57,50-101,80) <0,001
LH (1U/L) 7,1 (4,04-20,45) 22,9 (14,40-29,90) <0,001
Estradiol (pg/mL) 54,5 (32,70-123,75) 9,0 (5,30-10,0) <0,001
Testosteron (ng/mL) 0,18 (0,10-0,26) 0,17 (0,11-0,23) 0,844
SHBG (nmol/L) 82,6 (58,7-145,0) 75,0 (49,5-112,0) 0,099
FTI (%) 0,62 (0,41-0,98) 0,69 (0,41-1,34) 0,216
FEI (%) 282,9(118,5-382,4) 43,1 (23,6-90,2) <0,001

Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. FTI - free testosterone index, FEI - free estradiol index. Za
testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen je Mann-Whitney U neparametarski test.

4.2.1.4. Parametri oksidativnog statusa

Pacijentkinje sa karcinomom dojke karakterisale su znacajno vise vrednosti AOPP, jednog od markera
oksidativnog stresa, kao i visi nivoi totalnog antioksidativnog statusa, medutim TOS i OSI vrednosti,
kao i ostali ispitivani parametri oksidativnog statusa, nisu se znacajno razlikovali izmedu obolelih i
zdravih Zena. U Tabeli 14 i na Slici 14 su prikazani rezultati ispitivanih parametara oksidativnog
statusa u krvi u¢esnica studije.

Tabela 14. Parametri oksidativnog statusa u krvi uc¢esnica studije

Kontrolna grupa Karcinom dojke P
AOPP (umol/L ekvivalenata 30,0 (26,5-32,9) 32,7 (29,4-38,8) <0,05
HloraminaT) ?
SHG mmol/L) ? 0,272 (0,250-0,354) 0,279 (0,205-0,328) 0,336
PAB (HCu) 88,7 +1338 93,6 +17,5 0,141
IMA (apsorbanca) * 27/41 (65,8%) 40/55 (72,7%) 0,112

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. * Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. * Kategoricki podaci su prikazane kao apsolutne ili relativne frekvence. Za testiranje postojanja razlika izmedu
ispitivanih grupa koris¢eni su Student-ov t test i Mann-Whitney U test. Kategoricke varijable analizirane su Chi-kKvadrat

(x2) testom.
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Slika 14. Totalni oksidativni status (TOS), totalni antioksidativni status (TAS) i vrednost OSI indeksa
u krvi Zena (redom A, B i C)

Pravougaonici predstavljaju interkvartilni raspon (25-75th percentil), unutrasnja linija pravougaonika predstavija
medijanu a spoljasnje linije predstavijaju najvecu i najmanju vrednost. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na
kontrolnu grupu nose oznaku *. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen je Mann-Whitney U
neparametarski test. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

4.2.1.5. Bioelementi u krvi i tkivima

Koncentracije Cu i Zn u okolnom zdravom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke bile su znacajno
nize U odnosu na isti region kontrolne grupe. Izmedu ispitivanih grupa nije bilo znacajne razlike u
nivoima Cu, odnosno Zn u krvi, u tumorskom tkivu u odnosu na benigno tkivo, kao ni u odnosu na
okolno zdravo tkivo. Koncentracije ispitivanih bioelemenata i Cu/Zn odnosi prikazani su u Tabeli 15.

Tabela 15. Koncentracije bakra i cinka u uzorcima krvi i tkivima dojke

Cu Kontrolna grupa Karcinom dojke P
Krv (umol/L) 6,85 (4,42-11,57) 7,67 (4,25-11,81) 0,544
Okolno zdravo tkivo (umol/kg) 26,19 (10,04-51,02) 15,48 (3,36-31,27)* <0,05
Benigno/maligno tkivo (umol/kg) 17,36 (8,03-29,91) 19,79 (10,95-29,86) 0,369
Zn
Krv (umol/L) 73,92 (60,28-79,43) 76,83 (67,79-90,08) 0,075
Okolno zdravo tkivo (umol/kg) 93,72 (36,55-162,45) 44,31 (25,82-75,74)* <0,05
Benigno/maligno tkivo (umol/kg) 69,02 (23,17-149,20) 51,29 (23,67-92,36) 0,218
Cu/Zn odnos
Krv (umol/L) 0,123 (0,054-0,172) 0,103 (0,061-0,159) 0,994
Okolno zdravo tkivo (umol/kg) 0,331 (0,138-0,776) 0,260 (0,112-0,736) 0,461
Benigno/maligno tkivo (umol/kg) 0,218 (0,103-0,614) 0,394 (0,161-1,217) 0,052
Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen
je Mann-Whitney U neparametarski test. Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu nose oznaku *, odnosno 1
u odnosu na okolno zdravo tkivo unutar grupe.
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4.2.1.6. Korelaciona analiza izmedu koncentracija Cd i Pb i analiziranih parametara

U ispitivanoj populaciji pacijentkinja sa karcinomom dojke (N=55) znacajna pozitivna korelacija
ostvarena je izmedu nivoa Cd oba ispitivana humana gonadotropina (u krvi FSH p=0,274, P<0,05; LH
p=0,363, P<0,01), kao i Cd u krvi i Cu u tumorskom tkivu (p=0,283, P<0,05).

Znacajna pozitivna korelacija pokazana je izmedu Cd u okolnom zdravom tkivu i tumorskom tkivu
(p=0,474, P<0,01), a negativna izmedu Cd u okolnom zdravom tkivu i Fe u krvi (p=-0,313, P<0,05).
Pozitivna korelacija pokazana je i izmedu Cd u okolnom zdravom tkivu i LH (p=0,278, P<0,05).

Kadmijum u tumorskom tkivu bio je u pozitivnoj korelaciji sa humanim gonadotropinima (FSH
p=0,320, P<0,05; LH p=0,311, P<0,05). Rezultati Spearman-ove korelacione analize u kohorti
pacijentkinja sa karcinomom dojke prikazani su u Tabeli 16.

Tabela 16. Spearman-ova korelaciona analiza izmedu koncentracija Cd u krvi i tkivima i ispitivanih
parametara u populaciji pacijentkinja sa karcinomom dojke

N=55 Cd u krvi Cd u okolnom Cd u tumorskom
zdravom tkivu  tkivu
Godine starost 0,002 0,091 0,056
ITM 0,103 -0,163 0,065
Cd u krvi / 0,198 0,216
Cd u okolnom zdravom tkivu 0,198 / 0,474**
Cd u tumorskom tkivu 0,216 0,474** /
HOL 0,067 0,159 -0,030
TG 0,258 0,092 0,194
HDL -0,221 -0,160 -0,183
LDL 0,091 0,222 0,006
CRP 0,091 0,038 0,071
Fe -0,014 -0,313* -0,161
FSH 0,274* 0,253 0,320*
LH 0,363** 0,278* 0,311*
Estradiol -0,197 -0,207 -0,219
Testosteron -0,134 -0,137 -0,143
SHBG 0,030 0,160 0,050
TAS 0,121 0,083 0,209
TOS -0,200 -0,148 -0,092
OSl -0,115 -0,123 -0,215
PAB 0,186 0,251 0,141
PON-1 0,017 0,032 0,038
SHG -0,037 -0,049 0,140
IMA 0,145 0,237 -0,117
AOPP 0,163 0,206 0,154
Cu u krvi 0,124 -0,127 0,027
Cu u okolnom zdravom tkivu -0,100 0,190 0,169
Cu u tumorskom tkivu 0,283* 0,064 -0,087
Zn u Kkrvi 0,216 0,138 0,017
Zn u okolnom zdravom tkivu 0,023 0,212 0,053
Zn u tumorskom tkivu 0,070 0,117 -0,071
Cu/Zn odnos u krvi 0,106 -0,121 0,140
Cu/Zn odnos u okolnom zdravom tkivu  -0,109 0,029 0,093
Cu/Zn odnos u tumorskom tkivu 0,118 -0,072 -0,021

Podaci su prikazani kao koeficijent korelacije p. *P<0,05; **P<0,01
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Znacajna pozitivna korelacija u populaciji zena (N=96) ostvarena je izmedu Cd u krvi i Cu u tkivu
izmenjene strukture (p=0,274, P<0,01) te Cd u okolnom zdravom tkivu i tkivu izmenjene strukture
(p=0,502, P<0,01). Takode, pozitivna korelacija je pokazana izmedu Cd u okolnom zdravom tkivu 1
oba humana gonadotropina (FSH p=0,237, P<0,05; LH 0,238, P<0,05), Zn u okolnom zdravom i Zn u
izmenjenom tkivu (p=0,245, P<0,05; p=0,216, P<0,05, redom).

Kadmijum u tkivu izmenjene strukture bio je pozitivnoj korelaciji sa godinama starosti (p=0,483,
P<0,01), ITM (p=0,241, P<0,05), trigliceridima (p=0,246, P<0,05), CRP (p=0,265, P<0,05), FSH
(p=0,496, P<0,01), LH (p=0,358, P<0,01), TAS (p=0,322, P<0,01), AOPP (p=0,216, P<0,05), a u
negativnoj sa estradiolom (p=-0,430, P<0,01) i OSI indeksom (p=-0,288 P<0,01). Izmedu ostalih
ispitivanih parametara nije bilo znacajnih korelacija. Rezultati Spearman-ove korelacione analize u
populaciji Zena prikazani su u Tabeli 17.

Tabela 17. Spearman-ova korelaciona analiza izmedu koncentracija Cd u krvi i tkivima i ispitivanih
parametara u populaciji zena

N=96 Cdukrvi  Cd uokolnom Cd u izmenjenom
zdravom tkivu  tkivu
Godine starost -0,029 0,172 0,483**
ITM -0,012 -0,127 0,241*
Cd u krvi / 0,138 0,154
Cd u okolnom zdravom tkivu 0,138 / 0,502**
Cd u izmenjenom tkivu 0,154 0,502** /
HOL 0,064 0,088 0,093
TG 0,022 0,051 0,246*
HDL -0,045 -0,174 -0,180
LDL 0,097 0,145 0,087
CRP 0,066 0,082 0,265**
Fe 0,134 -0,291** -0,168
FSH 0,113 0,237* 0,496**
LH 0,154 0,238* 0,358**
Estradiol -0,085 -0,170 -0,430**
Testosteron -0,027 -0,067 -0,134
SHBG 0,031 0,095 -0,081
TAS 0,085 0,100 0,322**
TOS -0,184 -0,060 -0,061
oSl -0,100 -0,100 -0,288**
PAB 0,182 0,199 0,176
PON-1 -0,008 -0,030 -0,079
SHG 0,011 -0,144 -0,042
IMA 0,122 0,170 -0,077
AOPP 0,048 0,102 0,216*
Cu u krvi 0,005 -0,038 0,184
Cu u okolnom zdravom tkivu -0,055 0,132 -0,017
Cu u izmenjenom tkivu 0,274** 0,077 -0,002
Zn u krvi 0,096 0,001 0,009
Zn u okolnom zdravom tkivu 0,010 0,245* 0,040
Zn u izmenjenom tkivu -0,064 0,216* 0,028
Cu/Zn odnos u krvi 0,005 0,001 0,198
Cu/Zn odnos u okolnom zdravom tkivu -0,060 -0,064 0,086
Cu/Zn odnos u izmenjenom tkivu 0,186 -0,100 0,006

Podaci su prikazani kao koeficijent korelacije p. *P<0,05; **P<0,01
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U populaciji pacijentkinja sa karcinomom dojke, znacajna pozitivna korelacija pokazana je izmedu Pb
u krvi i Pb u tumorskom tkivu (p=0,315, P<0,05) te izmedu Pb u krvi i Cu u okolnom zdravom tkivu
(p=0,285, P<0,05). Pozitivna korelacija pokazana je izmedu Pb u tumorskom tkivu i IMA (p=0,380,
P<0,01) kao i Cu u okolnom zdravom tkivu (p=0,297, P<0,05), a negativna sa testosteronom (p=-
0,316, P<0,05) (Tabela 18).

Tabela 18. Spearman-ova korelaciona analiza izmedu koncentracija Pb u krvi i tkivima i ispitivanih
parametara u populaciji pacijentkinja sa karcinomom dojke

N=55 Pbukrvi Pb u okolnom Pb u tumorskom
zdravom tkivu tkivu
Godine starost 0,023 0,043 -0,153
ITM 0,029 0,227 -0,122
Pb u krvi / -0,085 0,315*
Pb u okolnom zdravom tkivu -0,085 / -0,224
Pb u tumorskom tkivu 0,315* -0,224 /
HOL -0,034 -0,250 0,242
TG 0,060 0,093 -0,049
HDL -0,003 -0,256 0,143
LDL -0,028 -0,157 0,264
CRP -0,250 -0,015 -0,237
Fe -0,031 0,014 -0,260
FSH -0,068 -0,078 0,086
LH -0,185 0,072 0,058
Estradiol 0,210 0,135 -0,057
Testosteron -0,159 -0,032 -0,316*
SHBG 0,112 -0,089 0,066
TAS 0,144 0,037 0,133
TOS 0,096 0,081 -0,100
(ON]| -0,090 0,027 -0,179
PAB -0,092 0,034 0,171
PON-1 -0,035 0,055 0,063
SHG 0,168 -0,084 0,008
IMA 0,081 0,046 0,380**
AOPP 0,071 -0,003 0,123
Cu u krvi -0,026 -0,072 -0,030
Cu u okolnom zdravom tkivu 0,285* 0,166 0,297*
Cu u tumorskom tkivu -0,160 0,179 0,172
Zn u krvi 0,210 -0,008 -0,006
Zn u okolnom zdravom tkivu 0,053 0,182 0,178
Zn u tumorskom tkivu -0,141 -0,040 -0,152
Cu/Zn odnos u krvi 0,026 0,011 0,030
Cu/Zn odnos u okolnom zdravom tkivu 0,197 -0,001 0,129
Cu/Zn odnos u tumorskom tkivu -0,012 0,191 0,183

Podaci su prikazani kao koeficijent korelacije p. *P<0,05,; **P<0,01

U populaciji svih ucesnica studije znacajna pozitivna korelacija pokazana je izmedu Pb u krvi i
estradiola (p=0,224, P<0,05) kao i TOS nivoom u krvi (p=0,267, P<0,01). Pozitivna korelacija
pokazana je i izmedu Pb i Cu, odnosno Zn u okolnom zdravom tkivu (p=0,296, P<0,01 i p=0,293,
P<0,01 redom).

Znacajna pozitivna korelacija pokazana je 1 izmedu Pb u tkivu izmenjene strukture sa IMA (p=0,262,
P<0,05), Cu i Zn okolnog zdravog tkiva (p=0,300, P<0,01 i p=0,217, P<0,05 redom), a negativna sa
testosteronom (p=-0,235, P<0,05). Rezultati Spearman-ove korelacione analize u populaciji Zena
prikazani su u Tabeli 19.
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Tabela 19. Spearman-ova korelaciona analize izmedu koncentracija Pb krvi i tkivima i ispitivanih
parametara u populaciji Zena

N=96 Pb u krvi Pb u okolnom Pb u izmenjenom
zdravom tkivu tkivu
Godine starost -0,037 -0,086 -0,104
I™ 0,010 0,076 -0,079
Pb u krvi / -0,178 0,193
Pb u okolnom zdravom tkivu -0,178 / -0,076
Pb u izmenjenom tkivu 0,194 -0,076 /
HOL -0,145 -0,059 0,083
TG 0,013 0,043 -0,132
HDL -0,138 -0,158 0,129
LDL -0,128 0,005 0,102
CRP -0,166 -0,072 -0,124
Fe -0,087 0,097 -0,093
FSH -0,184 -0,111 0,023
LH -0,138 -0,021 -0,038
Estradiol 0,224* 0,137 0,044
Testosteron -0,134 -0,106 -0,235*
SHBG 0,012 -0,072 0,053
TAS 0,060 0,012 0,084
TOS 0,267** -0,047 -0,069
OSlI 0,034 0,008 -0,089
PAB -0,074 0,046 0,020
PON-1 -0,040 0,034 0,178
SHG -0,046 0,006 0,019
IMA 0,118 -0,022 0,262*
AOPP -0,031 0,073 0,061
Cu u krvi 0,012 -0,076 -0,053
Cu u okolnom zdravom tkivu 0,157 0,296** 0,300**
Cu u izmenjenom tkivu -0,155 -0,024 0,073
Zn u krvi -0,014 -0,016 -0,067
Zn u okolnom zdravom tkivu 0,155 0,293** 0,217*
Zn u izmenjenom tkivu -0,011 -0,021 -0,122
Cu/Zn odnos u krvi 0,069 -0,037 -0,030
Cu/Zn odnos u okolnom zdravom tkivu 0,010 0,028 0,073
Cu/Zn odnos u izmenjenom tkivu -0078 -0,007 0,116

Podaci su prikazani kao koeficijent korelacije p. *P<0,05; **P<0,01.

4.2.1.7. Binarna logisticka regresiona analiza

Varijable koje su nakon primene univarijantne logisticke regresione analize imale znac¢ajan odds ratio
su: godine starosti (P<0,001), ITM (P=0,008), koncentracija Cd u tkivu izmenjene strukture (P=0,001),
koncentracije FSH (P<0,001), LH (P=0,007) i estradiola u krvi (P=0,001), TAS (P=0,013), AOPP
(P=0,031) i koncentracija Zn u okolnom zdravom tkivu (P=0,028). Ostali testirani parametri nisu
pokazali znacajan prediktivni potencijal. Vrednost Negelkerke indeksa bila je najveca za prediktor
godine starosti (R?=0,593). Rezultati univarijantne logisticke regresije u populaciji Zena prikazani su u
Tabeli 20.
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Tabela 20. Prediktivna sposobnost ispitivanih parametara u odnosu na prisustvo karcinoma dojke

Prediktor OR P Negelkerke
(95% CI) R?
Starost, godine 1,159 (1,095-1,227) 0,000 0,593
ITM, kg/m? 1,164 (1,041-1,302) 0,008 0,120
Cd u krvi 1,111 (0,865-1,428) 0,410 0,016
Cd u okolnom zdravom tkivu 1,004 (0,991-1,018) 0,538 0,006
Cd u tkivu izmenjene strukture 1,017 (1,006-1,027) 0,001 0,183
Pb u krvi 1,105 (0,822-1,485) 0,507 0,007
Pb u okolnom zdravom tkivu 0,999 (0,999-1,000) 0,151 0,032
Pb u tkivu izmenjene strukture 0,998 (0,996-1,001) 0,239 0,027
FSH 1,040 (1,025-1,056) 0,000 0,482
LH 1,048 (1,013-1,085) 0,007 0,117
Estradiol 0,984 (0,974-0,993) 0,001 0,225
Testosteron 0,528 (0,008-36,99) 0,768 0,001
SHBG 0,991 (0,982-1,001) 0,064 0,052
TAS 1,005 (1,001-1,009) 0,013 0,100
TOS 0,995 (0,917-1,079) 0,898 0,000
PAB 1,020 (0,993-1,047) 0,143 0,031
PON-1 0,999 (0,998-1,000) 0,217 0,022
SHG 0,273 (0,010-7,686) 0,446 0,008
AOPP 1,065 (1,006-1,129) 0,031 0,073
Cu u krvi 1,014 (0,936-1,098) 0,738 0,002
Cu u okolnom zdravom tkivu 0,985 (0,970-1,000) 0,055 0,056
Cu u tkivu izmenjene strukture 1,012 (0,990-1,034) 0,301 0,017
Zn u Kkrvi 1,018 (0,995-1,041) 0,123 0,036
Zn u okolnom zdravom tkivu 0,994 (0,989-0,999) 0,028 0,076
Zn u tkivu izmenjene strukture 0,996 (0,989-1,002) 0,208 0,066
Cu/Zn odnos u krvi 2,847 (0,144-55,38) 0,490 0,010
Cu/Zn odnos u okolnom zdravom tkivu 0,864 (0,470-1,590) 0,639 0,003
Cu/Zn odnos u tkivu izmenjene strukture 1,158 (0,819-1,637) 0,407 0,011

Unete varijable su predstavljene kao kontinuirani podaci. Primenjen je enter metod.
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4.2.2. Populacija muskaraca sa karcinomom prostate

Populaciju muskaraca sa karcinomom prostate reprezentovao je 41 ispitanik prosecne starosti 65,6 +
7,5 godina dok je kontrolna grupa bila sastavljena od 61 zdrave odrasle muske 0sobe proseéne starosti
42,3 + 12,8 godina. Pacijenti oboleli od karcinoma prostate bili su zna¢ajno stariji od kontrolne grupe
(P<0,001) sto je u skladu sa Cinjenicom da se bolest prevashodno javlja kod starijih osoba sa
incidencom 1:7 iznad Seste decenije Zivota. Sa druge strane, vrednost indeksa telesne mase nije se
razlikovala izmedu ispitivanih grupa (kontrolna grupa ITM=28,7 kg/m% IQR 25,3-30,4 vs. oboleli od
karcinoma prostate ITM=26,8 kg/m?; IQR 24,9-28,2).

U kontrolnoj grupi sedamnaest zdravih ispitanika (27,8%) je imalo aktivni pusacki status. Prosecan
broj godina pusenja iznosio je 16,5 (IQR 7,50-22,00) sa prosecnim brojem cigareta na dnevnom nivou
od 30 (IQR 24-40). Kod pacijenata sa karcinomom prostate 14,6% je pripadalo kategoriji aktivnih
pusaca. Prosecan broj godina pusenja iznosio je 25,0 (IQR 20,0-40,0), a prosecan broj cigareta na
dnevnom nivou iznosio je 20(IQR 15-50). Izmedu ispitivanih grupa postojala je znacajna razlika po
pitanju pusackog statusa..

U kontrolnoj grupi muskaraca pozitivan status konzumiranja alkoholnih pi¢a imala je tre¢ina ispitanika
(19/61), a u grupi pacijenata 48,7%. Primenom Chi-kvadrat (32) testa ova razlika nije bila statisticki
znacajna.

Pozitivnu porodi¢nu anamnezu u kontrolnoj grupi muskaraca imao je samo jedan ispitanik, a u
populaciji pacijenata sedam. Primenom Chi-kvadrat (y2) testa ova razlika je dostigla statistiCku
znacajnost.

