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Toksi¢nost smese ftalata i bisfenola A i procena protektivnog dejstva probiotika na modelima
pacova i zebrice

Sazetak

Siroka upotreba bis(2-etilheksil)ftalata (DEHP), dibutil ftalata (DBP) i bisfenola A (BPA) otvara
niz mogucnosti za istovremenu izlozenost ljudi ovim toksi¢nim supstancama u svakodnevnom
zivotu. Cilj ove doktorske disertacije bio je da ispita toksi¢nost smese DEHP, DBP i BPA u odnosu
na pojedina¢ne supstance na eksperimentalnim modelima pacova i zebrice, razjasni mehanizme
toksi¢nosti smese in silico toksikogenomi¢kom analizom podataka i utvrdi potencijalnu efikasnost
probiotika u umanjenju Stetnih efekata ispitivane smesSe kod pacova i1 zebrica. Nakon subakutne
izloZenosti pacova, smesa je proizvela znacajne promene u telesnoj masi, unosu hrane i vode, nivou
hormona, lipidnom profilu, pojedinim hematoloskim i biohemijskim parametrima, patohistoloSkim
nalazima tkiva, nivoima parametara oksidativnog stresa/antioksidativne zastite i bioelementima.
Neki od ovih efekata bili su prisutni samo u grupi tretiranoj smeSom ili izrazeniji u odnosu na grupe
tretirane pojedina¢nim supstancama. Eksperiment na embrionima zebrica potvrdio je da je
toksicnost smese izrazenija u odnosu na toksic¢nost pojedinacnih supstanci, kao i da je efekat smese
prvenstveno diktiran efektima BPA. In silico analiza ukazala je na povezanost ispitivane smese i
razvoja razli¢itth poremecaja pri ¢emu su kao dominantni molekularni mehanizmi izdvojeni
oksidativni stres i apoptoza. Pokazan je zastitni efekat probiotika protiv Stetnih efekata smese,
posebno u sluéaju smanjenja telesne mase, unosa hrane, biohemijskih i hematoloskih parametara,
nivoa hormona, parametara redoks statusa i bioelemenata u plazmi, tkivu pankreasa, pluca, timusa,
bubrega i testisa pacova, kao i protiv efekata na rast i razvoj, hepatotoksic¢nosti i letaliteta ispitivane
smese kod embriona zebrica.

Kljuéne reci: endokrini ometaci, bis(2-etilheksil) ftalat, dibutil ftalat, bisfenol A, in vivo, pacov,
zebrice, in silico, mehanizmi toksi¢nosti, viSekomponentni probiotik
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Toxicity of phthalates and bisphenol A mixture and assessment of probiotic protective effect
on rat and zebrafish models

Abstract

The widespread use of bis(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), dibutyl phthalate (DBP) and bisphenol
A (BPA) opens up a range of possibilities for simultaneous human exposure to these toxic
substances. The aim of this doctoral dissertation was to examine DEHP/DBP/BPA mixture toxicity
in relation to individual substances in rat and zebrafish experimental models, clarify the
mechanisms of toxicity by conducting in silico toxicogenomic analysis and determine the potential
efficacy of multicomponent probiotic in reducing the adverse effects of the tested mixture in rats
and zebrafish. After subacute exposure of rats, the mixture produced significant changes in
bodyweight, food and water consumption, hormone levels, lipid profile, certain hematological and
biochemical parameters, pathohistological findings, redox status parameters and bioelements. Some
effects were present only or more prominent in the group treated with the mixture in relation to the
groups treated with individual substances. Zebrafish embryos experiment confirmed that mixture
toxicity was more pronounced than toxicity of individual substances, and that mixture effects were
primarily dictated by BPA. In silico analysis indicated an association between the mixture and
development of various disorders, with oxidative stress and apoptosis being the dominant molecular
mechanisms. Probiotic protective effect against mixture harmful effects has been shown, especially
in the case of bodyweight gain, food intake, biochemical and hematological parameters, hormone
levels, redox status parameters and bioelements in plasma, pancreatic, lung, thymus, kidney and
testis in rats, as well as against lethal, teratogenic and hepatotoxic effects in zebrafish embryos.