Koncentracija tumor markera specificnog za tkivo prostate, prostata specifican antigen (PSA),
izmerena u krvi obolelih (13,81 ng/mL) bila je 4 puta ve¢a od vrednosti koja je prihva¢ena za procenu
niskog rizika obolevanja od karcinoma prostate (<3 ng/mL) [144]. Vrednost slobodne forme ovog
tumor markera, (eng. free prostate-specific antigen, FPSA), iznosila je 1,36 ng/mL. U Tabeli 21 su
prikazane osnovne demografske i klini¢ke karakteristike ucesnika studije.

Tabela 21. Osnovne demografske i klini¢ke karakteristike muskaraca ucesnika studije

Kontrolna grupa Karcinom prostate P

Starost, godine 423+128 65,6 + 7,5 <0,001
ITM, kg/m?? 28,7 (25,3-30,4) 26,8 (24,9-28,2) 0,076
Aktivan pusa¢, % 27,8% 14,6% <0,05
Unos alkohola, % 31,1% 48,7% 0,873
Pozitivna porodi¢na anamneza, % 9 1,6% 17,1% <0,05
PSA, ng/mL ? / 13,81 (7,75-22,53) /
FPSA, ng/mL ? / 1,36 (0,67-2,40) /

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. * Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. * Kategoricki podaci su prikazane kao apsolutne ili relativne frekvence. Za testiranje postojanja razlika izmedu
ispitivanih grupa koriséeni su Student-ov t test i Mann-Whitney U test. Kategoricke varijable analizirane su Chi-kKvadrat
(x2) testom.

Kao pokazatelj malignog potencijala i prognoze karcinoma prostate koriste se gradus sistemi
karcinoma, medu kojima najSiru primenu ima tzv. Gleason sistem baziran na glanduliranoj arhitekturi
karcinoma. Prema Medunarodnom udruZenju patologa u oblasti urologije (The International Society of
Urological Pathology) Gleason score < 6 pripada grupi nizak/veoma nizak rizik (dobro diferentovan),
Gleason score 7 pripada intermedijarnom riziku (srednje diferentovan) dok Gleason score od 8 do 10
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pripadaju grupi visok/veoma visok rizik (slabo diferentovan) [145]. U nasoj populaciji pacijenata
vrednost Gleason score 6 je prisutan kod 5% ispitanika, Gleason score 7 je imao najvec¢u ucestalost od
77%, Gleason score 8 je prisutan kod 8% dok je vrednost Gleason score 9 prisutna kod 10%

pacijenata. U na$oj ispitivanoj grupi nije bilo pacijenta sa vrednos¢u Gleason score 10. Na Slici 15 je
prikazana ucestalost Gleason score u populaciji obolelih.

Gleason score ¥ Gleason score 6
H Gleason score 7

10% i Gleason score 8

LI Gleason score 9

Slika 15. Vrednosti Gleason score u populaciji pacijenata sa karcinomom prostate

4.2.2.1. Kadmijum i olovo u krvi i tkivima

U populaciji muskaraca, koncentracija Cd u krvi pacijenata sa karcinomom prostate iznosila je 1,29
pg/L (IQR: 1,01-1,87 pg/L) i bila je znacajno visa (P<0,001) u poredenju sa kontrolnom grupom 1,01
Mo/l (IQR: 0,72-1,37 pg/L). Sa druge strane, koncentracija Pb u krvi pacijenata (1,54 pg/dL, IQR:
0,76-2,16 pg/dL) bila je znacajno niza od vrednosti kontrolne grupe (3,76 pg/dL, IQR: 2,77-5,40
pg/dL; P<0,001) (Slika 16).

Prose¢ne koncentracije toksi¢nih metala izmerene u tumorskom tkivu prostate iznosile su 5,09 ng/g
(IQR: 3,05-8,71 ng/g) za Cd i 29,56 ng/g (IQR: 19,22-38,24 ng/g) za Pb (Slika 16).
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Slika 16. Koncentracije Cd i Pb u krvi (A i B) i tumorskom tkivu prostate (C i D)

Pravougaonici predstavljaju interkvartilni raspon (25-75th percentil), unutrasnja linija pravougaonika predstavlja
medijanu a spoljasnje linije predstavijaju najveéu i najmanju vrednost. Scatter plot definiSe medijanu koja je
reprezentovana srednjom linijom grafika dok spoljasnje linije predstavijaju najvecu i najmanju vrednost. Statisticki
znacajne razlike (P<0,001) u odnosu na kontrolnu grupu nose oznaku ***. Za testiranje postojanja razlika izmedu
ispitivanih grupa koriséen je Mann-Whitney U neparametarski test.

Nakon klasifikacije ispitanika po puSackom statusu, U populaciji pacijenata negativnog pusackog
statusa, znacajno visa koncentracija Cd (P<0,01), odnosno niza koncentracija Pb (P<0,001), pokazana
je u krvi u odnosu na kontrolnu grupu muskaraca negativnog pusackog statusa.

Populaciju pacijenata pozitivnog puSackog statusa pratila je znacajno visa koncentracija Cd u krvi
(P<0,01), dok razlika nije bila znacajna za koncentraciju Pb, u odnosu na kontrolnu grupu muskaraca
pozitivnog pusackog statusa.

Sa druge strane, koncentracija Cd u krvi pacijenata pozitivnog pusackog statusa je bila znacajno visa od
koncentracije Cd u krvi obolelih nepusaca (P<0,05) dok razlika nije pokazana za koncentraciju Pb u
krvi izmedu ove dve grupe.

Koncentracije Cd i Pb u tumorskom tkivu nisu se znacajno razlikovale izmedu pusaca i nepusaca.
Koncentracije Cd i Pb u krvi i tumorskom tkivu pacijenata sa karcinomom prostate nakon klasifikacije
po pusackom statusu prikazane su u Tabeli 22.

Tabela 22. Koncentracije kadmijuma i olova u krvi i tkivu prostate pacijenata sa karcinomom prostate
nakon klasifikacije po puSackom statusu

Pusacki status Kontrolna grupa  Karcinom prostate

Negativan

Cd Krv, pug/L 0,96 (0,71-1,33) 1,27 (0,95-1,69)**
Tumorsko tkivo, ng/g / 4,80 (2,81-8,12)

Pb Krv, ug/dL 3,46 (2,46-5,34) 1,54 (0,69-2,16)***
Tumorsko tkivo, ng/g / 31,07 (23,22-38,24)

Pozitivan

cd Krv, pg/L 1,04 (0,73-1,47) 1,98 (1,69-2,19)**#
Tumorsko tkivo, ng/g / 8,15 (6,22-10,82)

Pb Krv, pg/dL 3,85 (3,09-7,37) 3,02 (0,53-5,95)
Tumorsko tkivo, ng/g / 14,86 (9,32-19,76)

Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koris¢en
je Mann-Whitney U neparametarski test. Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu istog pusackog statusa
nose oznaku *, odnosno # u odnosu na razliciti puSacki status.
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4.2.2.2. Hematoloski parametri

Znacajno nize vrednosti ukupnog broja eritrocita, koncentracije hemoglobina kao i hematokritne
vrednosti uoc¢ene su kod pacijenata sa karcinomom prostate u odnosu na zdrave muskarce (P<0,01,
P<0,001, odnosno P<0,001) dok promene nije bilo u izvedenim parametrima eritrocitne loze (MCV,
MCH i MCHC), kao ni u vrednostima ukupnog broja leukocita i trombocita (Tabela 23).

Tabela 23. Rezultati hematoloskih parametara ucesnika studije

Kontrolna grupa Karcinom prostate P
WBC (10°/L) * 7,17 £1,83 6,51+ 1,75 0,071
Limfociti (10%L)* 2,58 + 0,97 1,88 +0,52 <0,001
Neutrofili (10%L)" 3,92 +1,18 3,86+ 1,37 0,828
RBC (10%/L)? 4,96 (4,76-5,24) 4,70 (4,36-5,09) <0,01
HGB (g/L) * 155,8 + 10,8 1446 + 16,1 <0,001
HCT (L/L)? 0,444 (0,429-0,467) 0,416 (0,393-0,449) <0,001
MCV (fL) * 90,02 + 3,62 88,77 £ 5,55 0,161
MCH (pg) * 31,07+ 1,44 30,82+ 1,18 0,155
MCHC (g/L) * 3452+ 8,6 347,1+13,7 0,384
PLT (10%L)* 226,7+41.4 226,8 + 59,6 0,991

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. > Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. WBC = leukociti; RBC = eritrociti; HGB = hemoglobin; HCT = hematokrit; MCV = prosecna zapremina
eritrocita;, MCH = prosecna kolicina hemoglobina u eritrocitu; MCHC = prosecna koncentracija hemoglobina u
eritrocitima;, PLT = trombociti. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koris¢eni su Student-ov t test i
Mann-Whitney U test.

4.2.2.3. Osnovni biohemijski parametri i status polnih hormona

Populaciju pacijenata sa karcinomom prostate pratila je znac¢ajno visa koncentracija glukoze i znacajno
niza koncentracija ukupnog holesterola u odnosu na zdrave. Dalje, znacajno visa koncentracija
ukupnog bilirubina (P<0,01), znacajno nize koncentracije kreatinina (P<0,001), ukupnih proteina
(P<0,001) i albumina (P<0,001) pratile su pacijente u odnosu na kontrolu. Potom, znacajno niza
aktivnost transaminaza (P<0,01 za AST i P<0,001 za ALT) i laktat dehidrogenaze (P<0,001) uoc¢ena je
kod pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike. Znacajno visa koncentracija FSH (P<0,001), odnosno
niza estradiola (P<0,01) pokazana je kod pacijenata u odnosu na zdrave muskarce, dok razlika nije bila
znacajna za koncentracije LH i testosterona. Osnovni biohemijski parametri i hormonski status
muskaraca prikazani su u Tabelama 24 i 25.
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Tabela 24. Osnovni biohemijski parametri u¢esnika studije

Kontrolna grupa Karcinom prostate P
GL (mmolL) ? 5,60 (5,20-6,05) 5,80 (5,40-6,75) <0,05
HOL (mmol/L) * 5,89 £ 1,27 5,38+1,10 <0,05
TG (mmol/L) ? 1,96 (1,17-2,71) 1,57 (1,15-2,10) 0,166
HDL (mmol/L) * 1,15+ 0,25 1,23+ 0,26 0,149
LDL (mmol/L) * 3,68 +1,03 3,36 £ 0,87 0,103
BU (mmol/L) * 5,76 + 1,74 6,11+ 1,26 0,264
CRE (umol/L) 2 93,6 (87,3-103,9) 82,0 (73,5-91,5) <0,001
TP (g/L) * 74,6 £39 69,3+9,3 <0,001
ALB (g/L)* 49,3+ 3.2 41,4+ 3,6 <0,001
DB (umol/L) ? 2,30 (1,75-2,95) 2,65 (1,92-3,55) 0,169
TB (umol/L) 2 12,4 (9,4-16,6) 14,8 (11,6-20,3) <0,01
Fe (umol/L) * 20,6 £5,7 19,1+£9,0 0,376
AST (U/L) ® 26 (22,5-31,0) 24 (19,0-27,5) <0,01
ALT (U/L) ? 31 (25,5-44,0) 22 (16-27) <0,001
ALP (U/L) 2 64 (56-77) 63 (55,0-73,5) 0,508
LDH (U/L) 2 355 (301-413) 303,5 (266,7-333,0) <0,001
CRP (mg/L) 2 2,30 (1,90-3,50) 2,05 (0,67-3,57) <0,05

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. * Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. Glukoza (GL), Holesterol (HOL), trigliceridi (TG), HDL (HDL holesterol), LDL (LDL holesterol), urea (BU),
kreatinin (CRE), ukupni proteini (TP), albumin (ALB), bilirubin direktni (DB), bilirubin ukupan (TB), gvozde (Fe), aspartat
aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), alkalna fosfataza (ALP), laktat dehidrogenaza (LDH), C reaktivni
protein (CRP). Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséeni su Student-ov t test i Mann-Whitney U
test.

Tabela 25. Rezultati hormonskog statusa ucesnika studije

Kontrolna grupa Karcinom prostate P
FSH (mIU/mL) 4,58 (3,42-7,59) 8,81 (5,59-13,77) <0,001
LH (1U/L) 6,09 (4,32-8,81) 7,01(4,98-9,84) 0,192
Estradiol (pg/mL) 43,02 (34,98-51,41) 38,24 (27,61-44,84) <0,01
Testosteron (ng/mL) 5,24 (3,95-6,79) 5,07 (3,83-6,60) 0,621

Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen
je Mann-Whitney U neparametarski test.

4.2.2.4. Parametri oksidativnog statusa

Znacajno nize vrednosti AOPP i SHG utvrdene su u krvi pacijenata sa karcinomom prostate u odnosu
na zdrave muskarce (P<0,001). U slu¢aju ostalih ispitivanih parametara oksidativnog statusa nije bilo
znacajne razlike izmedu pacijenata i kontrolne grupe. U Tabeli 26 i na Slici 17 prikazani su rezultati
ispitivanih parametara oksidativnog statusa u krvi muskaraca ucesnika studije.
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Tabela 26. Parametri oksidativnog statusa u krvi ucesnika studije

Kontrolna grupa Karcinom prostate P
AOPP (umol/L ekvivalenata 42,0 (34,2-54,7) 24,8 (20,5-31,1) <0,001
HloraminaT) ?
SHG (mmol/L) ? 0,407 (0,324-0,551) 0,274 (0,224-0,392)  <0,001
PAB (HCU) Y 102,8 +31,5 98,4 29,2 0,418
IMA (apsorbanca) ¥ 22161 (36,0%) 33/41 (80,5%) 0,138

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. * Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. * Kategoricki podaci su prikazane kao apsolutne ili relativne frekvence. Za testiranje postojanja razlika izmedu
ispitivanih grupa korisé¢eni su Student-ov t test i Mann-Whitney U test. Kategoricke varijable analizirane su Chi-kvadrat
(x2) testom.
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Slika 17. Totalni oksidativni status (TOS), totalni antioksidativni status (TAS) i vrednost OSI indeksa
u krvi muskaraca (redom A, B i C)

Pravougaonici predstavljaju interkvartilni raspon (25-75th percentil), unutrasnja linija pravougaonika predstavija
medijanu a spoljasnje linije predstavljaju najveéu i najmanju vrednost. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na
kontrolnu grupu nose oznaku *. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen je Mann-Whitney U
neparametarski test. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

4.2.2.5. Bioelementi u krvi i tkivima

Populaciju pacijenata sa karcinomom prostate karakterisale su znac¢ajno vise koncentracije Cu u krvi u
odnosu na zdrave muskarce (P<0,001) dok se nivo Zn u krvi nije znac¢ajno razlikovao medu ispitivanim
grupama. U skladu sa prikazanim rezultatima, znac¢ajno vi$i Cu/Zn odnos utvrden je u Krvi pacijenata
(P<0,001) (Tabela 27).
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Tabela 27. Koncentracije bakra i cinka u krvi i tumorskom tkivu prostate muskaraca u¢esnika studije

Cu Kontrolna grupa Karcinom prostate P
Krv (umol/L) 14,72 (8.74-22,01) 35,66 (25,66-40,74) <0,001
Tumorsko tkivo (umol/kg) / 39,71(30,64-57,33) /

Zn
Krv (umol/L) 81,80 (72,97-88,95) 82,07 (68,19-93,04) 0,827
Tumorsko tkivo (umol/kg) / 831,4 (569,4-1604,9) /

Cu/Zn odnos

Krv (umol/L) 0,181 (0,119-0,270) 0,478 (0,307-0,526) <0,001
Tumorsko tkivo (umol/kg) / 0,054 (0,018-0,089) /

Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen
je Mann-Whitney U neparametarski test.

4.2.2.6. Korelaciona analiza izmedu koncentracija Cd i Pb i analiziranih parametara

U ispitivanoj populaciji pacijenata sa karcinomom prostate znacajna pozitivna korelacija pokazana je
izmedu Cd i estradiola u krvi (p=0,339, P<0,05), Cd u krvi i Zn u tumorskom tkivu (p=0,344, P<0,05),
odnosno negativna izmedu Cd u krvi i Cu u tumorskom tkivu (p=-0,384, P<0,05), Cd u krvi i Cu/Zn
odnosa u tumorskom tkivu (p=-0,523, P<0,01) (Tabela 28).

Potom, u populaciji pacijenata, olovo u krvi je bilo u negativnoj korelaciji sa Cu u tumorskom tkivu
(p=-0,328, P<0,05), Cu/Zn odnosom u krvi (p=-0,344, P<0,05) i Cu/Zn odnosom u tumorskom tkivu
(p=-0,350, P<0,05). Takode, negativna korelacija pokazana je i izmedu Pb u tumorskom tkivu i Cu/Zn
odnosa u krvi (p=-0,352, P<0,05) (Tabela 29).
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Tabela 28. Spearman-ova korelaciona analiza izmedu koncentracije Cd u krvi i tkivu i ispitivanih
parametara u populaciji pacijenata sa karcinomom prostate

N=41 Cd u krvi Cd u tumorskom
tkivu

Godine starost -0,209 0,079
ITM -0,052 0,077
Cd u krvi / 0,161
Cd u tumorskom tkivu 0,161 /
HOL 0,141 0,035
TG 0,081 -0,094
HDL 0,083 0,200
LDL 0,154 0,003
CRP 0,183 0,249
Fe -0,176 -0,179
FSH -0,105 -0,135
LH -0,110 0,122
Estradiol 0,339* -0,052
Testosteron 0,135 -0,099
TAS 0,018 -0,037
TOS -0,144 0,018
oSl -0,035 0,089
PAB 0,250 0,121
PON-1 0,060 -0,021
SHG -0,072 -0,241
IMA 0,180 -0,162
AOPP 0,168 -0,063
Cu u Kkrvi -0,057 0,290
Cu u tumorskom tkivu -0,384* 0,234
Zn u krvi 0,039 -0,191
Zn u tumorskom tkivu 0,344* 0,107
Cu/Zn odnos u krvi -0,101 0,177

Cu/Zn odnos u tumorskom tkivu -0,523** 0,082
Podaci su prikazani kao koeficijent korelacije p. *P<0,05; **P<0,01
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Tabela 29. Spearman-ova korelaciona analiza izmedu koncentracije Pb u krvi i tkivu i ispitivanih
parametara u populaciji pacijenata sa karcinomom prostate

N=41 Pb u krvi Pb u tumorskom
tkivu
Godine starost -0,117 0,104
ITM -0,157 0,224
Pb u krvi / 0,042
Pb u tumorskom tkivu 0,042 /
HOL 0,200 0,204
TG 0,012 0,059
HDL 0,028 -0,030
LDL 0,234 0,217
CRP -0,103 -0,022
Fe -0,338 0,111
FSH -0,131 -0,073
LH -0,121 -0,174
Estradiol 0,108 -0,144
Testosteron 0,012 0,080
TAS -0,109 -0,082
TOS -0,140 -0,149
oSl 0,000 0,015
PAB 0,089 0,122
PON-1 -0,045 0,044
SHG -0,197 0,119
IMA 0,092 -0,012
AOPP -0,167 0,107
Cu u krvi -0,073 -0,245
Cu u tumorskom tkivu -0,328* -0,053
Zn u krvi 0,240 0,324
Zn u tumorskom tkivu 0,115 -0,162
Cu/Zn odnos u krvi -0,344* -0,352*

Cu/Zn odnos u tumorskom tkivu ~ -0,350* 0,041
Podaci su prikazani kao koeficijent korelacije p. *P<0,05; **P<0,01

4.2.2.7. Binarna logistiCka regresiona analiza

Primenom univarijantne logisticke regresije znacajan prediktivni potencijal za predvidanje karcinoma
prostate imali su slede¢i parametri: godine starosti (P<0,001), koncentracija Cd u krvi (P<0,001),
koncentracija Pb u krvi (P<0,001), PON-1 aktivnost (P<0,001), AOPP (P<0,001) i koncentracija Cu u
krvi (P<0,001). Vrednost Negelkerke indeksa bila je najveca za prediktor Cu u krvi (R°=0,681), za
kojim sledi prediktor godine starosti (R?=0,651). Za ostale testirane parametre nije postignut znacajan
prediktivni potencijal. Rezultati univarijantne logisticke regresije u populaciji muskaraca prikazani su u
Tabeli 30.
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Tabela 30. Prediktivna sposobnost ispitivanih parametara u odnosu na prisustvo karcinoma prostate

Prediktor OR P Negelkerke
(95% CI) R?
Starost, godine 1,170 (1,104-1,239) <0,001 0,651
ITM, kg/m? 0,907 (0,803-1,024) 0,115 0,037
Cd u krvi 1,183 (1,077-1,299) <0,001 0,190
Pb u krvi 0,530 (0,390-0,720) <0,001 0,347
FSH 1,036 (0,986-1,089) 0,163 0,029
LH 1,009 (0,926-1,099) 0,845 0,001
Estradiol 0,974 (0,941-1,007) 0,123 0,039
Testosteron 0,953 (0,778-1,166) 0,638 0,003
TAS 0,999 (0,996-1,001) 0,263 0,018
TOS 0,926 (0,823-1,043) 0,205 0,023
PAB 0,994 (0,981-1,008) 0,414 0,009
PON-1 1,013 (1,007-1,019) <0,001 0,473
AOPP 0,832 (0,770-0,898) <0,001 0,556
Cu u krvi 1,253 (1,149-1,366) <0,001 0,681
Zn u krvi 0,999 (0,976-1,024) 0,966 0,000

Unete varijable su predstavljene kao kontinuirani podaci. Primenjen je enter metod.
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4.2.3. Populacija muskaraca sa karcinomom testisa

Populacija pacijenata sa karcinomom testisa, prose¢ne starosti 35,8 + 8,7 godina, sastavljena od 52
ispitanika, bila je znacajno mlada od kontrolne grupe (42,3 + 12,8 godina) koju je reprezentovao 61
zdrav muskarac. Ispitivane grupe se nisu razlikovale po vrednostima ITM, po pusackom statusu kao ni
unosu alkoholnih pi¢a. U kontrolnoj grupi prosecan broj godina pusSenja iznosio je 16,5 (IQR 7,50-
22,00) sa prose¢nim brojem cigareta na dnevnom nivou od 30 (IQR 24-40). Prosecan broj godina
pusenja u kohorti pacijenata iznosio je 16,0 (IQR 6,75-19,25), a prosecan broj cigareta na dnevnom
nivou 20(IQR 19-22).

Kod pacijenata sa karcinomom testisa pozitivna porodi¢na anamneza bila je prisutna kod 9,6%
ispitanika dok u populaciji zdravih nije bilo pozitivnih slucajeva karcinoma testisa u najblizem krugu
srodnika. Osnovne demografske i klini¢ke karakteristike musSkaraca ucesnika studije prikazane su u
Tabeli 31.

Tabela 31. Osnovne demografske i klini¢ke karakteristike ucesnika studije

Kontrolna grupa Karcinom testisa P
Starost, godine 423+128 35,8+8,7 <0,01
ITM, kg/m?? 28,7 (25,3-30,4) 26,2 (24,4-28,7) 0,081
Aktivan pusag, % ? 27,8% 17,4% 0,117
Unos alkohola, % 31,1% 38,4% 0,873
Pozitivna porodi¢na anamneza, % °) / 9,6% /

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. > Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. s Kategoricki podaci su prikazane kao apsolutne ili relativne frekvence. Za testiranje postojanja razlika izmedu
ispitivanih grupa koriséeni su Student-ov t test i Mann-Whitney U test. Kategoricke varijable analizirane su Chi-kvadrat
(x2) testom.

4.2.3.1. Kadmijum i olovo u krvi i tkivima

U populaciji pacijenata sa karcinomom testisa prose¢na koncentracija Cd u krvi znacajno je bila visa od
kontrolne grupe (3,00 pg/L, IQR: 2,57-3,30 pg/L vs. 1,01 pg/L, IQR: 0,72-1,37 pg/L, P<0,001). Sa
druge strane, koncentracija Pb u krvi pacijenata bila je znacajno niza u odnosu na zdrave ispitanike
(2,99 po/dL, IQR: 2,54-3,61 pg/dL vs 3,76 pg/dL, IQR: 2,77-5,40 ug/dL, P<0,05) (Slika 18).

Prose¢na koncentracija Cd izmerena u tumorskom tkivu testisa iznosila je 19,40 ng/g (IQR: 13,30-
43,09 ng/g) i nije se znacajno razlikovala od okolnog zdravog tkiva (29,05 ng/g IQR: 18,84-41,06
ng/g). Takode, prose¢na koncentracija Pb izmerena u tumorskom tkivu testisa (94,00 ng/g, IQR: 42,43-
377,26 ng/g) nije se znacajno razlikovala od prosecne koncentracije Pb okolnog zdravog tkiva (77,31
ng/g, IQR: 22,17-277,21 ng/g) (Slika 18).
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Slika 18. Koncentracije Cd i Pb u krvi (A, B), okolnom zdravom i tumorskom tkivu testisa (C, D)

Pravougaonici predstavljaju interkvartilni raspon (25-75th percentil), unutrasnja linija pravougaonika predstavija
medijanu a spoljasne linije predstavijaju najvecu i najmanju vrednost. Scatter plot definise medijanu koja je reprezentovana
srednjom linijom grafika dok spoljasne linije predstavijaju najveéu i najmanju vrednost. Za testiranje postojanja razlika
izmedu ispitivanih grupa koriséen je Mann-Whitney U neparametarski test. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu
na kontrolnu grupu nose oznaku *, odnosno okolno zdravo tkivo 1. *1P<0,05; **71P<0,01; ***7#7P<0,001.

Nakon klasifikacije ispitanika po pusackom statusu, pacijenti sa karcinomom testisa negativnog
pusackog statusa imali su znacajno viSe koncentracije Cd u krvi u odnosu na zdrave nepusace
(P<0,001), dok razlika nije pokazana za koncentraciju Pb u krvi.

Znacajno vise koncentracije Cd u krvi pokazane su i kod pacijenata pozitivnog pusackog statusa
(P<0,001), kao i nize koncentracije Pb (P<0,05), u odnosu na kontrolnu grupu pusaca.

Prosecne koncentracije Cd u tumorskom tkivu nisu su znacajno razlikovale izmedu pacijenata
razli¢itog pusackog statusa, medutim koncentracija Pb je bila znacajno niza u tumorskom tkivu puSaca
(P<0,05) u odnosu na tumorsko tkivo nepusaca.

Koncentracije Cd i Pb u krvi i tumorskom tkivu pacijenata sa karcinomom testisa nakon klasifikacije
po pusackom statusu prikazane su u Tabeli 32.
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Tabela 32. Koncentracije kadmijuma i olova u krvi i tkivima testisa pacijenata sa karcinomom testisa
nakon klasifikacije po pusackom statusu

Pusacki status Kontrolna grupa Karcinom testisa

Negativan

Cd Krv, pg/L 0,96 (0,71-1,33) 3,00 (2,40-3,10)***
Okolno zdravo tkivo, ng/g / 22,52 (18,58-33,95)
Tumorsko tkivo, ng/g / 17,78 (10,94-50,84)

Pb Krv, pg/dL 3,46 (2,46-5,34) 2,98 (2,50-3,51)
Okolno zdravo tkivo, ng/g / 69,4 (31,1-327,7)
Tumorsko tkivo, ng/g / 114,4 (56,0-721,0)

Pozitivan

Cd Krv, pg/L 1,04 (0,73-1,47) 2,95 (2,65-3,30)***
Okolno zdravo tkivo, ng/g / 37,32 (25,50-53,09)
Tumorsko tkivo, ng/g / 17,36 (13,64-38,50)

Pb Krv, pg/dL 3,85 (3,09-7,37) 3,01 (2,64-3,22)*
Okolno zdravo tkivo, ng/g / 27,98 (20,24-97,89)
Tumorsko tkivo, ng/g / 35,63 (18,18-93,08)#

Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen
je Mann-Whitney U neparametarski test. Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu istog pusackog statusa
nose oznaku *, 1 u odnosu na okolno zdravo tkivo unutar grupa istog pusackog statusa, odnosno # u odnosu na razliciti
pusacki status.

4.2.3.2. Hematoloski parametri

Znacajno niza vrednost limfocita u apsolutnom broju bez promena u ukupnom broju leukocita
primecena je kod pacijenata sa karcinomom testisa (P<0,001) u odnosu na zdrave ispitanike. Obolele
su karakterisale i znacajno nize vrednosti MCH (P<0,05). Vrednosti ukupnog broja eritrocita i
trombocita, koncentracija hemoglobina, hematokritna vrednost kao i izvedeni parametri eritrocitne loze
(MCV, MCHC) nisu se zna¢ajno razlikovali izmedu ispitivanih grupa (Tabela 33).

Tabela 33. Rezultati hematoloskih parametara ucesnika studije

Kontrolna grupa Karcinom testisa P
WBC (10°/L) * 7,17 +1,83 6,97 + 2,19 0,435
Limfociti (10°%L)* 2,58 + 0,97 1,64 +0,61 <0,001
Neutrofili (10%L)" 3,92 +1,18 4,55 + 2,02 0,193
RBC (10%/L)? 4,96 (4,76-5,24) 4,93 (4,66-5,36) 0,965
HGB (g/L) * 155,8 + 10,8 148,8 + 23,9 0,107
HCT (L/L)? 0,444 (0,429-0,467) 0,450 (0,414-0,460) 0,280
MCV (fL) ! 90,02 + 3,62 88,64 + 4,77 0,086
MCH (pg) * 31,07 + 1,44 30,61 + 2,01 <0,05
MCHC (g/L) * 3452 + 8,6 3452+ 14,4 0,985
PLT (10%L)* 226,7 £ 41,4 231,4 +54,2 0,610

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. > Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. WBC = leukociti; RBC = eritrociti; HGB = hemoglobin; HCT = hematokrit; MCV = prosec¢na zapremina
eritrocita; MCH = prosecna koli¢ina hemoglobina u eritrocitu;, MCHC = prosecna koncentracija hemoglobina u
eritrocitima, PLT = trombociti. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koris¢eni su Student-ov t test i
Mann-Whitney U test.
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4.2.3.3. Osnovni biohemijski parametri i status polnih hormona

Kohortu pacijenata sa karcinomom testisa karakterisale su znacajno nize koncentracije glukoze
holesterola, triglicerida, a vise HDL holesterola u odnosu na zdrave ispitanike. Potom, znacajno niza
koncentracija kreatinina i albumina, te niza ALT aktivnost pratile su pacijente u odnosu na kontrolu.
Dalje, nize koncentracije estradiola i testosterona (redom P<0,001 i P<0,05) uocene su kod pacijenata u
odnosu na zdrave ispitanike. Osnovni biohemijski parametri i hormonski status muskaraca prikazani su
u Tabelama 34 i 35.

Tabela 34. Osnovni biohemijski parametri u¢esnika studije

Kontrolna grupa Karcinom testisa P
GL (mmolL) ? 5,60 (5,20-6,05) 5,30 (4,97-5,60) <0,05
HOL (mmol/L) * 5,89 + 1,27 542 +1,17 <0,05
TG (mmol/L) * 1,96 (1,17-2,71) 1,53 (0,95-2,07) <0,05
HDL (mmol/L) * 1,15+ 0,25 1,28 £ 0,24 <0,01
LDL (mmol/L) * 3,68 +1,03 3,37 £ 0,94 0,113
BU (mmol/L) * 5,76 + 1,74 5,25 + 1,10 0.090
CRE (umol/L) 2 93,6 (87,3-103,9) 79,5 (74,7-88,0) <0,001
TP (g/L)* 74,6 £3,9 72,9+6,0 0,141
ALB (g/L) * 493+32 458 + 4,5 <0,001
DB (umol/L) * 2,30 (1,75-2,95) 2,70 (1,85-3,67) 0,223
TB (umol/L) 2 12,4 (9,4-16,6) 16,1 (12,0-23,1) <0,01
Fe (umol/L) * 20,6 £5,7 18,5+8,1 0,088
AST (U/L) ® 26 (22,5-31,0) 22 (20,5-27,5) 0,370
ALT (U/L) ? 31 (25,5-44,0) 22 (15,0-25,5) <0,01
ALP (U/L) 2 64 (56-77) 67 (61,5-83,0) 0,305
LDH (U/L) 355 (301-413) 347 (311,5-388,5) 0,969
CRP (mg/L) * 2,30 (1,90-3,50) 1,50 (0,60-2,75) <0,001

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. ? Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. Glukoza (GL), Holesterol (HOL), trigliceridi (TG), HDL (HDL holesterol), LDL (LDL holesterol), urea (BU),
kreatinin (CRE), ukupni proteini (TP), albumin (ALB), bilirubin direktni (DB), bilirubin ukupan (TB), gvoZde (Fe), aspartat
aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), alkalna fosfataza (ALP), laktat dehidrogenaza (LDH), C reaktivni
protein (CRP). Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koris¢eni su Student-ov t test i Mann-Whitney U
test.

Tabela 35. Rezultati hormonskog statusa ucesnika studije

Kontrolna grupa Karcinom testisa P
FSH (mIU/mL) 4,58 (3,42-7,59) 10,09 (2,79-27,67) 0,054
LH (1U/L) 6,09 (4,32-8,81) 5,73 (2,04-10,27) 0,523
Estradiol (pg/mL) 43,02 (34,98-51,41) 29,85 (23,55-41,04) <0,001
Testosteron (ng/mL.) 5,24 (3,95-6,79) 4,04 (2,54-5,41) <0,05

Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen
je Mann-Whitney U neparametarski test.
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4.2.3.4. Parametri oksidativnog statusa

Znacajno niza koncentracija AOPP (P<0,001) kao i znacajno visa IMA vrednost (P<0,01) karakterisala
je pacijente sa karcinomom testisa u odnosu na zdrave ispitanike. Pacijente su pratile i znacajno nize
vrednosti PAB i TOS dok su TAS nivoi bili u rangu kontrolne grupe. U Tabeli 36 i na Slici 19 su
prikazani rezultati ispitivanih parametara oksidativnog statusa u krvi muskaraca ucesnika studije.

Tabela 36. Parametri oksidativnog statusa u krvi ucesnika studije

Kontrolna grupa Karcinom testisa P
AOPP (umol/L ekvivalenata 42,0 (34,2-54,7) 26,4 (22,2-48,44) <0,001
HloraminaT) ?
SHG (mmol/L) ? 0,407 (0,324-0,551) 0,404 (0,322-0,521) 0,421
PAB (HCU) Y 102,8 31,5 87,28 + 31,3 <0,05
IMA (apsorbanca) ¥ 22161 (36,0%) 44/52 (84,6%) <0,01

! Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. > Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni
raspon. * Kategoricki podaci su prikazane kao apsolutne ili relativne frekvence. Za testiranje postojanja razlika izmedu
ispitivanih grupa koris¢eni su Student-ov t test i Mann-Whitney U test. Kategoricke varijable analizirane su Chi-kvadrat

(x2) testom.
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Slika 19. Totalni oksidativni status (TOS), totalni antioksidativni status (TAS) i vrednost OSI indeksa
u krvi muskaraca (redom A, B i C)

Pravougaonici predstavljaju interkvartilni raspon (25-75th percentil), unutrasnja linija pravougaonika predstavija
medijanu a spoljasnje linije predstavijaju najvecu i najmanju vrednost. Statisticki znacajne razlike (P<0,05) u odnosu na
kontrolnu grupu nose oznaku *. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen je Mann-Whitney U
neparametarski test. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

4.2.3.5. Bioelementi u krvi i tkivima

Kod pacijenata sa karcinomom testisa koncentracija Cu u krvi bila je znafajno niza u odnosu na
kontrolnu grupu (P<0,001), dok razlika nije bila znaajna za koncentraciju Zn u krvi. Medutim,
tumorsko tkivo karakterisala je znacajno visa koncentracija Zn u odnosu na okolno zdravo tkivo
(P<0,01). U skladu sa prikazanim rezultatima, Cu/Zn odnos u krvi pacijenata sa karcinomom testisa
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znacajno je nizi od kontrolne (P<0,001). Takode, Cu/Zn odnos tumorskog tkiva znacajno se razlikovao
od dobijenog Cu/Zn odnosa okolnog zdravog tkiva testisa (P<0,001). Koncentracije ispitivanih
bioelemenata i Cu/Zn odnosi u krvi i tkivima prikazani su u Tabeli 37.

Tabela 37. Koncentracije bakra i cinka u krvi i tkivima testisa muskaraca ucesnika studije

Cu Kontrolna grupa Karcinom testisa P
Krv (umol/L) 14,72 (8,74-22,01) 3,38 (1,73-5,82)*** <0,001
Okolno zdravo tkivo (umol/kg) / 59,24 (22,09-144,17) /
Tumorsko tkivo (umol/kg) / 50,15 (19,84-117,54) /

Zn
Krv (umol/L) 81,80 (72,97-88,95) 76,14 (69,95-92,20) 0,252
Okolno zdravo tkivo (umol/kg) / 97,20 (52,98-209,18) /
Tumorsko tkivo (umol/kg) / 196,32 (111,92-253,38) 1+ /

Cu/Zn odnos

Krv (umol/L) 0,181 (0,119-0,270) 0,038 (0,021-0,095)*** <0,001
Okolno zdravo tkivo (umol/kg) / 0,340 (0,161-1,041) /
Tumorsko tkivo (umol/kg) / 0,305 (0,144-0,460) 1+ /

Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Za testiranje postojanja razlika izmedu ispitivanih grupa koriséen
je Mann-Whitney U neparametarski test. Statisticki znacajne raziike u odnosu na kontrolnu grupu nose oznaku *, odnosno
u odnosu na okolno zdravo tkivo unutar grupe. *#P<0,05; **##P<0,01; ***##+P<0,001

4.2.3.6. Korelaciona analiza izmedu koncentracija Cd i Pb i analiziranih parametara

U populaciji pacijenata sa karcinomom testisa Cd u krvi je pozitivno korelirao sa Cu u krvi (p=0,417,
P<0,05), Zn u okolnom zdravom tkivu (p=0,381, P<0,05) i Cu/Zn odnosom u krvi (p=0,377, P<0,01),
a negativno sa AOPP (p=-0,333, P<0,05) i Cu/Zn odnosom u okolnom zdravom tkivu (p=-0,347,
P<0,05).

Cd u okolnom zdravom tkivu bio je u pozitivnoj korelaciji sa godinama starosti (p=0,430, P<0,01), Cd
u tumorskom tkivu (p=0,541, P<0,01), Cu u okolnom zdravom tkivu (p=0,412, P<0,01) i Cu/Zn
odnosom u tumorskom tkivu (p=0,333, P<0,05), a u negativnoj korelaciji sa Zn u tumorskom tkivu
(p=-0,312, P<0,05).

Pozitivna korelacija pokazana je izmedu Cd u tumorskom tkivom sa TOS (p=0,540, P<0,01), OSI
(p=0,495, P<0,01), SHG (p=0,333, P<0,05), Cu u tumorskom tkivu (p=0,388, P<0,01) i Cu/Zn
odnosom u tumorskom tkivu (p=0,432, P<0,01) dok je negativna pokazana sa CRP (p=-0,314, P<0,05).
Rezultati Spearman-ove korelacione analize u populaciji pacijenata sa karcinomom testisa prikazani su
u Tabeli 38.
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Tabela 38. Spearman-ova korelaciona analiza izmedu koncentracija Cd u krvi i tkivima i ispitivanih
parametara u populaciji pacijenata sa karcinomom testisa

N=52 Cd u krvi Cd u okolnom Cd u tumorskom
zdravom tkivu tkivu
Godine starost 0,047 0,430** 0,194
I™ 0,034 -0,201 -0,051
Cd u krvi / 0,092 0,096
Cd u okolnom zdravom tkivu 0,092 / 0,541**
Cd u tumorskom tkivu 0,096 0,541** /
HOL -0,262 -0,065 -0,208
TG -0,114 0,301 0,064
HDL -0,091 -0,277 -0,211
LDL -0,201 -0,233 -0,284
CRP -0,058 -0,016 -0,314*
Fe -0,046 0,098 0,183
FSH 0,028 0,319 0,293
LH -0,016 0,257 0,294
Estradiol -0,171 -0,277 -0,165
Testosteron -0,104 -0,217 -0,285
TAS -0,172 -0,116 0,251
TOS -0,028 0,157 0,540**
0sl 0,133 0,259 0,495**
PAB -0,205 -0,044 0,000
PON-1 -0,056 -0,038 -0,243
SHG -0,088 0,222 0,333*
IMA 0,100 0,120 0,290
AOPP -0,333* -0,081 -0,095
Cu u krvi 0,417* 0,261 0,151
Cu u okolnom zdravom tkivu -0,122 0,412** 0,230
Cu u tumorskom tkivu -0,145 0,206 0,388**
Zn u Kkrvi -0,045 -0,167 -0,073
Zn u okolnom zdravom tkivu 0,381* 0,135 0,093
Zn u tumorskom tkivu -0,102 -0,312* -0,277
Cu/Zn odnos u krvi 0,377** 0,199 0,136
Cu/Zn odnos u okolnom zdravom tkivu -0,347* 0,092 0,032
Cu/Zn odnos u tumorskom tkivu -0,106 0,333* 0,432**

Podaci su prikazani kao koeficijent korelacije p. *P<0,05; **P<0,01

U istoj populacionoj grupi Pb u okolnom zdravom tkivu pozitivno je korelirao sa Pb u tumorskom
tkivu (p=0,389, P<0,05), Cu u krvi (p=0,445, P<0,01), Cu u okolnom zdravom tkivu (p=0,363,
P<0,05) kao i Cu/Zn odnosom u krvi (p=0,443, P<0,01).

Pozitivna korelacija Pb u tumorskom tkivu pokazana je sa Cu u okolnom zdravom tkivu (p=0,344,
P<0,05), Cu u tumorskom tkivu (p=0,444, P<0,01), Zn u okolnom zdravom tkivu (p=0,345, P<0,05) i
Cu/Zn odnosom u tumorskom tkivu (p=0,419, P<0,01), a negativha sa CRP (p=-0,393, P<0,05).
Rezultati Spearman-ove korelacione analize u populaciji pacijenata sa karcinomom testisa prikazani su
u Tabeli 39.
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Tabela 39. Spearman-ova korelaciona analiza izmedu koncentracija Pb u krvi i tkivima i ispitivanih
parametara u populaciji pacijenata sa karcinomom testisa

N=52 Pb u krvi Pb u okolnom Pb u tumorskom
zdravom tkivu tkivu
Godine starost 0,115 -0,070 0,064
ITM -0,128 -0,179 -0,113
Pb u krvi / -0,015 -0,040
Pb u okolnom zdravom tkivu -0,015 / 0,389*
Pb u tumorskom tkivu -0,040 0,389* /
HOL 0,068 -0,138 -0,148
TG -0,154 -0,039 -0,131
HDL 0,237 -0,165 0,027
LDL 0,129 -0,235 -0,188
CRP 0,152 0,123 -0,393*
Fe -0,327 -0,131 0,260
FSH 0,142 -0,164 0,015
LH 0,098 -0,224 0,055
Estradiol -0,005 0,020 -0,109
Testosteron 0,052 -0,131 -0,073
TAS 0,235 -0,073 -0,126
TOS 0,105 -0,137 0,179
0sl -0,234 0,020 0,211
PAB 0,259 0,012 -0,198
PON-1 0,230 -0,141 0,086
SHG -0,034 0,024 0,108
IMA -0,184 0,110 0,098
AOPP -0,119 -0,044 -0,055
Cu u krvi 0,017 0,445** -0,028
Cu u okolnom zdravom tkivu -0,142 0,363* 0,344*
Cu u tumorskom tkivu -0,110 0,148 0,466**
Zn u krvi -0,128 -0,285 -0,140
Zn u okolnom zdravom tkivu -0,022 -0,262 0,345*
Zn u tumorskom tkivu -0,051 0,131 -0,215
Cu/Zn odnos u krvi 0,057 0,443** 0,013
Cu/Zn odnos u okolnom zdravom tkivu -0,147 0,157 0,066
Cu/Zn odnos u tumorskom tkivu -0,177 0,235 0,419**

Podaci su prikazani kao koeficijent korelacije p. *P<0,05; **P<0,01

4.2.3.7. Binarna logisticka regresiona analiza

Primenom univarijantne logisti¢ke regresije znacajan prediktivni potencijal za predvidanje karcinoma
testisa imale su sledece varijable: godine starosti (P<0,01), koncentracija Cd u krvi, koncentracija FSH
u krvi (P<0,05), TOS (P<0,05), PAB (P<0,05), PON-1 aktivnost (P<0,001), AOPP (P<0,001) i
koncentracija Cu u krvi (P<0,001). Vrednost Negelkerke indeksa bila je najveca za prediktor Cd u Krvi
(R?=0,935), za kojim slede prediktori PON-1 (R?=0,610), Cu u krvi (R*=0,553), AOPP (R?=0,316),
FSH (R?=0,125) i godine starosti (R*=0,109). Za ostale testirane parametre nije postignut znacajan
prediktivni potencijal. Rezultati univarijantne logisticke regresije u populaciji muskaraca prikazani su u
Tabeli 40.
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Tabela 40. Prediktivna sposobnost ispitivanih parametara u odnosu na prisustvo karcinoma testisa

Prediktor

Starost, godine
ITM, kg/m?
Cd u krvi
Pb u krvi
FSH

LH
Estradiol
Testosteron
TAS

TOS

PAB
PON-1
SHG
AOPP

Cu u krvi
Zn u krvi

Unete varijable su predstavljene kao kontinuirani podaci. Primenjen je enter metod.