Keywords: endocrine disruptors, bis(2-ethylhexyl) phthalate, dibutyl phthalate, bisphenol A, in
vivo, rat, zebrafish, in silico, mechanisms of toxicity, multicomponent probiotic
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1. Uvod

Poslednjih decenija, usled Siroke upotrebe hemikalija, vaznost procene rizika pri izlozenosti
smesSi hemikalija postaje realan scenario, s obzirom na to da su ljudi konstantno i istovremeno
izloZeni ve¢em broju hemijskih supstanci [1-3]. lzlozenost se obi¢no javlja pri niskim dozama, iz
razlicitih izvora ekspozicije i kroz razlic¢ite puteve unosa [4]. lako je broj studija koje se bave
ispitivanjem toksi¢nosti smeSa u porastu i dalje je nedovoljo relevantnih, kvalitativnih i
kvantitativnih podataka o tzv. ,koktel* efektima supstanci u smeSi. ViSe studija toksicnosti
pokazalo je znacaj koncepta aditivnosti u istrazivanju kombinovanih efekata hemikalija, $to
podrazumeva da se efekti smesSe javljaju ¢ak i kada su sve komponente smeSe prisutne u nivoima
ispod doza koje izazivaju Stetne efekte u studijama koje ispituju toksi¢nost pojedinacnih hemikalija
[5,6]. Imajuci, pak, u vidu da vecéina smesa sadrzi vise komponenti, kvantifikovanje ovih interakcija
u smislu procene rizika je veoma zahtevan zadatak, posebno kada se uzme u obzir slozenost
formulacije problema, veliki broj hemikalija prisutnih u zivotnoj sredini, kao i broj podataka
potrebnih za opisivanje slozenih toksikoloskih profila i obrazaca izlozenosti [7,8]. Jedan od
najvecih izazova toksikologije je da se kvantitativno predvide efekti smesa hemikalija iz znanja o
toksi¢nosti njihovih pojedina¢nih komponenti. Takva predvidanja se mogu posti¢i ako se
pretpostavi da hemikalije u smesi deluju tako $to ispoljavaju svoje efekte bez umanjivanja ili
povecéanja toksic¢nosti drugih hemikalija prisutnih u smesi - pretpostavka aditivnosti ili nepostojanja
interakcije. S druge strane, sinergizam i antagonizam se mogu definisati u odnosu na pretpostavku
aditivnosti, kao odstupanje u vidu pojave jaceg ili slabijeg odgovora usled postojanja odredenih
interakcija [7].

Studije na zivotinjama predstavljaju tradicionalni pristup koji se decenijama unazad
sprovodi za procenu toksi¢nosti [9,10]. Medutim, ove metode su ograni¢ene dugim vremenom
ispitivanja, ogromnim finansijskim izdacima, kao i eti¢kim pitanjima [9]. Ipak, na osnovu podataka
americke Agencije za zaStitu zivotne sredine (engl. U.S. Environmental Protection Agency, US
EPA), godisnje se podnese oko 20000 do 100000 zahteva za sprovodenje eksperimenata na
zivotinjama, najc¢esce na vrstama poput miSeva, pacova, kunic¢a, zamoraca, pasa itd. [11]. Medutim,
razli¢ite neprofitne organizacije, regulatorne agencije (US EPA, Evropska agencija za hemikalije —
engl. European Chemical Agency, ECHA) i medunarodne organizacije (Organizacija za ekonomsku
saradnju i razvoj — engl. Organisation for Economic Co-operation and Development, OECD)
promovisu inicijativu za smanjenje broja testiranja na Zivotinjama [12]. Sve viSe Se sprovode
validirani in vitro testovi da bi se ispitala bezbednost razli¢itih hemikalija, dok su nedavno u¢injeni
napori da se razviju novi in vitro modeli kao S§to je ,,organ na Cipu“ kako bi se smanjili ukupni
troSkovi ispitivanja. Medutim, ovi pristupi i dalje su u povoju i iziskuju dodatna ulaganja i
validaciju kako bi bili prihvaceni za ispitivanje toksi¢nosti [13].

Poslednjih godina, model zebrica (Danio rerio) pronalazi sve vec¢u ulogu i $iroku primenu u
biomedicinskim, farmakoloskim 1 toksikoloSkim ispitivanjima kao alternativna metoda procene
toksi¢nosti, imajuci u vidu da su molekularno-geneticki putevi i fizioloSke funkcije na nivou ¢elija 1
organa visoko uporedivi izmedu zebrica i ljudi [14,15]. Prema EFSA (2005) smernicama, upotreba
embriona zebrica je prihvatljivija jer embrion u ranom stadijumu razvoja ne oseca bol 1 nelagodnost
[16]. Ovaj model ispitivanja ima mnoge prednosti za proucavanje primarnih bioloskih procesa,
efekata i mehanizama. Ima kratak reproduktivni ciklus, visoku plodnost, opticki transparentne
embrione sa brzim razvojem, kao i dostupnu sekvencu celog genoma [17]. Stavise, jetra embriona
zebrice poseduje veliki broj enzima ukljuenih u fazu I i fazu II metabolicke transformacije, Sto
omogucava detekciju hepatotoksi¢nih efekata [18-20]. Potpuna opti¢ka transparentnost embriona
zebrica omogucava pracenje uticaja toksi¢nih supstanci na razvoj unutraS$njih organa primenom
neinvazivnih metoda mikroskopiranja i vizualizaciju pojave toksi¢nih efekata kao §to su efekti na