OR
(95% CI)

0,945 (0,909-0,983)
0,961 (0,880-1,049)
1,980 (1,370-2,826)
0,927 (0,829-1,036)
1,047 (1,010-1,086)
1,025 (0,984-1,068)
0,987 (0,964-1,011)
0,880 (0,727-1,065)
0,998 (0,995-1,000)
0,892 (0,803-0,991)
0,983 (0,970-0,996)
1,016 (1,009-1,023)
0,415 (0,049-3,518)
0,915 (0,879-0,953)
0,749 (0,668-0,839)
0,985 (0,967-1,004)

81

P

<0,01
0,370
<0,001
0,181
<0,05
0,236
0,295
0,189
0,101
<0,05
<0,05
<0,001
0,420
<0,001
<0,001
0,126

Negelkerke
RZ
0,109
0,011
0,935
0,028
0,125
0,024
0,018
0,026
0,036
0,062
0,083
0,610
0,008
0,316
0,553
0,030



5. DISKUSIJA

5.1. Toksi¢ni efekti kadmijuma i olova nakon akutne oralne ekspozicije Wistar
pacova

5.1.1. Efekat na hematopoezni sistem

Toksikokinetika metala zavisi od brojnih faktora, poput fizicko-hemijskih karakteristika metala, doze,
puta unosa i duzine ekspozicije, kao 1 od sposobnosti metala da se vezuje za Celijske strukture te
individualnih karakteristika samog organizma. Nakon oralne administracije oba toksi¢na metala, Cd i
Pb, podlezu apsorpciji, prelaze u krv, vezuju se za proteine plazme i distribuiraju kroz organizam.
Osim transportne uloge, krv reflektuje skorasnju ekspoziciju toksi¢nim metalima a hematopoezni
sistem predstavlja i potencijalno ciljno mesto toksi¢nog dejstva oba metala, primarno olova [10,78].

Znacajno vise koncentracije Cd u krvi u odnosu na netretirane pacove uocene su nakon akutne oralne
gavaze Wistar pacova dvema razli¢itim dozama Cd, medutim razlika izmedu ova dva dozna rezima nije
zapazena. Odsustvo znacajne razlike moze se objasniti ograni¢enom apsorpcijom u gastrointestinalnom
traktu, uzevsi u obzir ¢injenicu da se apsorpcija Cd nakon oralne ekspozicije krece u intervalu od 1,1
do 10,6%, potom potencijalnom zasic¢enju transportnih proteina u krvi kao i klirensu toksi¢nih metala
[9]. Sa druge strane, nivo Cd u krvi eksperimentalne grupe koja je primila sme$u metala bio je u rangu
vrednosti kontrolne grupe, odnosno znacajno nizi od Cdis grupe, dok je nivo Pb bio znacajno visi u
odnosu na grupu koja je primala samo olovo. Mogucée objaSnjenje za ovu pojavu je potencijalna
kompeticija pri apsorpciji na nivou gastrointestinalnog trakta kao i razlicit afinitet Cd i Pb za
transportne proteine sa moguéim kompetitivnim antagonizmom [146,147]. Sli¢na zapazanja uocena su
u eksperimentalnom modelu realizovanom od strane Masso i sar. [148] u kojem su zenke Wistar
pacova bile tretirane oralno smeSom rastvora Cd 1 Pb (10 mg/L Cd 1 300 mg/L Pb) od prvog dana
zaCeca. Aplikacija smese Cd i Pb dovela je do znacajno nize koncentracije oba metala u krvi pacova u
odnosu na eksperimentalne grupe koje su primale pojedina¢nu dozu ovih metala, kako u nultom
vremenu tako i nakon perioda laktacije od 21 dana, §to je i navelo autore da iznesu hipotezu
potencijalnog antagonizma na nivou apsorpcije u gastrointestinalnom traktu [148].

Rezultat ove disertacije jasno ukazuje da primena Cd (15 i 30 mg/kg t.m.) dovodi do apsolutne
limfopenije koju je kod primene vise doze pratila i leukopenija. Sli¢an efekat nakon akutne ekspozicije
uocen je i u drugim studijama [149,150], kao i nakon izlozenosti od 14 dana muzjaka BALB/c miseva
[151] te nakon cetvoronedeljne ekspozicije Wistar pacova CdCl, putem vode za pice [152,153].
Povecana destrukcija leukocita je moguce objasnjenje za leukopeniju u ovom eksperimentalnom
modelu uzevsi u obzir podatak da su nivoi Cd kako u slezini tako i u timusu zivotinja koje su bile
tretirane pojedina¢nim dozama Cd bile znacajno visi i nakon akutne ekspozicije od netretiranih pacova.
U prilog izraZenijem efektu ve¢e doze Cd (30 mg/kg t.m.) na ukupan broj leukocita kao i ostvarenu
limfopeniju su i znaéajno viSe koncentracije Cd u slezini i jetri u odnosu na Cdis grupu. Sli¢na
zapazanja pokazana su u eksperimentalnom modelu Lafuente i sar. [154] sa muzjacima pacova koji su
oralnim putem bili izloZeni Cd u koncentraciji od 5 do 100 ppm putem vode za pic¢e. Naime, nakon
jednomesecne izloZenosti znacajno vise koncentracije Cd u slezini i timusu tretiranih grupa bile su
pracene smanjenim brojem B limfocita, dok su doze od 25 do 50 ppm znacajno smanjile i ukupan broj
CD4" ¢elija u slezini ukazujuéi na direktnu citotoksi¢nost kadmijuma [154]. Citotoksi¢an efekat Cd
pokazan je i u in vitro studiji naSe grupe autora [155]. Sa druge strane, literaturni podaci toksi¢nog
efekta Pb na belu krvnu lozu su dvosmisleni, jer rezultati izvesnih studija ne ukazuju na promene u
ukupnom broju leukocita i leukocitarnoj formuli [156,157], dok je kod drugih primecena leukocitoza
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[158] ali i leukopenija [159]. Rezultat ove studije ukazao je na neutrofiliju u apsolutnom broju sa
umerenom leukocitozom nakon primene smese Cd i Pb u odnosu na kontrolnu grupu kao moguéu
posledicu oslobadanja neutrofila i njihove mobilizacije iz marginalih neutrofilnih pulova usled
prisustva inflamatonih citokina (IL-6 1 TNF-a) [160,161].

Primenjen dozni rezim kod svih eksperimentalnih grupa doveo je do znacajnih promena u crvenoj lozi.
Znacajno nize vrednosti ukupnog broja eritrocita, hemoglobina i hematokritne vrednosti ostvarene su u
svim tretiranim grupama, a najizrazeniji efekat postignut je kod zivotinja izlozenih smesi Cd i Pb §to
ukazuje na potencijalno aditivan toksican efekat Cd i Pb. Prikazani rezultati su u skladu sa rezultatima
drugih istrazivaca koji su takode uocili sniZzenje parametara eritrocitne loze kod razli¢itih animalnih
modela, puteva ekspozicije kao i doznih rezima [150-153,158,159,162]. Kako je u Krvi
eksperimentalnih grupa pacova pokazana znacajno viSa koncentracija toksicnih metala moze se
pretpostaviti da je uzrok zna¢ajno nizih vrednosti RBC, HGB i HCT u odnosu na kontrolnu grupu
intravaskularna hemoliza. U skladu sa drugim studijama [152,153,156], akutna ekspozicija nije dovela
do znacajne promene veliine eritrocita, izraZzene preko MVC 1 indeksa anizocitoze (RDW), kao ni
vrednosti MCHC, parametara koji su odraz hroni¢ne anemije nastale kao posledica produzene
ekspozicije toksi¢nim metalima i koji reflektuju narusen proces hematopoeze. Rezultati ukupnog broja
eritrocita i parametara eritrocitne loze ukazuju na Cinjenicu da oba toksi¢na metala nakon akutne
ekspozicije mogu dovesti do nastanka normocitne normohromne anemije. U osnovi uoc¢ene hemolizne
anemije su generisanje slobodnih radikala sa jedne strane, te narusavanje antioksidativne zastite
organizma sa druge strane, kao potpora nastanka oksidativnog stresa, $to je potvrdeno nakon akutne i.p.
aplikacije 2 mg/kg t.m. CdCl, kod pacova [150]. Dodatno, dobro je poznata Cinjenica da se Pb u
organizmu vezuje za sulfhidrilne grupe razli¢itih enzima, i da posledi¢no smanjuje aktivnost nekih od
njih, poput superoksid dizmutaze i katalaze [18,20,163]. Takode, Pb dovodi do zna¢ajnog porasta nivoa
MDA i H,0; u eritrocitima koja su ¢esto udruzena sa redukovanjem nivoa glutationa [157]. Pojava
ranih znakova nastanka oksidativnog stresa nakon primene smeSe Cd i Pb, demonstrirani su
generisanjem porasta nivoa MDA u krvi, markera lipidne peroksidacije, koji je znacajno bio veéi u
odnosu na grupe koje su primile pojedinacnu dozu metala, sa jedne strane, a sa druge, bio je u rangu
MDA nivoa nakon primene 30 mg/kg t.m. kadmijuma. Osim lipidne peroksidacije polinezasi¢enih
masnih kiselina lipida ¢elijskih membrana, toksi¢ni metali takode mogu izazvati 1 oksidativna oStecenja
proteina, izrazena generisanjem AOPP [164]. Tako je primena sme$e Cd i Pb dovela do znacajno vecih
nivoa AOPP u odnosu na kontrolnu grupu, ali i u odnosu na pojedina¢nu primenu Cd i Pb. Sagledano
zajedno, rezultati nedvosmisleno ukazuju da primena smeSe Cd i Pb ima daleko izraZeniji toksican
efekat na ispitivane parametre oksidativnog statusa krvi, u odnosu na pojedina¢ne metale, a da je njihov
zajednicki efekat pre svega aditivan. Potom, totalni antioksidativni status, izraZen kao suma
antioksidativnih molekula [136], bio je znacajno nizi u krvi svih eksperimentalnih grupa, dok je TOS
nivo, koji obuhvata i reaktivne vrste kiseonika poput vodonik-peroksida i lipidnih peroksida, bio
znacajno visi u krvi pacova nakon primene ve¢e doze Cd (30 mg/kg t.m.) i nakon primene Pb (150
mg/kg t.m.), potvrdujuéi znac¢ajnu ulogu toksi¢nih metala u slabljenju antioksidativne zastite organizma
i generisanju nastanka slobodnih radikala iskazanih kroz promene TAS [165] i TOS nivoa [164].

Posmatrajuci ukupan broj trombocita pacova, dobili smo nesSto drugacija zapazanja. Dok je kod Cdis
grupe nastupila trombocitoza, Cdsg grupu karakterisala je trombocitopenija, u odnosu na kontrolnu
grupu. Dostupni literaturni podaci su dvosmisleni, izvesne studije sa eksperimentalnim Zivotinjama
nakon akutne i subakutne ekspozicije nisu uocile promene u ukupnom broju trombocita [149,166], dok
je kod drugih studija broj trombocita bio znacajno nizi nakon ekspozicije toksi¢nim metalima u odnosu
na netretirane zivotinje [150,152,153]. Uocena trombocitoza nakon primene nize doze Cd moze se
opravdati inflamacijom, $to je podrZzano i snizenjem ukupnog broja leukocita ove eksperimentalne
grupe. Takode, dobijen rezultat moze biti i posledica tzv. reaktivne trombocitoze, koja je prolazna
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pojava i vraca se u normalu nakon uklanjanja uzro¢nika, u nasem slucaju toksi¢nog metala. Primena
veée doze Cd kao i primena Pb kao pojedinaéne supstance, odlikovala se trombocitopenijom,
verovatno kao posledica direktnog toksicnog efekta visokih koncentracija Cd i Pb u slezini. Sa druge
strane, veoma interesantno zapazanje uoceno je nakon tretmana smeSe Cd i Pb koji je karakterisao
antagonisticki efekt Cd i Pb na ukupan broj trombocita, odnosno odlikovao se trombocitopenijom u
odnosu na Cdss grupu, a trombocitozom u odnosu na Pbisg grupu, te je broj trombocita bio u rangu
kontrolne grupe. U prilog ovom rezultatu je i podatak o masi slezine pacova. Naime, prosecne mase
slezine Cdys grupe i Pbisp grupe bile su vec¢e od kontrolne grupe, za razliku od Cdis+Pb;so grupe kod
koje je bila u nivou kontrole. Promena u ukupnom broju PLT nakon primene smeSe Cd i Pb nije
zapazena ni u drugim studijama [156,167]. Prikazani rezultati ove studije nedvosmisleno ukazuju na
potencijalan antagonizam Cd i Pb na ukupan broj trombocita nakon akutne ekspozicije pacova smesi
toksi¢nih metala.

5.1.2. Efekat na jetru

Akutna oralna ekspozicija zZivotinja Cd i/ili Pb izazvala je znac¢ajnu akumulacijom oba toksi¢na metala
u jetri pacova. U skladu sa primenjenim doznim rezimom, dvostruka veca doza Cd dovela je i do
dvostruko vece akumulacije Cd u jetri pacova u odnosu na nizu dozu Cd $to je i o¢ekivan rezultat
nakon akutne oralne ekspozicije primarno zbog visokog sadrzaja metalotioneina (MT) u jetri [4,10].
Metalotioneini su intracelularni proteini male molekulske mase bogati cisteinom, sa visokim afinitetom
vezivanja za esencijalne i ne-esencijalne metale. Vaznu ulogu imaju u odrzavanju homeostaze
esencijalnih metala u organizmu, a dodatno, vezivanjem za toksi¢ne metale Stite organizam od
njihovog toksi¢nog dejstva s obzirom da metal-responsive transkripcioni faktor 1 (MTF-1), esencijalnu
komponentu odgovornu za bazalnu ekspresiju i indukciju, aktiviraju metali, medu kojima i Cd [168].
Koncentracija Cd u jetri eksperimentalne grupe koja je primila smeSu Cd i Pb nije se znacajno
razlikovala od grupe koja je primila istu dozu Cd ali kao pojedina¢nu supstancu, dok je koncentracija
Pb bila trostruko veca nakon primene smeSe u odnosu na Pbiso grupu. Pri peroralnoj primeni,
interakcija toksi¢nih metala pri apsorpciji, razli¢ita raspodela u krvi 1 tkivima, te znac¢ajna uloga DMT-
1 za inter i intracelularni transport dvovalentnih metala [169], su neke od pretpostavki za uocenu
distribuciju Cd i Pb u ovom eksperimentalnom modelu. Takode, ova pojava se delom moze pripisati i
indukeciji sinteze MT od strane Cd pri ¢emu novoformiranim Cd-MT kompleksima kao 1 pove¢anom
sekvestracijom Cd, MT ostvaruju zastitnu ulogu [170]. Medutim, indukcija sinteze metalotioneina je
pre sve odlika produzene izloZenosti toksi¢nim metalima, potom potencijal Pb da indukuje sintezu MT
je daleko manji od Cd, a dostupne studije ukazuju i na razliku u afinitetima toksi¢nih metala za MT
[170]. U eksperimentalnom modelu Pillai i sar. [171] nakon dvonedeljne i.p. ekspozicije Cd u dozi od
0,05 mg/kg t.m., Pb u dozi od 0,05 mg/kg t.m. kao i1 smesi Cd i Pb (0,025 mg Cg/kg t.m. 1 0,025 mg
Pb/kg t.m.) koncentracije Cd i Pb u jetri pacova koji su primili smeSu bile su u rangu primene
pojedinacnih metala.

U osnovi hepatotoksi¢nosti Cd i Pb znacajan doprinos nesumnjivo ima oksidativni stres $to potvrduju
znacajno vise koncentracije uznapredovalih produkata oksidacije proteina eksperimentalnih grupa koje
su primale Cd i Pb kao pojedinac¢nu supstancu, udruzene sa znacajno nizim TAS vrednostima u odnosu
na kontrolnu grupu, iako je nivo MDA ostao nepromenjen, kao i nakon primene smeSe Cd i Pb.
Suprotno ovom rezultatu, znacajno visi MDA nivoi u jetri eksperimentalnh zivotinja nakon ekspozicije
Cd prikazani su u drugim studijama [171,172], dok nepromenjen nakon primene smese Cd i Pb, uocen
u nasoj studiji, bio je u saglasnosti sa rezultatima drugih istrazivaca [148,156]. Stoga, izostanak razlika
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mogu se pripisati akutnoj ekspoziciji sa jedne strane, a sa druge adaptaciji organizma na narusen
oksidativni status nakon 24 h od ekspozicije Cd i Pb. Izostanak razlike moze se jednim delom objasniti
1 protektivhom ulogom metalotionenina, odnosno malim udelom slobodne frakcije toksi¢nih metala
slobodnih da generi$u oksidativni stres [20] uzevsi u obzir vaznu ulogu MT i u zastiti od reaktivnih
vrsta kiseonika i adaptaciji ¢elija na stanje stresa [170].

Biohemijski profil pacova nakon akutne ekspozicije toksi¢nim metalima karakterisao je znacajno
snizenje proteina kao i albumina u Krvi kod svih tretiranih grupa, ali je ono najizrazenije bilo nakon
primene smeSe Cd i Pb, koja je dovela i do smanjenja relativne mase jetre pa se moze pretpostaviti da
je doslo do izvesnog oSte¢enja hepatocita, uzevsi u obzir podatak da je jetra glavni organ u kojem se
sintetiSu proteini [17]. Medutim, histopatoloska analiza jetre nije pokazala oSteenja strukturnog
integriteta hepatocita, aktivnost jetrinih transaminaza u krvi nije bila povecana, Sta vise, aktivnosti
AST, ALT i ALP su bile umanjene, $to uz smanjen nivo proteina ide u prilog izmenjenoj funkciji jetre
nakon akutne ekspozicije Cd i Pb. Literaturni podaci pokazuju kontradiktorne podatke dobijene u
studijama sa eksperimentalnim Zivotinja, u smislu povecane [149,156,167] i smanjene enzimske
aktivnosti [173-175]. Tako je smanjena aktivnost AST, ALT i ALP ostvarena nakon petodnevne i.p.
izloZenosti Pb (50 mg/kg t.m.) [173], petonedeljne oralne izloZenosti 0,2% olova putem vode za pice
[174] kao i nakon 90 dana ekspozicije smesi As, Cd, Pb, Cr i Hg [175]. Smanjena enzimska aktivnost
koja je uocena u ovom eksperimentalnom modelu moze se delimi¢no objasniti kompeticijom izmedu
toksi¢nih metala i dvovalentnih jona, kao §to su magnezijum, kobalt i mangan koji pripadaju grupi
aktivatora enzima, ali i cinka koji je strukturna enzimska komponenta [17], §to potvrduje i disbalans u
nivoima Mg, Cu i Zn u ovom radu. Interakcije izmedu toksi¢nih metala i bioelemenata su intenzivno
proucavane kod nase grupe autora [14-16,21,164,172,176-178], a brojne studije sprovedene na ovom
polju potvrdile su hipotezu da kadmijum ometa normalnu apsorpciju Mg i Zn u gastrointestinalnom
traktu pacova nakon akutne oralne i i.p. ekspozicije [164] te da produzena primena Mg ili Zn znacajno
smanjuje sadrzaj Cd u Krvi i jetri, a umanjuje i negativan efekat Cd na nivo Cu i Zn u krvi i organima
[15,16,176].

5.1.3. Efekat na bubreg

Bubreg je ciljni organ toksi¢nosti Cd i Pb okarakterisan disfunkcijom glomerularne filtracije i tubularne
reapsorpcije, te razvojem sindroma slicnog Fankoni sindromu (neselektivni gubitak proteina, glukoze,
aminokiselina, bikarbonata, fosfata), stanja koja se dovode u vezu sa subakutnom i hroni¢nom
ekspozicijom Cd [179,180]. U skladu sa primenjenom dozom grupa koja je primila 30 mg Cd/kg t.m.
imala je viSu koncentraciju Cd u bubregu u odnosu na grupu koja je primila nizu dozu Cd (15 mg/kg
t.m.). Nakon ekspozicije smesi, koncentracije Cd i Pb bile su za oko 50% vise kod Cd;s+Pbiso grupe u
odnosu na Cdjs grupu, odnosno Pbisp grupu, isticu¢i da osim interakcije na nivou apsorpcije i
distribucija metala moze biti izmenjena. Naime, koncentracije Cd i Pb su znacajno vise kako u jetri
tako 1 u bubrezima eksperimentalnih Zivotinja nakon primene smeSe u odnosu na pojedinacnu
aplikaciju supstanci. Dobijene visoke koncentracije Cd i Pb u bubrezima pacova prevashodno su
posledica osnovne fizioloske funkcije bubrega, kao 1 visokog sadrZaja metalotioneina, kako je 1
prethodno bilo objasnjeno [79,181]. Kako je nefrotoksi¢nost kadmijuma vezana za koncentraciju
metala u bubrezima, ozbiljna, ireverzibilna oSteCenje bubrega se retko javljaju pri akutnim
ekspozicijama [9] i pre svega su odlika subakutne i hroni¢ne izloZenosti, §to je u saglasnosti sa nalazom
histopatoloske analize bubrega ove studije.
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Kao §to je ve¢ izneto, rezultati studija su pokazali da oba toksi¢na metala mogu da generiSu nastanak
oksidativnog stresa, primenjeni individualno ili u smesi, razlicitim putevima ekspozicije kao 1 razli¢itim
doznim rezimom, i1 da bubrezi kao ciljni organ toksi¢nosti Cd 1 Pb, nisu poStedeni
[20,152,153,158,159,182,183]. Rezultati ove studije jasno ukazuju da primena smeSe Cd i Pb ima
izrazeniji negativan efekat na lipidne strukture bubrega, na §ta ukazuju znacajno visi nivoi MDA, u
odnosu na kontrolnu grupu i pojedinacnu dozu Cd. Takode, znaCajno ve¢i TAS nivo pratio je
izlozenost smese Cd i Pb u odnosu na Cdjs grupu, $to je sve zajedno u korelaciji sa koncentracijama Cd
1 Pb u tkivu bubrega nakon primene smese, koje su bile znacajno vise od koncentracije Cd i Pb nakon
primene pojedinacnih doza metala. Uloga metalotioneina, kao i njihovo prisustvo u bubrezima moze se
pripisati dobijenom rezultatu ove studije, vodeci se ¢injenicom da MT u bubrezima jednim delom vode
poreklo iz jetre, dospeli putem krvi iz kompleksa sa toksi¢nim metalom, te da se procesom de novo
sinteze, koja se odvija u bubrezima, dodatno sintetiSu. Aditivan efekat, sinergizam, ali i antagonizam,
su dobro poznati scenariji nakon primene smese toksi¢nih metala. Medutim, ograni¢enje ove studije je
sam dizajn koji nije zadovoljio kriterijume za evaluaciju potencijalnih interakcija izmedu ispitivanih
toksi¢nih metala predlozene od strane Borget i sar. [184], te je aditivan efekat, kao objasnjenje
dobijenih rezultata za smeSu Cd i Pb na nivou bubrega, na nivou pretpostavke.

Ukoliko se posmatraju osnovni biohemijski parametri koji reprezentuju bubreznu funkciju, urea je bila
znacajno niza u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na netretirane zivotinje, dok je koncentracija
kreatinina znacajno povisena u Cdszp grupi i Pbisg grupi. Uo¢ene promene uree i kreatinina nesumnjivo
ukazuju da nakon akutne ekspozicije toksi¢nim metalima, ekskretorna funkcija bubrega moze biti
narusena [149,152,156,167], na $ta dodatno ukazuju i rezultati koncentracije albumina u serumu koji su
bili znacajno nizi kod svih eksperimentalnih grupa. U prilog naruSenoj ekskretornoj funkciji bubrega je
I izmenjen profil elektrolita u serumu (kalcijum, magnezijum, neorganski fosfor i hloridi) kao i nivoi
CuiZn u krvi 1 bubrezima, te da je istovremena primena smeSe Cd i Pb imala izraZeniji efekat snizenja
u odnosu na ekspoziciju pojedina¢nih metala, na neke od njih.

5.1.4. Efekat na prostatu i testise

Akutna oralna ekspozicija kadmijumu i/ili olovu pracena je znaajno visim koncentracijama oba
toksi¢na metala u tkivu prostate kod svih eksperimentalnih grupa u odnosu na kontrolu. U testisima,
nakon aplikacije ve¢e doze Cd (30 mg/kg t.m.) koncentracija Cd je bila 2,3 puta visa u odnosu na nizu
dozu (15 mg/kg t.m.), dok se tretman smese Cd i Pb odlikovao 1,7 puta visom koncentracijom Cd u
odnosu na Cdjs grupu. U slucaju olova, nakon primene smese, koncentracija Pb u tkivu testisa nije se
znacajno razlikovala od Pbisg grupe. Nivoi toksi¢nih metala u tkivu prostate i testisa jasno ukazuju da
ni membrane reproduktivnih organa muzjaka nisu barijera za prolazak Cd i Pb, a dodatno predstavljaju
i mesto toksi¢nog delovanja kao §to je oSteCenje krv-testis barijere [185]. Tako su u in vivo studiji sa
Swiss muzjacima miseva nakon akutne oralne i i.p. ekspozicije (i.p. 1,5 mg Cd/kg odnosno 30 mg
Cd/kg oralno), pokazane znacajno vise koncentracije Cd u tkivu testisa u odnosu na kontrolnu grupu,
medutim, razlika u koncentracijama Cd u testisima nije uocena izmedu ova dva puta ekspozicije [186].
Vezivanjem za DMT-1 receptore i kompeticija sa bioelementima, posebno Mg, Zn, Fe i Cu [169], koji
su neophodni i za proces spermatogeneze, oba toksi¢na metala mogu narusiti normalan reproduktivni
ciklus, na §ta ukazuju 1 rezultati ove studije. U studiji je pokazana znacajno niza koncentracija Cu u
prostati, odnosno visa u testisima, kod svih doznih rezima, u odnosu na netretirane pacove, dok je
redistribucija Zn u prostati, ali i testisima, u smislu vi$ih koncentracija, uo¢ena nakon primene smese
Cd i Pb. Dodatno, rezultati nase studije ukazali su na znacajno snizenje Cu/Zn odnosa u prostati pri
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svim tretmanima u odnosu na neizlozene pacove, sa najizrazenijem efektom snizenja nakon primene
olova, odnosno ekspozicija toksi¢nim metalima je uticala na izmenu Cu/Zn odnos u testisima u smislu
povecanja. Kako su bioelementi kofaktori enzima antioksidativne zastite, poput superoksid-dizmutaze,
redukovanje nivoa bioelemenata nesumnjivo umanjuje antioksidativni kapacitet i dodatno doprinosi
reproduktivnoj toksi¢nosti Cd i Pb, $to je i potvrdeno u eksperimentalnim studijama [186-189].

Uzevsi u obzir novija istrazivanja koja su Cd i Pb prepoznala kao endokrine ometace, narusavanje
hormonskog statusa je dodatni mehanizam kojim oba metala ispoljavaju toksicnost na reproduktivne
organe. Nakon akutne oralne ekspozicije muzjaka pacova razli¢itim dozama Cd ove studije zapaza se
pad nivoa testosterona u krvi u odnosu na kontrolnu grupu, mada ne znacajan, $to je u saglasnosti sa
histopatoloskim nalazom prostate i testisa koja nije bila zna¢ajno narusena primenjenim tretmanom.
Niza koncentracija testosterona pokazana je nakon akutne oralne, ali ne i nakon i.p ekspozicije Cd (30
mg Cd/kg oralno, odnosno 1,5 mg Cd/kg i.p.) u studiji sa Swiss miSevima [186] dok je o¢uvanost
hipofiza-hipotalamus ose, odnosno nepromenjen nivo testosterona, utvrden nakon osmonedeljne oralne
ekspozicije niskim dozama Cd (2 mg/kg t.m.) kod miSeva [190] kao i nakon sedmodnevne oralne
izloZenosti Pb (8 mg/kg t.m.) muzjaka Albino pacova [129].

Prikazani rezultati nesumnjivo ukazuju na znaéajnu implikaciju Cd i Pb na homeostazu testosterona
eksperimentalnih Zivotinja, te da vrsta animalnog modela, dizajn studije poput primenjene doze, puta
ekspozicije kao i duzina ekspozicije, su razlozi razli¢itih rezultata medu studijama [185].
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5.2. Uloga kadmijuma i olova u karcinomu dojke, prostate i testisa

5.2.1. Uloga kadmijuma i olova u karcinomu dojke

Karcinom dojke, kao multifaktorska bolest, dovodi se u vezu sa brojnim faktorima rizika za
nastanak/progresiju, te i sa izlozeno$¢u toksi¢nim metalima iz Zivotne sredine sa 8 do 20% veéim
rizikom od nastanka karcinoma dojke [43,191,192]. Stoga je u ovoj studiji pracena distribucija Cd i Pb
u krvi, tumorskom i okolnom zdravom tkivu Zena sa karcinomom dojke, a uzev§i u obzir
metaloestrogeni potencijal Cd i Pb kao i sve viSe dokaza iz eksperimentalnih in vitro i in vivo studija,
kao i epidemioloskih, o znacajnoj ulozi hormona u etiologiji karcinoma dojke, u ovoj studiji je
ispitivana 1 povezanost karcinoma dojke sa hormonskim statusom indivudue. Potom, kako se medu
glavnim mehanizmima toksi¢nosti Cd i Pb izdvajaju nastanak oksidativnog stresa i naruSavanje
homeostaze bioelemenata, u studiji su praceni parametri oksidativnog statusa u krvi i distribucija
bioelemenata, Cu i Zn, u tri kompartmenta obolelih zena.

Rezultati ove studije jasno ukazuju da su godine starosti znacajan faktor rizika u predikciji karcinoma
dojke, potvrdujudi karakteristican obrazac povecane incidence karcinoma dojke sa godinama starosti
zena [89]. Potom, znacajno veéa vrednost ITM kod pacijentkinja u odnosu na zdrave je u saglasnosti sa
rezultatima drugih studija koje govore o povezanosti gojaznosti i karcinoma dojke [193]. Jedan od
novijih faktora rizika, prepoznat od strane IARC, koji se dovodi u vezu sa povecanom incidencom
obolevanja od karcinoma dojke je i konzumiranje alkoholnih pi¢a [46,194], medutim ova studija
konzumiranje alkoholnih pic¢a nije prepoznala kao znacajnu varijablu u predikciji karcinoma dojke s
obzirom da je oko 10% ispitanica kontrolne grupe konzumiralo alkoholna pic¢a. Iako se velina
karcinoma dojke javlja kod osoba koje nemaju pozitivhu porodi¢nu anamnezu, nekih 5 do 10% smatra
se hereditarnim i dovodi se u vezu sa mutacijom gena znacajnih u etiologiji ove bolesti [91-93].
Rezultat prikazane studije prati ovaj obrazac s obzirom da je kod 9,4% pacijentkinja prisutna pozitivna
porodi¢na anamneza, medutim, prevalenca pozitivne anamneze u kontrolnoj grupi iznosila je ¢ak 5,0%.
Dobijen rezultat ukazuje na vecu verovatnocu obolevanja ukoliko je bolest prisutna u najuzem krugu
srodnika ali ne iskljucuje mogucnost pojave karcinoma ukoliko bolest nije prisutna u porodici. Tako
rizik za nastanak BRCA 1/2 vezanog karcinoma dojke, kao dva najznacajnija gena Cije mutacije se
dovode u vezu sa povecanim rizikom obolevanja, kod Zena iznosi 45 do 87%, dok se sa druge strane
pretpostavlja da i 20-40% osoba sa karcinomom dojke bez pozitivne porodi¢ne anamneze u stvari
poseduje neku BRCA1/2 mutaciju [95].

Nivoi Cd 1 Pb u krvi pacijentkinja u skladu su sa koncentracijama toksi¢nih metala opSte neizlozene
populacije, kako u Srbiji tako i u svetu [5,70,75,195]. Rezultati ove studije nisu prepoznali pusacki
status znacajnom varijablom u predikciji karcinoma dojke. Sa tim u vezi, prosecne koncentracije Cd u
krvi se nisu razlikovale izmedu pacijentkinja i1 kontrolne grupe, kao ni izmedu Zena razliitog puSackog
statusa, iako je trend visih vrednosti primecen kod pusaca, $to se moze pripisati relativno malom broju
ispitanica nakon klasifikacije po puSackom statusu. Sa druge strane, iako razlika za koncentraciju Pb u
krvi nije utvrdena izmedu obolelih Zena i kontrolne grupe, nakon klasifikacije po puSackom statusu,
znacajno visa koncentracija Pb je pokazana u krvi pacijentkinja pozitivnog puSackog statusa u odnosu
na obolele nepusace (Tabela 9). Prema podacima IARC duvanski dim je klasifikovan u kategoriju
agenasa koji se dovodi u vezu na nastankom karcinoma dojke, sa ograni¢enim dokazima u humanim
studijama [46]. S obzirom da je biljka duvan poznati bioakumulator pre svega Cd, ali u manjem
procentu i Pb [196,197], kao i da je primarni izvor Cd i Pb za ops$tu populaciju, pored hrane, duvanski
dim, vise koncentracije Pb u krvi pacijentkinja pozitivnog pusackog statusa ove studije delimi¢no se
mogu pripisati pusenju [197,198].
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Da bi dobili jedinstven obrazac distribucije metala u tumorskom tkivu, a sa ciljem daljeg rasvetljavanja
potencijalne povezanosti Cd i Pb sa karcinomom dojke, oformljene su dve kontrole, interna, koju je
predstavljalo okolno tkivo iste dojke, i eksterna, sadinjena od zdravih Zena. Cak 3,5 puta visa
koncentracija Cd u tumorskom tkivu u odnosu na zdravo okolno tkivo iste dojke pokazana u ovoj
studiji nesumnjivo ukazuje na obrazac distribucije kao i potencijalnu bioakumulaciju Cd u tumorskom
tkivu. Potom, izmedu koncentracija Cd u tumorskom i okolnom zdravom tkivu ostvarena je znacajna
pozitivna korelacija a Cd je prepoznat i kao znacajna varijabla u predikciji karcinoma dojke (OR =
1,017). Suprotno kadmijumu, olovo je imalo drugaéiju distribuciju, znacajno niZza koncentracija Pb
pokazana je u tumorskom tkivu u odnosu na okolno zdravo tkivo iste dojke, a znacajna pozitivna
korelacija ostvarena je izmedu koncentracija Pb u krvi i tumorskom tkivu (p=0,315). Za sada nije
moguce objasniti korelacije ispitivanih metala izmedu krvi, zdravog i tumorskog tkiva i definisati
jedinstven obrazac distribucije u in vivo modelu upravo iz razloga postojanja individualnih
karakteristika organizma i prirode bolesti sa jedne strane, te razli¢itih toksikodinamskih profila metala
sa druge strane. Jedno od moguc¢ih objaSnjenja za uo¢enu distribuciju Cd i Pb izmedu ispitivanih
kompartmenata je sposobnost vezivanja metala za razliCite funkcionalne grupe biomolekula. Uzevsi u
obzir dostupne podatke eksperimentalnih studija koji ukazuju na metaloestrogen potencijal Cd i Pb
[40,42,50], kao i podatak da oko 90% ucesnica ove studije ima pozitivnu ekspresiju estrogen receptora,
znacajno viSe koncentracije Cd i Pb u tumorskom tkivu ER+ u odnosu na ER- ekspresiju karcinoma,
nesumnjivo ukazuju na sposobnost toksi¢nih metala da formiraju komplekse sa vezujuéim domenima
hormonskih receptora i ostvarivanju uloge metalohormona. Dobijeni rezultati ove studije u saglasnosti
su sa rezultatima novijih studija [52,199], a sli¢ni obrasci distribucije i bioakumulacija Cd u tumorskim
tkivima prikazani su i kod drugih endokrinih tumora. Tako su znacajno vise koncentracije Cd uocene
ne samo u tumorskim tkivima dojke [200-202], ve¢ i u tumorskim tkivima pankreasa [203], prostate
[204] i tiroidee [205]. Medutim, Sest od sedam studija koje su istrazivale nivoe toksi¢nih metala kod
osoba obolelih od karcinoma bubrega ukazale su na nize nivoe Cd u tumorskom u odnosu na zdravo
tkivo, verovatno usled nizeg sadrZaja metalotioneina u tumorskim ¢elijama, odnosno dilucije metala u
brzodele¢im ¢elijama karcinoma [206]. Sli¢éno kadmijumu, obrasci distribucije i potencijalna
bioakumulacija Pb u tumorskim tkivima jo$ uvek nisu decidno rasvetljeni, a dostupne studije prikazuju
razli¢ite raspodele Pb izmedu tumorskog i zdravog tkiva. Dok su rezultati ove studije ukazali na
znacajno niZzu koncentraciju Pb u tumorskom tkivu u odnosu na okolno zdravo tkivo unutar iste dojke,
u studiji Siddique i sar. [110] nije pokazana razlika izmedu koncentracija Pb u tumorskom i okolnom
zdravom tkivu, kao ni benignom tkivu. Takode, razlika nije pokazana ni u studiji Mohammadi i sar.
[51] ispitujuci Cetiri razlicita regiona tkiva dojke. Suprotno ovim rezultatima, rezultati pojedinih studija
ukazuju na vise koncentracije Pb u tumorskom tkivu dojke u odnosu na zdravo [52,207]. Moguce
objasnjenje za prikazane sheme distribucije Cd i Pb u tkivu dojke mozemo potraziti u jedinstvenoj
mikrosredini tumorskog tkiva koja rezultuje razli¢itim apsorpcijama Cd i Pb usled kompeticije izmedu
toksi¢nih metala za kanale i transportere za dvovalentne jone. Takode, razli¢ite vrednosti konstanti
disocijacije toksi¢nih metala za estrogene receptore, a koje su pokazane u in vitro modelima sa MCF-7
tumorskim cCelijama [208], kao i razliCite vrednosti estrogenog potencijala iskazani preko ECs
(efektivna koncentracija) [82], opravdavaju ovakve rezultate. Potom, potencijalna razlika u nivoima i
obrascima distribucije MT u tkivu dojke, te afinitetu vezivanja toksi¢nih metala za njih [209-211] ide u
prilog neuniformnoj raspodeli Cd i Pb. Na kraju, znacajna sekvestracija Cd i Pb iz tumorskih ¢elija kao
posledica izmene metabolizma i strukturnog integriteta malignog tkiva dojke opravdava ovakve
rezultate.

Na kompleksnost etiologije karcinoma dojke ukazuju i rezultati eksperimentalnih studija koji su polne
hormone, metabolite estrogena, deregulaciju i prekomernu ekspresiju nuklearnog ER (nER) i
membranskog ER (mER) prepoznali znacajnim u inicijaciji i progresiji bolesti [96,98,212-215], a
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toksi¢ne metale, s obzirom na metaloestrogen potencijal, odgovornim za indukciju, proliferaciju,
transkripciju i ekspresiju estrogen zavisnih gena [41-43,50]. Tako u in vitro studiji sa MCF-7 ¢elijama
Cd ostvaruje znacajno snizenje nivoa ER i ER mRNK ali i povecanje PR [50], dok u in vivo studiji sa
zenkama pacova promovise indukciju PR mRNA u tkivu dojke [216] ali i sniZzava koncentraciju
estradiola u krvi [217]. Potom, u in vitro studiji primena Pb znacajno stimuliSe proliferaciju MCF-7
¢elija dojke, koju antiestrogeni blokiraju, potvrdujuci sposobnost Pb da se vezuje za ER 1 ostvaruje
ulogu metalohormona. Takode, tretman Pb smanjuje nivo ERa i ERo mRNK, a poveéava ekspresiju
PR i PR mRNK [82]. U nasoj studiji, zna¢ajno vise koncentracije humanih gonadotropina (FSH i LH),
odnosno niza koncentracija estradiola, pratile su Zene obolele od karcinoma dojke. Koncentracije
polnih hormona (FSH, LH i estradiol) prepoznate su u ovom radu kao znacajne varijable u predikciji
karcinoma dojke, a znacajne pozitivne korelacije ostvarene su izmedu koncentracija Cd u tkivu
izmenjene strukture i oba humana gonadotropina, odnosno negativna izmedu koncentracije Cd u tkivu
izmenjene strukture i estradiola. Sa druge strane, negativna korelacija pokazana je i izmedu
koncentracije Pb u tkivu izmenjene strukture i testosterona. Prikazani rezultati ove studije u saglasnosti
su sa menopauzalnim statusom ucesnica studije, s obzirom da je preko 80% obolelih zena pripadalo
kategoriji postmenopauze. Naime, gubitak ovarijalne funkcije manifestuje se smanjenom sintezom
estradiola te posledi¢no aktivacijom hipofiza-hipotalamus ose. Kao krajnji rezultat povecava se sinteza
GnRH, odnosno povecava se sinteza humanih gonadotropina, FSH 1 LH. Sli¢no prikazanim rezultatima
ove studije, nizi nivo estradiola udruzen sa nizom vrednos¢u FEI indeksa primecen je u studiji Ali i sar.
[55]. Medutim, prikazani rezultati nase studije nisu u saglasnosti sa rezultatima The Endogenous
Hormones and Breast Cancer Collaborative Group koja je objedinila rezultate sedam prospektivnih
studija i ukazala na znaCajnu ulogu polnih hormona, pre svega estradiola, u nastanku/razvoju
karcinoma dojke [103]. Mozemo pretpostaviti da je razlog nize koncentracije estradiola u krvi
pacijentkinja posledica pre svega ubrzane razmene hormona izmedu krvi 1 tumorskog tkiva, odnosno
poveéanog preuzimanja estradiola iz cirkulacije od strane maligno izmenjenog tkiva [218]. Takode,
cirkadijalan ritam sekrecije hormona, kao i velika fluktuacija nivoa hormona iz dana u dan u toku
reproduktivnog perioda zena, su moguci razlozi dobijenih rezultata. Sa tim u vezi, uzorkovanje krvi u
jednom vremenu, a sa ciljem ekstrapolacije dobijenih rezultata na hormonski profil individue doveden
je u pitanje, uzevsi u obzir podatak o zna¢ajnom meduklasnom koeficijentu korelacije koji se za
estradiol kre¢e u rasponu od 0,38 za folikularnu fazu, odnosno 0,45 za lutealnu fazu [103,219].
Dodatno, postojanje znacajne razlike u godinama starosti ispitivanih kohorti ove studije, kao 1
nedovoljan broj ispitanica za postizanje dovoljne snage studije nakon klasifikacije po menopauzalnom
statusu, su ograniavajuce strane studije koje nam ne dozvoljavaju da jasno iznesemo zakljucak o
potvrdenoj ulozii Cd i Pb u naruSavanju homeostaze polnih hormona, i posledi¢no, u nastanku/razvoju
karcinoma dojke.

Uloga oksidativnog stresa u inicijaciji, promociji i progresiji karcinoma dojke [22], potvrdena u in vitro
kinetickoj studiji sa MCF-7 ¢elijskom kulturom kada je dokumentovana brza celijska smrt ukoliko se
kultura tretira supstancom za neutralisanje glutationa neposredno pre ekspozicije toksi¢nom metalu
[220], usmerila je jedan deo nasSeg istrazivanja ka rasvetljavanju uloge Cd i Pb u narusavanju
homeostaze oksidativnog statusa kod pacijentkinja sa karcinomom dojke, s obzirom da je oksidativni
stres jedan od vaznih mehanizma njihove toksi¢nosti [221-226], a ujedno je prepoznat kao znacajni
dogadaj koji se dovodi u vezu sa pojavom i razvojem karcinoma [22-25]. Na znacajnu ulogu
oksidativnog stresa u etiologiji karcinoma dojke ukazali su i rezultati prospektivne studije slucaja u
kojoj je visok nivo sulfhidrilnih grupa, koji imaju znacajnu ulogu u neutralisanju slobodnih radikala,
doveden u vezu sa smanjenim rizikom od nastanka karcinoma dojke [227]. Kako su reaktivne vrste
kiseonika kao 1 nastanak oksidativnog stresa posledica naruSene ravnoteze izmedu prooksidanasa i
antioksidanasa, vi§i TAS nivoi kod pacijentkinja ove studije ukazuju na povecanu antioksidativnu
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zatitu koja poku$ava da izbalansira naruienu homeostazu oksidativnog statusa. Sta vise, zna¢ajna
pozitivna korelacija ostvarena je izmedu koncentracije Cd u tkivu izmenjene strukture 1 TAS nivoa
(p=0,322), odnosno TAS je prepoznat znacajnom varijablom u predikciji karcinoma dojke. Takode,
znacajno visi AOPP nivoi kod pacijentkinja ove studije kao 1 pozitivna korelacija izmedu koncentracije
Cd u tkivu izmenjene strukture i AOPP nivoa, odnosno pozitivna korelacija izmedu koncentracije Pb u
tumorskom tkivu i IMA, dodatno potkrepljuju stav o ulozi oksidativnog stresa kod karcinoma dojke i
potencijalan doprinos Cd i Pb njemu. Prikazani rezultati nase studije u saglasnosti su sa rezultatima
drugih studija koji su kod pacijentkinja sa karcinomom dojke ukazali na naruSenu homeostazu
oksidativnog statusa, odnosno na izmenjene TAS i TOS nivoe [223,228,229], te redukovanu aktivnost
SOD i glutation reduktaze [228]. Sta vise, sniZena aktivnost katalaze sa porastom histologkog gradusa
karcinoma pokazana je i u samom tumorskom tkivu dojke [230]. Medutim, iako prikazani rezultati ove
studije potvrduju narusenu homeostazu oksidativnog statusa, ne moze se jasno doneti zakljucak da li je
ona uzrok ili posledica bolesti, odnosno da li su Cd i Pb direktno odgovorni.

U cilju objasnjenja eventualne ulogu Cd 1 Pb u pojavi 1 razvoju karcinoma dojke, usmerili smo
istrazivanje 1 ka njihovim interakcijama sa bioelementima, vaznim mehanizmom toksi¢nosti metala
[12], ali i usled interakcije pri apsorpciji, distribuciji i eliminaciji. lako su promene u koncentracijama
Cu i Zn u krvi primeéene kod razlicitih patologija [231], obrasci distribucije jo§ uvek nisu decidno
rasvetljeni. Dok su izvesne studije ukazale na nize koncentracije Cu i Zn [232], ili nisu ukazale na
znacajne promene nivoa Zn u krvi [233], Gupta i sar. [234] su prikazali vise koncentracije Cu, a nize
Zn u krvi Zena sa karcinomom dojke u odnosu na zdrave, dok je dijagnosticka sposobnost Cu/Zn
odnosa imala zavidno visoke vrednosti (senzitivnost 86% i specifinost 87%). Sta vise, u meta analizi
Feng i sar. [235] su prepoznali visoke koncentracije Cu, a niske Zn, kao znacajne parametre za
razlikovanje karcinoma dojke od benignih promena. U prikazanim rezultatima nase studije,
koncentracije Cu i Zn imale su trend viSih vrednosti u krvi i tumorskom tkivu u odnosu na okolno
zdravo tkivo pacijentkinja, dok je trend nizih vrednosti bio prisutan u benigno izmenjenim tkivima u
odnosu na okolno zdravo tkivo kontrolne grupe. Uocene distribucije bioelementa mogu se objasniti
potencijalno naruSenim integritetom morfoloSke strukture tkiva dojke usled maligne transformacije
koja rezultuje njihovim oslobadanjem u krv [234], ali i sposobnos$¢u Cd i Pb da kao dvovalentni joni
zamene Cu i Zn u raznim strukturnim i funkcionalnim biomolekulima [18,80,221,236]. Sa druge strane,
osim brojnih uloga u fizioloskim procesima [17], utvrdena je i znacajna uloga Cu i Zn u etiologiji
karcinoma [110,235,237,238]. Naime, oba bioelementa imaju klju¢nu ulogu kao kofaktori brojnih
enzima ucesnika gotovo svih faza karcinogeneze (inicijacija, promocija, progresija), kao i
proteina/enzima odgovornih u formiranju mikrosredine tumora poput vaskularnog adhezivnog proteina
1 kao i lizil oksidaze [237,238]. Takode, cink ima vaznu ulogu u normalnom funkcionisanju p53 gena,
a nedostatak cinka doveden je u vezu sa inaktivacijom 1 supresijom gena, ¢ine¢i ga nefunkcionalnim
[231]. Potom, dobro je poznata i Cinjenica da se nedostatak cinka dovodi u vezu sa nastankom
oksidativnog stresa, a posledi¢no i sa osteéenjem proteina, lipida i DNK [231]. Sta vise, oba
bioelementa su konstitutivne komponente brojnih enzima ucesnika antioksidativne zastite [20].
Prikazani rezultati nase studije saglasni su sa rezultatima drugih studija, ukazujuéi na karakteristicnu
distribuciju Cu i Zn usmerenu ka tumorskom tkivu. Tako su znacajno vise koncentracije Zn
[110,200,201,239] pokazane u tumorskim tkivima Zena obolelih od karcinoma dojke, dok je
kvantitativni biomonitoring (eng. quantitative bioimaging) sa slajdovima tumorskih tkiva dojke ukazao
na 4 puta vise koncentracije Cu i Zn u dobro prokrvljenim regionima ukazujuci na znacajnu ulogu Zn u
degradaciji matriksa od strane metaloproteinaza u fazi proliferacije karcinoma, kao i znacajnu ulogu
Cu, jednog od glavnih nutrijenata u procesu angiogeneze tumora [238]. Medutim, niza koncentracija
Zn [229], kao i razliCiti obrasci distribucije Cu, znacajno niza [201], odnosno viSe koncentracije
[200,229], dokumentovani u studijama sa malignim tkivima dojke, ukazuju da i histoloski gradus
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karcinoma kao i prisustvo same maligne bolesti, kroz biohemijske i metabolicke promene, dodatno
doprinose neuniformnoj distribuciji bioelemenata.
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5.2.2. Uloga kadmijuma i olova u karcinomu prostate

Godine starosti, etnicka pripadnost, genetska predispozicija, ishrana, pusenje kao i izloZenost toksi¢nim
metalima, pre svega Cd i Pb, iz Zivotne sredine, ili na radnom mestu, su poznati faktori rizika koji se
dovode u vezu sa povecanom incidencom nastanka karcinoma prostate, jednim od najucestalijih
maligniteta u populaciji starijih muskaraca. Karcinom prostate se obi¢no razvija sporo, a prostaticna
displazija moze godinama, pa i decenijama da bude prisutna pre klini¢ke manifestacije bolesti [101].
Prosecna starost ispitanika sa potvrdenom dijagnozom karcinoma prostate ove studije bila je znacajno
veca od kontrolne grupe Sto je u skladu sa Cinjenicom da je incidenca karcinoma prostate usko vezana
za godine starosti, sa pikom iznad 65 godina [89]. lako literaturni podaci povezuju gojaznost i
konzumiranje alkoholnih pi¢a sa veCom incidencom obolevanja, rezultati nase studije nisu prepoznali
ove dve varijable statisti¢ki znaajnim u predikciji karcinoma prostate. Sa druge strane, dobro je poznata
Cinjenica da duvanski dim sadrZi brojne toksi¢ne supstance, medu kojima Cd i Pb [240], kao i da
pusenje predstavlja veliki zdravstveni problem savremenog drustva. Pusenje, odnosno duvanski dim je
prema podacima IARC prepoznato kao humani karcinogen, a sa ograni¢enim dokazima u humanim
studijama dovodi se u vezu sa nastankom karcinoma prostate [46,241], medutim, dostupni rezultati
epidemioloskih studija su jo$ uvek nekonzistentni. Tako je nakon evaluacije podataka 14 kohortnih
studija pozitivna korelacija prepoznate kod devet [241]. Rezultati ove studije ukazali su na znacajnu
razliku izmedu ispitanika po pitanju puSackog statusa, medutim, prevalenca pozitivhog puSackog
statusa bila je u korist kontrolne grupe. Sa druge strane, pozitivna porodi¢na anamneza se dovodi u
vezu sa dva do tri puta povecanim rizikom od nastanka karcinoma prostate. Generalno, rizik raste sa
brojem najblizih srodnika obolelih od ove bolesti, a 0 znacaju nasledne komponente govori i podatak
da se pozitivna porodi¢na anamneza dovodi u vezu sa 40-50% vec¢om verovatnocom obolevanja [113]
Sto potvrduju i rezultati nase studije.

Prvi slucajevi koji su izloZzenost Cd povezali sa karcinomom prostate datiraju iz sredine XX veka kada
je zabeleZena veca incidenca letalnih ishoda od karcinoma prostate kod radnika zaposlenih u fabrici Ni-
Cd baterija, a krajem XX veka primeéena je i veca incidenca obolevanja od karcinoma prostate
stanovnistva iz podruéja sa ve¢im koncentracijama Cd u vodi, zemljiStu i hrani [41,63]. Kasnije je u in
vitro studijama pokazano da Cd izaziva maligne tranformacije epitelnih ¢elija humane prostate [242] te
da je karcinogeneza najverovatnije posledica negenotoksi¢énog mehanizma [243]. Od tada, sve vise
dokaza iz eksperimentalnih in vivo [62,63] i epidemioloskih studija dovodi Cd u vezu sa nastankom
karcinoma prostate, ali i dalje sa ograni¢enim dokazima iz humanih studija [46,58,62]. Uzevsi u obzir
podatak da je prosecna koncentracija Cd u krvi pacijenata bila znacajno visa od zdravih ispitanika, te
da je Cd prepoznat znacajnom varijablom u predikciji karcinoma prostate (OR=1,183), rezultati nase
studije podrzavaju implikaciju Cd u etiologiji karcinoma prostate. Sta vise, i nakon klasifikacije
ispitanika po puSackom statusu koncentracije Cd u krvi bile su zna¢ajno viSe kod pacijenata u odnosu
na kontrolnu grupu, istog ali i razli¢itog puSackog statusa. Dobijeni rezultati ove studije u saglasnosti
su sa rezultatima drugih studija u kojima su pacijenti oboleli od karcinoma prostate takode imali
znacajno vise koncentracije Cd u krvi od zdravih ispitanika [58,116,117]. Sa druge strane, sistematska
analiza koja je analizirala dostupne podatke za nivo Cd u zdravom tkivu prostate ukazala je na znacajno
snizenje koncentracije Cd od perioda sredine XX veka do danas, implicirana redukovanom
profesionalnom izlozenos¢u [244]. Medutim, dostupni podaci iz humanih studija i dalje ukazuju na
signifikantnu akumulaciju Cd u tumorskim tkivima prostate [204,245-247], kao i naSa studija, te na
znafajno viSe koncentracije Cd u tumorskom tkivu prostate u odnosu na zdravo tkivo
[58,62,63,116,248,249]. O uporedivosti dobijenih rezultata za koncentracije Cd u tumorskim tkivima
prostate tesko je polemisati jer su publikovani razliiti rezultati posledica razli¢itog dizajna studija,
kohorte pacijenata, mesta uzorkovanja tkiva i histoloskog gradusa tumora, te metodoloskih postupaka
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obrade i analiziranja uzoraka tkiva. Potom, pri analiziranju rezultata treba uzeti u obzir i period
latencije, od pocetka ekspozicije do pojave karcinoma, kao i ¢injenicu da Cd u tkivu moze reflektovati
akutnu ali i hroni¢nu ekspoziciju [63,249].

Prilikom procene toksi¢nog efekta Cd, potrebno je razmotriti i potencijalni uticaj istovremene
izlozenosti i drugim toksi¢nim supstancama, kao §to je olovo, jer je realni scenario da je ¢ovek izlozen
smesi toksi¢nih supstanci, a da toksi¢ni efekti smeSe mogu biti kvalitativno 1 kvantitativno drugaciji u
odnosu na pojedinaéne, zbog postojanja potencijalnih interakcija [250]. Tako je u in vivo studiji nakon
jednomesecne i.p. ekspozicije muzjaka pacova Pb u dozi od 0,05 mg/kg t.m. kao i smes$i Cd i Pb (0,025
mg Pb/kg t.m. i 0,025 mg Cd/kg t.m.) utvrdeno znacajno snizenje relativne mase prostate nakon oba
tretmana, medutim atrofija, stromalna fibroza, kalcifikacija 1 inflamacija prostate su uocene samo pri
aplikaciji smese. lako tumorske formacije u prostati pacova nisu bile uocljive, zamena epitela u korist
skvamoznog epitela ukazala je na progresivne prekancerogene promene nakon primene smese, isti¢uci
sinergizam Cd i Pb na smanjenu reproduktivnu funkciju pacova [120]. Poznato je da olovo narusava
reproduktivnu funkciju muskaraca [74], jer su naru$ena spermatogeneza, oligospermija, histohemijske i
hormonske abnormalnosti zapazene kod profesionalno izlozenih osoba [85,251,252], ali i kod
pacijenata leCenih od infertiliteta nepoznate etiologije [68,69]. Potom, studije ukazuju i da izloZenost
Pb povecéava rizik od nastanka karcinoma prostate [44], medutim zbog nekonzistentnosti dostupnih
rezultata iz epidemioloskih, te nedostatka dovoljno dokaza iz humanih studija IARC jo§ uvek ne
prepoznaje olovo kao uzro¢nika nastanka karcinoma prostate [46]. Nasa studija nije uspela da utvrdi
povezanost izmedu povisenih koncentracija Pb u krvi i karcinoma prostate, Sta viSe, prose¢na
koncentracija Pb u krvi pacijenata sa karcinomom prostate bila je znacajno niza od kontrolne grupe. U
potrazi za mogu¢im objaSnjenjem za ovakav rezultat, osvrnuli smo se na procenu ouvanosti bubrezne
funkcije nase grupe ispitanika, izrazenu preko serumskih koncentracija uree i kreatinina, s obzirom na
dobro poznat nefrotoksi¢an potencijal olova. Znacajno niza koncentracija kreatinina karakterisala je
pacijente sa karcinomom prostate, dok razlika nije pokazana za nivo uree. Uzevsi u obzir podatak da
koncentracija kreatinina u krvi reflektuje procenat misi¢éne mase organizma, i da se sa godinama
starosti ona gubi, niza vrednost kreatinina uo¢ena kod nase kohorte pacijenata je opravdana. Medutim,
nesenzitivnost uree i kreatinina u krvi za pocetna, odnosno blaga oSte¢enja bubrega za vrednosti eGFR
ispod 89 ml/min/1,73m® (eng. estimated glomerul filtration rate, eGFR), a na osnovu publikovanih
rezultata prospektivne population-based kohortne studije koja je ukazala na znacajno smanjenje brzine
glomerularne filtracije za vrednosti Pb u krvi iznad 2,9 pg/dL [253], mozemo pretpostaviti da je
potencijalno narusena funkcija bubrega zasluzna za dobijen rezultat. Dodatna moguca objasnjenja za
ovakav rezultat potrazili smo i kroz dva moguca scenarija povecane ekspozicije Pb, profesionalna
izlozenost 1 geografska distribucija prebivaliSta u€esnika studije. Detaljnim uvidom u ankete svih
ispitanika nismo pronasli podatak o profesionalnoj izloZenosti obolelih, a ni u kohorti kontrolne grupe.
Na taj nacin, profesionalna izloZenost kao razlog znacajne razlike u koncentraciji Pb u krvi ove dve
kohorte gubi na znacaju, medutim uvidom u geografsku distribuciju porekla/prebivaliSta pronalazimo
da je vecina pacijenata (>90%) pripadala okolini Beograda, a kontrolna grupa (>95%) Kosovsko-
mitrovackom regionu, bogatom izvoru rude olova. U periodu najvece proizvodnje i prerade Pb ruda,
emisija gasova, pre svega olova, bila je ¢ak 100x vec¢a od dozvoljene koli¢ine prema aktuelnim
Pravilnicima tog perioda, a kod stanovnika su zabelezene znaajno visoke koncentracije Pb u krvi
[254]. Uzevsi u obzir podatak da se koncentracija Pb u krvi smatra kljuénim parametrom za
dokazivanje skoraSnje ekspozicije, a da nivoi u krvi koji su izraz hroni¢ne ekspozicije mogu
zamaskirati ukupno telesno optereCenje organizma, zbog dugog poluvremena eliminacije i
bioakumulacije u organizmu, mogu da opravdavaju ovako dobijen rezultat. Dok razlika za nivo Pb u
krvi kod obolelih od karcinoma prostate nije pokazana ni u drugim studijama [255], izvesne studije su
istakle znacajno vise koncentracije Pb u krvi kod pacijenata sa karcinomom prostate u odnosu na
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zdrave ispitanike [83,117]. Potom, odredene studije nisu utvrdile ni razliku izmedu nivoa Pb u
tumorskim i zdravim tkivima prostate [256], ili je nivo Pb bio nizi u tumorskom nego u okolnom
zdravom tkivu [246]. Sta vise, retrospektivna NHANES studija (2003-2010) nije prepoznala
povezanost izmedu Pb i porasta PSA u Krvi, tumor markera specifi¢nog za tkivo prostate [257], te je
potvrda o0 znacajnoj ulozi Pb u hiperplaziji prostate izostala.

Visoka ekspresija enzima aromataza u epitelu karcinoma prostate, kao i pozitivan odgovor stem ¢elija
prostate na estrogene, ukazao je na znacajnu ulogu estrogen receptora u transformaciji stem celija
prostate u kancerogene [258]. Sposobnost Cd i Pb da aktiviraju ER, odnosno da blokiraju vezivanje
estrogena za ER i ostvarivanje tzv. mimikrije potvrdena u in vitro i in vivo studijama [40,41,61],
usmerila je naSe istrazivanje na rasvetljavanje uloge Cd i Pb na hormonski status pacijenata sa
karcinomom prostate. Rezultati nase studije, znacajno visa koncentracija FSH, odnosno niza estradiola,
ukazuju na narusenu homeostazu polnih hormona kod pacijenata sa karcinomom prostate, a pozitivna
korelacija izmedu koncentracije Cd u krvi i estradiola, takode utvrdena u naSoj studiji, dodatno
potvrduju ulogu Cd kao metalohormona. Znacajno niZe koncentracije estradiola, ali 1 slobodnog
testosterona, pokazane su i u studiji kod pacijenata sa karcinomom prostate u odnosu na pacijente sa
benignom hiperplazijom prostate [259], medutim, uloga polnih hormona kao znacajnih prediktora u
nastanku/razvoju karcinoma prostate jo§ uvek nisu razjasnjeni. Humane studije dodatno potvrduju
metaloestrogenu ulogu Cd i Pb determinisanu naru$enom homeostazom polnih hormona kod
musSkaraca sSmanjene reproduktivne sposobnosti (smanjen broj spermatozoida, povecan broj
abnormlanih formi, smanjena pokretljivost) [131,260-263]. Tako je cross-sectional studija sa
muskarcima koji nisu profesionalno izlozeni Cd istakla da je povecanje Cd u krvi udruzeno sa
povecanjem koncentracija FSH, estradiola i testosterona [68], odnosno ukazala je na pozitivnu
korelaciju izmedu koncentracije Pb u krvi i poveéanih nivoa estradiola i testosterona, odnosno snizenog
prolaktina, te sinergizam Cd i Pb na povecan nivo testosterona [69].

Novije studije ukazuju i na znacajnu ulogu androgena, pre svega testosterona, u generisanju
oksidativnog stresa, a oStecenje transkripcionih faktora, oSteCenje DNK, mutacija mitohondrijalne
DNK kao i aktivacija gena odgovornih za apoptozu [25,264], nastali usled naruSene homeostaze
oksidativnog statusa, prepoznati su klju¢nim komponentama viSestepenog procesa koji se nalazi u
osnovi nastanka hormon zavisnih karcinoma [116]. Tako je u in vitro modelu sa LNCaP ¢elijama
pokazana AR indukovana produkcija slobodnih radikala usko povezana sa povec¢anim nivoom JunD
proteina, proteina koji pripada familiji transkripcionih faktora, inhibitora proliferacije celija i
promotora diferencijacije ¢elija [264] dok je poveéana ekspresija proinflamatornih citokina u prostati
pacova, odgovornih za produkciju slobodnih radikala kiseonika, potvrdena nakon hroni¢ne
administracije DHT i estradiola [25]. O narusenoj homeostazi oksidativnog statusa govore i rezultati
nase studije reprezentovani snizenom vredno$¢u TAS nivoa kod pacijenata sa karcinomom prostate, a
kao posledica povecane produkcije slobodnih radikala, odnosno usled aktivacije kompenzatornih
mehanizama da ocuvaju stanje ravnoteze, medutim stitisticki znacajne korelacije izmedu Cd/Pb i
ispitivanih parametara oksidativnog statusa nisu prepoznate. Povecana produkcija MDA, odnosno nizi
nivoi glutationa pokazani su u studiji Guzel i sar. [116] kod pacijenata sa karcinomom prostate u
odnosu na zdrave ispitanike, a naruSena homeostaza oksidativnog statusa potvrdena je i u studiji sa
muskarcima smanjene reproduktivne sposobnosti (infertilitet nepoznate etiologije) koju su pratile
znacajno viSe serumske TOS, a nize TAS vrednosti, u odnosu na ispitanike o€uvane reproduktivne
sposobnosti [265]. Potom, izvesne studije ukazale su i na znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu Pb u
krvi i TBARS produkata, odnosno negativnu izmedu Pb u krvi i glutationa kod pacijenata sa
karcinomom prostate u odnosu na zdrave ispitanike [83], kao i na pozitivnu korelaciju Cd/Pb sa MDA,
odnosno negativnu sa SOD kod pacijenata sa BHP [266]. Dodatno, rezultati humanih studija takode su
potvrdili generisanje oksidativnog stresa u tkivu prostate, izraZeni viSim MDA nivoima, odnosno niZzom
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koncentracijom glutationa kod pacijenata sa karcinomom prostate [116], dok je znacajno nizi TAS,
odnosno visi TOS nivo pokazan i u uzorcima seminalne teCnosti muSkaraca narusene reproduktivne
sposobnosti [265].

Znacajna uloga Zn u patogenezi reproduktivne toksi¢nosti prepoznata je krajem XX veka kada je grupa
autora Waalkes i sar. [30,32,63] u eksperimentalnom modelu sa Wistar pacovima prevenirala Cd
indukovan karcinom testisa, ali stimulisala razvoj karcinoma prostate, s.c. tretmanom visoke doze Zn.
Uloga Zn u inhibiciji rasta tumorskih ¢elijskih linija pokazana je i u in vitro modelu sa androgen
zavisnim (LNCaP) i androgen nezavisnim (PC-3) ¢elijama karcinoma prostate aktiviranjem apoptoze,
korelirana akumulacijom Zn u ¢elijama [267,268]. Reproduktivni organi muskaraca za svoje normalno
funkcionisanje zahtevaju snabdevanje dovoljnim koli¢inama bioelemenata putem krvi [17,269],
smanjena koncentracija Zn ¢esto se dovodi u vezu sa redukovanom sintezom testosterona i smanjenom
transformacijom testosterona u DHT [17], medutim studije koje su ispitivale nivoe Cu i Zn u krvi
pacijenata sa karcinomom prostate iznele su razliite zakljucke. Rezultati naSe studije utvrdili su
znacajno viSe koncentracije Cu u krvi pacijenata sa karcinomom prostate u odnosu na zdrave
ispitanike, dok razlika nije pokazana za nivo Zn. Dodatno, koncentracija Cu u Krvi je prepoznata
znacajnom varijablom u predikciji karcinoma prostate (OR=1,25). Znacajno vise koncentracije Cu u
krvi, bez razlike u koncentracijama Zn pokazane su i u drugim studijama [255,270], medutim, izvesne
studije dokumentovale su 1 zna€ajno niZze koncentracije Zn u krvi pacijenata sa karcinomom prostate,
bez promene u koncentraciji Cu [117], kao i znacajno niZe koncentracije i Cu i Zn u krvi [83]. Bakar i
cink su strukturne komponente brojnih enzima 1 proteina, cink ima 1 vaznu antikancerogenu ulogu koju
ostvaruje stabilizacijom molekula DNK, RNK i ribozoma, ucestvuje u proliferaciji i diferencijaciji
¢elija [17,270] s obzirom da je kofaktor i enzima koji ucestvuju u sintezi i popravci ostecenja DNK i
RNK [21], te se naruSavanje homeostaze bioclemenata dovodi u vezu sa disfunkcijom mnogih
metabolickih puteva, izmenom intra i intercelijske signalizacije, apoptozom, rezultuju¢i raznim
poremecajima u organizmu kao i nastankom karcinoma [74,271]. Potom, povecana produkcija
slobodnih radikala kiseonika, te oksidativna oSte¢enja proteina i molekula DNK izazvana viS$im
intracelularnim nivoima bakra, mogu da dovedu do ¢elijskih oStecenja i nastanka karcinoma [271,272].
Uzevsi u obzir sposobnost interakcija Cd i Pb sa bioelementima, a u cilju dodatnog rasvetljavanja
njihove uloge u razvoju karcinoma prostate, deo istrazivanja usmerili Smo i na ispitivanje potencijalnih
korelacija izmedu koncentracije Cd i Pb u tumorskom tkivu prostate i ispitivanog profila bioelemenata.
Iako obrasci distribucije bioelemenata jo$ uvek nisu decidno rasvetljeni, rezultati nase studije utvrdili
su znacajne korelacije izmedu koncentracija Cd 1 Pb 1 oba bioelementa. Naime, Cd 1 Pb u krvi su bili u
negativnoj korelaciji sa koncentracijom Cu u tumorskom tkivu, dok je Cd u krvi bio i u pozitivnoj
korelaciji sa koncentracijom Zn u tumorskom tkivu. Medutim, zbog nemogucénosti uzorkovanja
paralelnog zdravog tkiva nase kohorte pacijenata i izostanka interne kontrole za tkivo prostate,
ostajemo uskraceni za uvid u distribuciju Cu i Zn izmedu zdravog i tumorskog tkiva, te rasvetljavanju
potencijalnog obrasca njihove raspodele. Znacajno viSe koncentracije Cu (46%) utvrdene su u
tumorskim tkivima razli¢itih organa, u odnosu na zdrava tkiva, dok razlika nije pokazana za nivoe Zn
[271]. Tako su karakteristike karcinoma prostate nizi nivoi Zn u tkivu [246], odnosno izostanak
distribucije Zn zbog smanjene intracelularne akumulacije (smanjena ekspresija ZIP 1 proteina i ZIP 3
transportera) [17,268], studije koje su ispitivale nivoe bioelemenata u tumorskim tkivima prostate,
dobile su razli¢ita zapazanja, poput znacajno nizih koncentracija Zn u tumorskim tkivima prostate u
odnosu na zdrava tkiva, ukazujuci na potencijalni antagonizam izmedu Cd/Pb i Zn [248,249,256],
odnosno visih koncentracija Zn u tumorskim tkivima prostate u odnosu na okolna zdrava tkiva [246],
kao i u odnosu na benigna tkiva prostate [204]. Potom, studije ukazuju i na vise koncentracije Cu u
tumorskim tkivima u odnosu na zdrava [256] i benigna tkiva prostate [204]. Takode, postoje podaci
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koji ukazuju i na znacajno nize koncentracije Zn, a vise Cu u kosi i noktima pacijenata sa karcinomom
prostate [273].

Dobijeni razli¢iti obrasci distribucije Cu i Zn prikazanih studija u krvi i tkivima prostate nesumnjivo
ukazuju na postajanje potencijalnih interakcija, na nivou apsorpcije, distribucije i1 eliminacije, kako
medusobnim (cink je prepoznat kao antagonista bakra), tako i interakcijama sa Cd i Pb. Razli¢it dizajn
studija, heterogenost populacionih grupa, mesto uzorkovanja tumorskih/zdravih tkiva (razli¢ita
raspodela Zn izmedu lateralnog i antralnog lobusa prostate pokazana je u studijama [204]), metodoloski
postupci obrade i analiziranje tkiva, su dodatni razlozi dobijenih razli¢itih shema raspodela
bioelemenata, i odgovorni su za izostanak jedinstvenog obrasca distribucije. lako su rezultati
epidemioloskih studija raznoliki, eksperimentalne in vitro i in vivo jasno ukazuju na antikancerogenu
ulogu Zn u tkivu prostate, a zbog nemogucnosti tumorskog tkiva prostate da akumulira Zn usled
smanjene ekspresije transportera, koncentracije ovog bioelementa u tumorskom tkivu i pri
suplementaciji su nize [268].
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5.2.3. Uloga kadmijuma i olova u karcinomu testisa

Karcinomi testisa se nalaze na prvom mestu maligniteta kod mladih osoba u populaciji muskaraca [89]
sa incidencom obolevanja koja se udvostucila u poslednjih 40 godina [123]. Faktori rizika koji se
dovode u vezu sa poveéanom incidencom pojave/razvoja bolesti su genetika i hormonski status, a
novije studije ukazuju i na znacajnu ulogu toksi¢nih supstanci usled profesionalne izlozenosti, ali i iz
zivotne sredine, medutim obrasci njihove povezanosti jo§ uvek nisu jasno definisani [123]. Rezultati
ove studije potvrduju pravilo distribucije bolesti kod mladih muskaraca. Sta viSe, godine starosti su
prepoznate i kao znacCajan prediktor za predvidanje bolesti (OR=0,94), dok dobijena vrednost
Negelkerke indeksa ukazuje da se prediktoru godine starosti moze pripisati oko 10,2% verovatnoce za
pojavu karcinoma testisa. Rezultati nase studije prepoznali su i genetsku predispoziciju znacajnim
faktorom, uzevsi u obzir podatak da je kod 9,6% obolelih osoba bolest bila prisutna u najblizem krugu
srodnika. Kako smo 1 istakli prethodno, pozitivha porodicna anamneza najblizih srodnika nosi sa
sobom 4-10 puta ve¢i rizik za pojavu bolesti.

Narusena reproduktivna sposobnost muskaraca se dovodi u vezu i sa toksi¢nim metalima, Cd i Pb, koji
su prepoznati od strane SZO kao supstance koje izazivaju veliku zabrinutost po zdravlje ljudi [2,185],
medutim dostupne studije koje njihovu izloZenost povezuju sa reproduktivnom toksi¢noséu pre svega
su vezane za profesionalnu izloZenost [123,274-276], a daleko rede za Zivotnu sredinu. Dodatno, za
razliku od brojnih eksperimentalnih in vivo modela koji su prepoznali karcinogeni potencijal Cd i Pb na
tkivo testisa, broj humanih studija je ogranicen, upravo iz razloga veome niske incidence karcinoma
testisa u populaciji muskaraca. Potom, pri evaluaciji podataka za nivo toksi¢nih metala koristi se krv ili
urin, kao dva najces¢e koriS¢ena materijala u biomonitoringu, a koja reflektuju aktuelnu ekspoziciju
(krv), odnosno telesno opterec¢enje (urin), medutim uzorak tkiva kao najreprezentativniji bioloski
materijal koji daje najbolji uvid o ulozi Cd i Pb u karcinomu, pre svega zdravo i tumorsko tkivo, se
veoma retko koriste. Rezultati nase studije istakli su znacajno vise koncentracije Cd u krvi, odnosno
nize Pb, kod pacijenata sa karcinomom testisa u odnosu na zdrave ispitanike. Sta vise, Cd je prepoznat i
znacajnim parametrom u predikciji karcinoma testisa (OR=1,980). Prose¢ne koncentracije Cd 1 Pb u
tumorskom tkivu nisu se znacajno razlikovale od koncentracija u okolnom zdravom tkivu iako rezultati
eksperimentalnih studija jasno ukazuju da Cd ima sposobnost oSte¢enja i prolaska krv-testis barijere
[277], a potvrdu pronalazimo i u humanim studijama koje su ukazale na znac¢ajnu akumulaciju Cd, ali i
Pb u tkivu testisa [278]. Visa koncentracija Cd u krvi, a niza Pb, ukazuju na njihovu potencijalnu
interakciju pri toksikokinetickim procesima kao i moguéu kompeticiju za transportere dvovalentih jona.
Takode, za razliku od krvi gde su poluvremena eliminacije Cd 1 Pb poznata, pri evaluaciji dobijenih
rezultata za koncentracije u tkivima treba uzeti u obzir i period latencije, kao 1 ¢injenicu da
koncentracije u tkivima ukazuju na akutnu, ali i na hroni¢nu ekspoziciju. Uzevsi u obzir podatak da je
nasa kontrolna grupa bila starija od pacijenata, a sa tim u vezi i duZi vremenski period izloZena Pb u
zivotnoj sredini, dobijen rezultat je opravdan, medutim potencijalna povezanost izmedu koncentracije
Pb u krvi i karcinoma testisa nije pokazana. Znacajno vise koncentracije Cd i Pb u krvi muskaraca sa
karcinomom testisa koji nisu profesionalno izloZeni toksi¢nim metalima u odnosu na zdrave ispitanike
pokazane su u studiji Kaba i sar. [279], dok su pacijente obolele od germ cell karcinoma testisa u
studiji Tariba Lovakovié i sar. [280] pratile samo vise koncentracija Pb u odnosu na kontrolnu grupu.

Uoceni obrasci distribucije Cd i1 Pb u tri kompartmenta ispitanika ove studije nesumnjivo idu u prilog
njihovoj prepoznatoj znacajnoj ulozi u etiologiji karcinoma i daju jasniju sliku o njihovom
toksikoloskom profilu kod obolelih od karcinoma testisa. lako su glavni mehanizmi toksi¢nosti Cd 1 Pb
zajednicki, efekti koji se nalaze u osnovi njihove reproduktivne toksinosti se ipak i razlikuju.
Povecana akumulacija Cd i Pb u tkivu testisa pokazana je u nasem eksperimentalnom modelu
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(Poglavlje 4.1.1.), a rezultati eksperimentalnih studija istakli su da osim narusavanja krv-testis barijere,
oSte¢enje seminiferoznih tubula i Sertoli-jevih ¢elija testisa su dozno zavisni efekti reproduktivne
toksi¢nosti Cd [127,185,186,277,281]. Sa druge strane, oSteCenje seminiferoznih tubula sa potpunim
odsustvom spermatogeneze, hipocelularnost germinativnog epitela sa aktiviranom apoptozom i
direktno ostecenje Leydig-ovih Celija su prepoznati efekti repoduktivne toksi¢nosti Pb [127,282-284].

Kadmijum i olovo su poznati endokrini ometaci koji narusavaju normalnu sintezu hormona i/ili njihovu
funkciju. Rezultati cross-sectional studija sa profesionalno izlozenim radnicima Cd ukazali su na
znacajno nize koncentracije humanih gonadotropina i na pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije Cd
I FSH u krvi [285], odnosno sa muskarcima koji nisu profesionalno izlozeni Cd i Pb istakla je da su
smanjenje relativne mase testisa, porast koncentracija estradiola, FSH i testosterona u krvi znacajno
korelirali sa porastom koncentracija Cd u krvi, ali ne i Pb [68]. Potom, evaluacija podataka NHANES
studije ukazala je na jasnu korelaciju izmedu koncentracija Cd/Pb i SHBG, te Pb i testosterona [263].
Jedan od glavnih faktora rizika koji se dovodi u vezu sa nastankom karcinoma testisa je hormonski
status individue, a kako su brojne studije potvrdile endokrinu ulogu Cd i Pb, deo istraZzivanja smo
usmerili na ispitivanje hormonskog statusa, kao i na rasvetljavanju eventualne uloge metalohormona
Cd i1 Pb na hormonski status pacijenata sa karcinomom testisa. Znac¢ajno nize koncentracije estradiola 1
testosterona uoc¢ene kod pacijenata sa karcinomom testisa naSe studije ukazuju na narusenu homeostazu
polnih hormona, a dodatnu potvrdu dobili smo primenom regresione analize koja je FSH prepoznala
znaCajnim prediktorom karcinoma testisa (OR=1,04). Moze se pretpostaviti da je nedovoljan broj
ispitanika bio limitirajuca strana nase studije koja nije uspela da prepozna znacajnu razliku izmedu
koncentracija humanih gonadotropina, te da je regresiona analiza uspela da je prevazide i dodatno
potvrdi disbalans polnih hormona kod pacijenata sa karcinomom testisa. Sa druge strane, nasa studija
nije uspela da utvrdi direktnu ukljuc¢enost Cd i Pb u narusenu homeostazu polnih hormona, s obzirom
da nije bilo znacajnih korelacija izmedu koncentracija Cd i Pb 1 ispitivanih hormona. Suprotno nasim
rezultatima, pacijente sa germ cell karcinomom testisa pratile su znacajno viSe koncentracije FSH,
odnosno nize LH, bez promena u nivoima estradiola i testosterona u odnosu na zdrave ispitanike u
studiji Petersen i sar. [286]. Dok se vecina studija koje ispituju reproduktivnu toksi¢nost Cd i Pb, a koja
se dovodi u vezu sa infertilitetom muskaraca, oslanja na smanjen broj, narusenu morfologiju i funkciju
spermatozoida [68,69,131,260,262,287-291], mali je broj studija koje dovode u vezu narusenu
homeostazu polnih hormona sa karcinomom testisa [286]. Tako je u studiji sa radnicima koji su
profesionalno izlozeni Pb pokazan smanjen broj 1 pokretljivost, a pove¢an udeo abnormalnih formi
spermatozoida, koji je pratio i visi nivo estradiola u serumu, medutim nivoi FSH, LH, prolaktina 1
testosterona su bili u granicama referentnih vrednosti za odabranu populacionu grupu ispitanika [131].
Sa druge strane, pozitivna korelacija pokazana je izmedu koncentracije Pb u krvi sa smanjenim brojem,
izmenjenom morfologijom i funkcijom spermatozoida, vis§im koncentracijama estradiola i testosterona,
a nizom prolaktina, kod muSkaraca koji nisu profesionalno izloZeni Cd 1 Pb, isticu¢i sinergizam Cd i Pb
na povecéan nivo testosterona u krvi [69].

Za razliku od nekonzistentnosti prikazanih rezultata humanih studija, eksperimentalne studije potvrduju
Znacajan endokrini potencijal Cd i Pb, i ojacavaju njihov doprinos naruSenoj homeostazi polnih
hormona [47,127,185,190,277,281,292-295]. Tako je dozno zavisna smanjena sekrecija testosterona
pokazana u in vitro modelu sa kulturom ¢elija izolovanih iz pacova [296], a znacajno niza aktivnost 33
i 17B-hidroksisteroid dehidrogenaze (173-HSD) u kulturi ¢elija testisa [297]. Takode, rezultati nase
studije ukazali su na nizu koncentraciju testosterona u krvi pacova nakon akutne oralne izloZenosti Cd,
sa izrazenijim efektom redukcije pri primeni vece doze Cd.

Utemeljeno saznanje o znacajnoj ulozi oksidativnog stresa u raznim patoloSkim stanjima dobilo je
potvrdu i u na$oj studiji. Znacajno niza PAB vrednost uocena kod pacijenata sa karcinomom testisa,
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reprezentovana kroz odnos svih oksidanasa i antioksidanasa, ukazuje na povecanu produkciju
slobodnih radikala sa jedne strane, odnosno poveéanu potro$nju antioksidanasa sa druge strane. Sta
viSe, PAB je prepoznat i znac¢ajnim parametrom u predvidanju karcinoma testisa (OR=0,98). Takode,
obolele od karcinoma testisa karakterisao je trend nizih TAS vrednosti koji dodatno ukazuje 0
smanjenoj antioksidativnoj zastiti ove populacione grupe, a visoka frekvenca IMA pozitivnih rezultata
(84,6%) u kohorti pacijenata ukazuju da su stanja hipoksije i oksidativnog stresa znacajno izmenila
strukturu njegovog N-terminalnog regiona i time dodatno opravdala dobijen rezultat. Visoka IMA
vrednost pokazana je u kod drugih vrsta karcinoma, ukazuju¢i na znacajnu senzitivnost ovog parametra
(>80%) kao sekundarnog biomarkera pri postavljanju dijagnoze karcinoma [298]. Potom, korelaciona
analiza je prepoznala znac¢ajnu pozitivnu korelaciju izmedu TOS i koncentracije Cd u tumorskom tkivu
pacijenata, kao i OSI indeksa, i time ukazala na znacajan doprinos Cd oksidativnom stresu. NaruSena
homeostaza oksidativnog statusa, izrazena kroz znacajno visu aktivnost Cu-ZnSOD u serumu, odnosno
nizi nivo glutationa, u odnosu na zdrave ispitanike, pokazana je kod pacijenata sa karcinomom testisa u
studiji Tariba Lovakovic i sar. [280].

Prva saznanja o protektivnoj ulozi Zn na oStecenje tkiva testisa uzrokovano Cd, kada je s.c. primena
cinka neposredno pre, istovremeno ili 19h nakon aplikacije Cd u potpunosti zastitala tkivo testisa [64],
kao i da deficit cinka stimuli$e progresiju proliferativnih lezija [30,32,63], usmerili su nase istrazivanje
i na ispitavanje profila Zn u tri kompartmenta pacijenata sa karcinomom testisa. Potom, kako se
poveéane koncentracije bakra dovode u vezu sa izvesnim vrstama karcinoma, s obzirom da je bakar
esencijalan kofaktor u procesu angiogeneze tumora, u studiji smo pokusali da objasnimo i1 njegovu
uloga kod karcinoma testisa. Prethodne in vivo studije nakon akutne oralne i i.p. ekspozicije Cd (30
mg/kg i 1,5 mg/kg) ukazale su na znacajno nize koncentracije Cu u tkivu testisa Swiss miSeva [186], a
znacajno redukovanje nivoa Cu u tkivu testisa pokazano je i u nasem eksperimentalnom modelu nakon
akutne oralne izlozenosti pacova dvema razli¢itim dozama Cd.

Rezultati nase studije ukazali su na znacajno nize koncentracije Cu u krvi pacijenata, dok razlika nije
bila statisti¢ki znacajna za nivo Zn, u odnosu na kontrolnu grupu. Sta vise, Cu je prepoznat i zna¢ajnim
parametrom za predvidanje karcinoma testisa (OR=0,75). Potom, cink je imao karakteristican obrazac
distribucije 1izmedu tumorskog i1 okolnog zdravog tkiva testisa, koji je iSao u prilog tumorskog tkiva,
dok redistribucija Cu unutar ispitivanih tkiva testisa nije uofena u ovoj studiji. Suprotno naSim
rezultatima znacajno vise koncentracije Cu u tumorskim tkivima u odnosu na zdrava tkiva, pokazane u
studiji sa malignitetima viSe organa, dok razlika nije pokazana za nivoe Zn [271]. Potom, u studiji sa
pacijentima obolelim od germ cell karcinoma testisa pokazana je znacajno visa koncentracija Cu u krvi,
a niZza Zn, u odnosu na zdrave ispitanike [279], dok su ispitanike obolele od karcinoma testisa u studiji
Tariba Lovakovi¢ i sar. [280] pratile vise koncentracije i Cu i Zn u krvi.

Uzevsi u obzir da su interakcije toksi¢nih metala sa bioelementima jedan od vaznih mehanizama
toksi¢nosti metala [12] i da se toksi¢ni metali upli¢u u kinetiku bioelemenata, korelacije prepoznate u
nasoj studiji izmedu Cd/Pb 1 bioelemenata su ih potvrdile. Medutim, iako su promene u
koncentracijama Cu i Zn potvrdene kod razlicitih patologija i u razli¢itim bioloskim materijalima [231],
Sto potvrduju i rezultati nase studije, jedinstveni obrasci distribucije jo$ uvek nisu utemeljeni.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata ispitivanja u sklopu doktorske disertacije, mogu se izneti sledeéi zakljucci:

e Akutna oralna ekspozicija Cd i/ili Pb Wistar pacova ispoljava toksi¢an efekat na krv i
krvotvorne organe, jetru i bubrege sa izrazenijim efektom nakon primene smese.

e Akutna oralna ekspozicija Cd i/ili Pb Wistar pacova dovela je do narusene homeostaze
testosterona i redistribucije Cu i Zn u prostati i testisima potvrduju¢i sposobnost Cd i Pb da
prolaze krv-testis barijeru.

e Oksidativno ostec¢enje proteina i lipida kao i znacajno snizen antioksidativan potencijal krvi,
jetre i bubrega Wistar pacova potvrdeni su nakon svih tretmana akutne izloZenosti Cd i/ili Pb.

e Case control studija sa pacijentkinjama obolelim od karcinoma dojke ukazala je na znacajno
vise koncentracije Cd, odnosno nize Pb u tumorskom u odnosu na okolno zdravo tkivo iste
dojke. Znacajan odds ratio pokazan je za Cd u tkivu izmenjene strukture (1,02). Znacajno vise
koncentracije Cd 1 Pb potvrdene u tumorskom tkivu ER+ u odnosu na ER negativan karcinom
dojke svedoce o metaloestrogenom potencijalu oba metala, odnosno o njihovoj sposobnosti
vezivanja za ER. O znacajnoj ulozi polnih hormona kod pacijentkinja sa karcinomom dojke
svedoce 1 znacCajno viSe koncentracije humanih gonadotropina, kao i nize estradiola koje su
potvrdene u ovoj studiji. Oksidativno oStecenje proteina i poviSen antioksidativni potencijal krvi
pacijentkinja ukazao je na znacajnu ulogu oksidativnog stresa kod obolelih od karcinoma dojke.
Redistribucija bioelemenata, u prilog tumorskog tkiva dojke, potvrdena je u ovoj studiji.

e Case control studija sa pacijentima obolelim od karcinoma prostate ukazala je na znacajno vise
koncentracije Cd u krvi kao i na akumulaciju Cd i Pb u tumorskom tkivu prostate. Znacajan
odds ratio za Cd u krvi iznosio je 1,18. Pacijente sa karcinomom prostate karakterisale su vise
koncentracije FSH, odnosno nize estradiola. Znac¢ajno visa koncentracija Cu, kao i ve¢i Cu/Zn
odnos u krvi pratili su pacijente sa karcinomom prostate, a Cu je prepoznat i kao znacajan
parametar u predikciji karcinoma prostate (OR=1,25).

e Case control studija sa pacijentima obolelim od karcinoma testisa ukazala je na znacajno vise
koncentracije Cd u krvi kao i na akumulaciju Cd i Pb u tumorskom tkivu testisa. Znacajan odds
ratio za Cd u krvi iznosio je 1,98, dok dijagnosticki zna¢aj Pb u predikciji karcinoma testisa nije
prepoznat u ovoj studiji. Pacijente sa karcinomom testisa karakterisale su znacajno nize
koncentracije estradiola 1 testosterona. Oksidativno oSte¢enje albumina kao 1 nizi oksidativni
status krvi ukazao je na znacajnu ulogu oksidativnog stresa kod obolelih od karcinoma testisa.
Niza koncentracija Cu, kao 1 nizi Cu/Zn odnos u krvi karakterisali su pacijente sa karcinomom
testisa, a znacajan odds ratio za Cu u krvi oznosio je 0,75. Uprkos izostanku znacajne razlike u
nivou Zn u Krvi, studija je ukazala na distribuciju Zn ka tumorskom tkivu testisa.

Rezultati sprovedene studije doprinose boljem sagledavanju uloge Cd i Pb u etiologiji karcinoma dojke,
prostate i testisa kao i razjasnjavanju mehanizama toksicnog dejstva u ispitivanim organima. Narusena
homeostaza oksidativnog statusa, redistribucija bioelemenata kao i promena nivoa polnih hormona,
vazni mehanizmi toksic¢nosti koji se nalaze u osnovi toksi¢nih efekata Cd i Pb, potvrdeni su kod sva tri
hormon zavisna karcinoma ove studije.
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IZJAVE

Prilog 1.

HudopMmauuje o nauujeHTy
Bp_wcmopufe forecnu
Wughpa
Hme n npeznme Crapoct Bucuna Temmna |
MpodecHjaranamana | |
[Mpetneannmre | |
OcTane aHjarnose
[MoznTHERA NOpoHYHA OHe 0[O

AHAMHEZA

Jujarnoza B CpoaCTBO

Conujaino-enud eMuonomKn crmamyc
Hugo MMocao Menonayia Konzymupane ankoxona? [ [a [0 He
ofpazosama CTaTye Konnunna
o — oBan kyhe oflpe Vuectanoct (y nocnenme 2 roguse)_
oOcuosna wkona | olleniwja ollepu Bpcra
ﬁpemﬁa LIKOA nﬂma.::cm ollect Nymeme? OHe [ Jla
aKyrer o Ky Epoj umrapera nuerno
Bpoj rogssa mymensa

Mujera?

Jla nu ce nanmjenTt

npuapxasa oapeljene aujere? U Aa LHe

Axo je ogroeop JlA, yepatko

omHumTe!
Hughopmauuje o mepanuju

[Manujent kopucth cnefehe Jexose/xopMone/IHjeTeTcke CVILIEMENTE! |

Mex

| Pesscum dozupawa |

Hughopmanuje o dodamuiem mecm osumMa/ npoyed ypama

1. Buoncuja? l.oda o He o Huje noznaTo

2. EcTpaanoa peuentop 2. o [MoauTHean o HeraTusan o Huje oapelinean

3. llporecTepon peuenTop 3. o [MoauTHean o HeraTusan o Huje oapelinean

4. Xep-2 4. o [Moaurusan o Heratusan o Menujana

5. Kn-67 5. o [MoauTHean o HeraTusan o Menujana

6. THM kaacnduxanmja 6.o0T 1 2 3 4
7.o0H HO H1 H2 H3
8.oM MO M1

JAHIJATHO3A

124




Prilog 2.

HHOOPMHUCAHU MMPUCTAHAK

Hme n npesnme

Jdatym pohema

Aapeca

Teneton

Moauvwe Bac da nadesuse npovumame Hopuyiap — MoNCcEme ©f ROcasemosami og
nopodiiyon, BPUfamesind, GoSoRamoM, APE HeSo WMo ApNcmaHeme da  yeecmayjeme v

HERPENCHEAY.

Hijapmyjem na npecTajeM 13 y4ecTEYjeM ¥ HCTpRKHBaLY . Vioca mokcuumux Memaid,
KaodMujymMa u anead, ¥ Hacimanky kapyunoma dojre ™.

JosposasaM yinMmame ogpelene konHuHHe GHONOMIKOT MaTepHjana (KpB) yieTe y
CEOaOy cad NpoTokoaosM KoHHHKE Kao H yIHMalke [ena TYMOPCKOr TKHEA HAKOH IaBpIISHE
xHpyike HATepseHuHje. [lpucTajem fa 4naHOBH HCTPAXHBAYKOD THMa HMAjY YBHI ¥ MOjY
MEIHUHHCKY JOKYMEHTAUH]Y 3a noTtpede cTyaHje.

¥Ymoswara caM ca NPOTOKONOM CTYAHJE H €3 MEIHIHHCKHM H TOKCHEOTOIIKHM
3nauajeM HoTpasueama. Jofuna cam oaroBope Ha CBA NHTARA ¥ BE3H CA HCTPAKHBAMEM
NOCTARLEHA PYKOBOAHOUY HeTpasHeama. He ouekyjeM HHKAKBY MATEPHjANHY HAZOKHATY.

Ynoauwara cam ca YHILEHHIOM JI3 je 0RO HCTpaXHBAKE onobpeno o cTpade ETHukor
onbopa koju he BOOHTH pauyHa O MOM 30pPABTEY H MPaEHMA. YI03IHATA CAM CA YHHSHHIIOM 13
ce mory obparutH ETHukoMm onfopy yKONHEO HMaM NHTaRa WHIH npumenbe y Be3d ca
HCTPRKHBAMEM.

[MpounTana caM ca paiyMeBameM Led TeKCT H NPHXBATAM HaBeleHe YCIOBE, Te

No0pOBOEHO MPHCTAjEM I3 YUECTBYJEM ¥ HCTPAKHBARY.

IMotnwc:

PyxoBoaHnal HCTpAKHBAA:

Mpod. ap cu. men. Mupocnae I'paanh

Jarym:
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Prilog 3.

HUundopmanuje o nanujeHTy

bp.ucmopuje Gorecmu

Jla nu ce naunjenT npuapaaea ogpelene qujere?

O Na OHe

Axo je ogroeop JIA, ykpatko onmumTe!

Hughopmanuje o mepanuju

[Manujent kopuetn cneaehe nexose/xopMoHe/IH]ETETCKE CYMIIEMEHTE:! |

Jex | Pexcum dozupama

Hugopmayuje o dodamuum mecmosuma/npouedypama

Buoncunja recruca?

O da 0 He 1 Huje nozuaro

Buoncnja npocrare?

O da O He 1 Huje nozuaro

Jujarnoza
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lllugppa
Hme n npezume Crapocr Bucuna Tesuna |
Ipodecnja | |
[Ipebueammre | |
Ocrane aujarsose
IMo3nTieHa nopouuHa OHe OJla
AHAMHE33
Jujarsosa u cpoacTeo
Couujaino-enudemMuonomwKn cmamyc
Hugo ofpazopama | Mocao |
ABes mKone oBan kyhe Konzymupame ankoxona? [ Jla O He
oOcuHoBHA KOOI ollenauja (cTapocua) Komwumma
oCpenma mxona ollenznja (nHBATHACKE) Yuecranoct (y nocneame 2 roqune)_____
odakyrrer oHesanocnen Bpera
aV xyhn Nymwemwe? [IHe [ /la
bpoj uurapera nueEHO
bpoj roausa nymema
Jujera?




Prilog 4.

HHO®OOPMHCAHH ITPUCTAHAK

Hme n npeznme

Jatym pohemsa

Ajpeca

Tenedon

Momumo sac da naxcweuso npoyumame opmyrap — MoXdceme ce NOcasemosamu ca
nopeduyom, npujamesuma, adgokamoM, Npe He2o WMo Npucmakeme oa yuecmeyjeme y

HCIMPAXCUEAHY.

HijapmyjeM 1a npucTajeM fJa yHECTBYjEM Y HCTPaKHBamY ,, Vioca mokcuunux memana,
KadMujymMa u on1oea, ¥ HACMARKY KapyuHoMa npocmame u mecmuca .

Hospomaeam kopumhiewse npeoctane KonnunHe GHONOIMKOr MaTepHjana (KpB) HAKOH
JABPIICHOr MOCTYIKA AHATHIMPAaEka yiere Yy MNPeonepaTHBHOM NOCTYIKY V CKIaay ca
npotokonoM KiHHHKE Kao H y3HMamke Jena TYMOPCKOT TKHBA HAKOH 34BPLICHE XHPYIIKE
HHTEPBEHIIH]e YKIamamka oprana. [IpucTajem 1a vnaHOBH HCTPAKHBAMKOT THMA HMA]Y YBHI Y
MOjy MEIHIHHCKY JOKYMEHTAIH]y 3a noTpebe cTyamje.

Yno3war cam ca NPOTOKONOM CTYAHjE H €4 MEIHUHHCKHM H TOKCHKOIOIIKHM
3HauajeM ucTpaknBama. JloOHo cam oaroeope Ha CBa NHTama Y BE3H €A HCTPAKHBAREM
NOCTABIBEHA PYKOBOJHOLY HCeTpaxkueamka. He ouexyjem HHKaKBY MaTepHjanHy HATOKHATY.

Vnosnar cam ca 4HIBEHHIIOM /14 je OBO HCTpamHBame 0100peHo on crpane Ernukor
oabopa koju he BOAMTH padyHa O MOM 3/IPAB/BY H NPaBHMA. YTOIHAT CAM Ca MHELEHHIIOM 14
ce mory obpatutH ETnukoMm ogbopy yKoIHKO HMaM NHTamka H/HIH npuMende y Be3d ca
HCTPAKHBABEM.,

[TpounTao cam ca pa3yMeBameM 1I€0 TEKCT M NPHXBATAM HABEJEHE YCIOBE, Te

J100pOBO/BHO NPHCTAjEM /1A YHECTBYJEM Y HCTPaKHBaY.

Motnuc:

Pykosoamnan ucTpakuBama:

[lpod. ap Muoapar Ahumosuh

Hdarym:
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Prilog 5.

YnuTHHK 3a norpedbe n300pa HCNHTAHHKA Y HCTPAKHBARY
Kortponna rpyna - mymkapuu

HHpopmanHje 0 HCMHTAHUKY

Hwme n npeznme Crapoct Bucuna Texuna

[Mpodecuja |

[Npedbupammnure ‘

[Monauu o GonecTuma
(xunepreninja, [IM,
XEMATHTHC, KAPIHHOM NPOCTATE
HIIH TECTHCA, OeHHrHAa
XHIIEPILIAIH]d MPOCTATE)

[NosuTHEHA NOpoaHYHA

OOHe 0OMa

Jlujarnosa u cpoacTeo

dHAMHEEA

Coyujanto-enudemMuonouKy cmamyc

Huso ofpazobama Konzymupame anxoxona? L1 [la L1 He
obes uwone Komiuna
oQcHoBHA KON Yuectanoct (y nocneatse 2 roQHHE)
oCpemsa mkona Bpcra
adaxysrer Nyweme? OHe [ Jla
bpoj umrapera aueeHO
bpoj roanua nymema

Jlujera?

jere?
[Ma nn ce ucnurannk npuapxasa oxpehene aujere O Jla [IHe

Agxo je oaroeop JIA, ykpatko onHmmTe!

Hudgpopmanyuje o mepanuju
Henuranuk kopucth cnenche nexoBe [IHjeTeTcke cynuemMenTe: |

Mex | Pexcum do3uparna |
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Prilog 6.

SAGLASNOST ZA UCESCE U ISTRAZIVANJU

Naziv istraZivanja: Odredivanje nivoa toksicnih metala (kadmijuma i olova), bioelemenata

(bakar, cink, magnezijum, gvoide, mangan) i parametra oksidativnog stresa u krvi ispitanika

Dobio sam kopiju i proditao sam Informacije za ispitanika u istraZivanju i razumem sledece:

1. Mogu da se povudem iz istraZivanja u bilo kom trenutku.

2. Sa svim podacima dobijenim od mene postupace se kao sa poverljivim i zadtiCenim
podacima.

3. Saglasan sam da istraZivati mogu da me kontaktiraju tokom istraZivanja.

4. Saglasan sam da istrazivadi mogu da obraduju i koriste podatke dobijene od mene u

svrhe koje su u vezi sa navedenim istraZivanjem.

Ime i prezime ispitanika.....................
Godina rodenja.........ccoocuvneen.

Broj telefona.........coiii s
E-mail adresa.......coonvininins i

POLPIS. ..o DML oo
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Prilog 7.

H3jaBa o ayTopcTBY

Hme 1 npeaume aytopa

Bpoj uuaekca

Hajas/wyjem

Ja je JOKTOpCKa JHCcepTalHdja noj HacnosoM

®  pEe3VITAT CONCTBEHOI MCTPAMUBAYKOD Paja;

* Jla JUCcepTalMja y UelHHH HH ¥ Je/loBHMa HMje GHla npejiokeHa 3a CTHLamke gpyre
AHIUIOME NPeMa CTYAHJCKHM NporpaMuMa Apyrux BUCOKOLKOJACKHX YCTAHOBA;

® 14 CY pe3yITATH KOPEKTHO HABEEHH H

® 13 HHCAM KPLWHO /N3 ayTOPCKa NPaBa U KOPUCTHO/ 13 HHTeNeKTYANHY CBOjHHY APYIHX
nuua.

IMornuc ayTopa

¥ bBeorpaay,
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Prilog 8.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H eJIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOor
paaa

Hme 1 npeaume ayTopa

Bpoj nuaekca

Cryaujcku nporpam

Hacnos paga

MeurTop

Hzjapmyjem pa je wramnana sBep3dja Mor JOKTOPCKOr pajla UCTOBETHA eNeKTPOHCKO|
BEP3HjH KoOjy caM npefao/na pajd noxparkMparka vy JHHTANMHOM pPenosHTOpHjyMy
Yuupepautera v beorpaay.

Jozpo/baBam Aa ce objape MOjH JIMYHH NOAALM Be3aHH 3a JobMjame akaJeMCKOr HAa3HWBa
AOKTOpa HayKa, Kao LWTo CY HMe W Npe3dMe, rogxiHa 1 mecto pohera # gatym ogbpase paja.

OBH NHYHH NOgALH MOry ce 0BjaBHTH HAa MPEXHHM CTpaHHUaMa gururanie 6ubauoTeke, v
eJeKTPOHCKOM KaTanory 1 y nybnukanujama Yuusepzurera y Beorpagy.

[MoTnuc ayropa

¥ Beorpany,
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Prilog 9.
H3jaea o kopumhewy

Opnawhyjem Yuusepautercky O6ubauoreky ,Ceerozap Mapkoeuh” ga y Hdururandu
penosuTopujym Yuusepsurera v bBeorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AHCEpTaludjy nog
HAC/AOBOM:

Koja je Moje ayTopcko geo.

JAuceprauujy ca cBMM NpHAO3IMMa npejao/na caMm y efleKTpoHckoM dopMaTy norogHom 3a
TPajHO ApXMBHPAH:E.

Mojy goKkTOpCcKy AMCEpTaLM)y noxpatbedy v JHrHTanHOM penosHTopHjymy YHusepaurera y
Beorpajgy ¥ AOCTYNHY ¥ OTBOPEHOM NPHUCTYNY MOryY Aa KOpMCTe CBH KOjH nowTyjy ogpenbe
cajsipxade y ogabpadom THny axduerue KpearusHe sajearuue (Creative Commons) 3a Kojy
cam ce ogayydHo/na.

1. Ayropcreo (CC BY)

2. Ayropcreo - HekoMepuujando (CC BY-NC)

3. AyTopcTBo - HEKOMEpLHjaiHo - Ges npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLHjaIHO - AelHTH nog uerum yenosrMa (CC BY-NC-54A)
5. Ayropcereo - Ge3s npepaga (CC BY-ND)

6. AyTopcTBo - AenuTH noj Herum yenosuma (CC BY-54)

[MosinmMo fAa 320 KpYy#HHTE caMo jedHy o4 wecT nodyheHHx AHueH H.
KpaTtak ondc JHLEHIM je CACTABHH [e0 0Be H3jaBse).

IMoTnuc ayTopa

¥ Beorpaay,
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1. AyropcrBo. /lozso/baBaTe YMHOXaBathe, JUCTPHOYLH]Y H jaBHO caonuTaBake jena, H
npepaje, ako ce HaBeje WMe ayTopa Ha Haudd ogpebed oj crpaHe ayTopa WAM Aasaoua
JIHLEHLE, YaK H ¥ KoMepuujanHe cepxe. 0Bo je HajonoboAHHja 04 CBMX NHUEHLH.

2. AyropcrBo - HekomepuMjanHo. /lozpo/baBaTe yMHOMaBake, AHCTPUOYUM])Y W jaBHO
caonuuTaBake jAena, M npepaje, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha HaduH oapeheH oj cTpaHe
ayTopa MM fasaoua aduedue. Osa AHLEHUA He J03B0/baBa KOMepLUHjanHy ynoTpedy gena.

3. AyTOpcTBO - HeKOMepuHjanHo - 6Ge3 npepaja. J[o3zso/baBare YMHOMABAHLE,
AUCTPUBYLIH]Y H jaBHO caolwWTaBawe jAena, 6e3 npoMeHda, npeobiMKoBakha MK ynotTpebe
JleNa ¥ CBOM JleNly, aKo ce HaBeje HMe ayTopa Ha HauuH oapeheH off cTpaHe ayTopa WM
Aapaoua auuedie. Opa nUieHla He J03B0/baBa KOMepLHjanuy ynoTpedy gena. ¥ oguocy Ha
CBE OCTAJIE NHLEHLE, OBOM NHIEHIOM Ce orpaHMyasa Hajsehu obum npasa kopuuwhewa gena.

4. AYTOpPCTBO - HEKOMEpPLHjaAHO - AeJHTH N0jJ HCTHM ycaoBuMa. /[lozsosbasare
YMHOMABAE, AUCTPHOYLMjY H jaBHO caonuuTaBarke fena, M npepaje, ako ce HaBeje ume
ayTopa Ha HayuMH ojapehed oj crpaHe ayTopa WM JaBaola JIMLEHLE M aKo ce npepaja
AucTpuBYyMpa nNojJ WCTOM MAM  cadyHOM  adueduoM. Opa nMuedHua He J03B0/bABA
KOMepuMujanHy ynorpedy jaeia u npepaja.

5. AyropcrBo - 6e3 mpepapga. [lozpo/baBarTe yMHOKaBakke, AWCTPUOYLM]Y M jaBHO
caonurasarse Aena, Ges npoMeHa, npeodbiuKoBatka UK ynoTpebe fena y CBOM Jeny, ako ce
Hapeje HMe ayTopa Ha HauuH oapebed og crTpade ayropa MAM Jaeaoua axuenue. Osa
JIMLEH1A 103B0/baBa KOMepPLUHjaiHy yioTpedy aena.

6. AYTOPCTBO - A€/IHTH N0J, HCTHM Yo1oBHMA. Jlo3Bo/baBaTe YMHOMABAE, AHCTPHOYLH]Y
H jaBHO caonuuTaBawe jefa, H npepaje, ako ce HaBejle HMe ayTopa Ha Ha4yuH oapeheH of
CTpaHe ayTopa WM [JaBaolla JIMUEHLe W aKo Cé Npepaja AUCTPUOVHpA MojJ, HCTOM HWIH
cauyHoM auneHuoM. OBa nMUeHa A03B0/bABA KOMEpPIMjaIHy ynoTpedy Jena ¥ npepaja.
Cauyna je codTBepCKHUM MHLEHLIaMa, 0JHOCHO JIHLEHIIaMa OTBOPeHOr Koja.
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