rast i razvoj, hepatotoksic¢nost, kardiotoksi¢nost, neurotoksi¢nost, mijelosupresija, inflamacija i
nekroza tkiva. Takode, zbog visoke osetljivosti, za sprovodenje testova toksi¢nosti na zebricama
dovoljne su veoma male koli¢ine ispitivanih supstanci. Dodatno, ova metoda ispitivanja je
jednostavna za izvodenje i ne iziskuje znacajna finansijska sredstva [21].

Takode, u cilju daljeg smanjenja testiranja na zivotinjama do 2035. godine, US EPA je
preporucila in silico ispitivanje za procenu razli¢itih Stetnih efekata [11], §to podrazumeva primenu
raznovrsnih racunarskih pristupa koji mogu da analiziraju, simuliraju, vizuelizuju, ili predvide
toksi¢nost. In silico modeli su veoma sloZeni i zasnovani na obimnom broju podataka iz statistike,
matematike, bioinformatike, biohemije i molekularne biologije [22,23]. I pored njihovih znacajnih
ograni¢enja i nepouzdanosti, oCekuje se da ¢e in silico testovi unaprediti procenu kombinovane
toksi¢nosti hemikalija i da ¢e, integracijom sa eksperimentalnim testovima, obezbediti sveobuhvatni
pristup za procenu rizika po zdravlje ljudi [24,25]. Stavise, tokom poslednjih nekoliko decenija,
ogromne koli¢ine podataka o toksi¢nosti prikupljene su u bazama podataka. U vecini slucajeva ove
baze koriste se za pristup eksperimentalnim podacima i sadrze informacije koje mogu posluziti kao
osnova za razvoj novih nau¢nih hipoteza [26]. Toksikogenomicke metode, koje mogu ukljucivati ne
samo genomiku, ve¢ i transkriptomiku, proteomiku, metabolomiku i epigenomiku, nastoje da
razjasne molekularne mehanizme toksi¢nosti. Osim toga, pokuSavaju da identifikuju obrasce
ekspresije (tj. biomarkere), da predvide toksi¢nost ili genetsku predispoziciju na Stetno dejstvo
hemikalija i na taj naCin usmere dalja in vitro i in vivo istrazivanja. Toksikogenomicke metode
imaju potencijal da predvide funkcije gena u okviru specifi¢nih bioloskih puteva, kao i da smanje
skupove gena za dalja ispitivanja [27]. Samim tim, analiza toksikogenomickih podataka moze biti
posebno korisna za istrazivanje mehanizama toksi¢nosti hemikalija prisutnih u Zivotnoj sredini i
identifikaciju njihovog kombinovanog uticaja na razliite $tetne ishode, sa ciljem da se ustanovi
prioritet daljih laboratorijskih istrazivanja [28]. Ovo je od posebnog znacaja imajuci u vidu da su
rezultati epidemioloskih ispitivanja i studija humanog biomonitoringa pokazali da izlozenost
smeSama hemikalija moZe da se dovede u vezu sa razvojem razli¢itih bolesti, odnosno toksi¢nim
efektima po zdravlje ljudi, koji se ispoljavaju na razli¢itim organima i sistemima organa, kao $to su
jetra, bubrezi, centralni nervni i kardiovaskularni sistem, dok se poslednjih godina intenzivno
proucavaju efekti hemikalija na endokrini sistem [3,29-31].

1.1. Endokrini ometaéi

Endokrini ometaci (engl. Endocrine disruptors, ECDs) su jedinjenja sa potencijalom da naruse
regulaciju hormona i normalno funkcionisanje endokrinog sistema, utiCué¢i na zdravlje i
reprodukciju kako ljudi, tako i Zivotinja [32]. Prema definiciji Svetske zdravstvene organizacije
(enlg. World Health Organisation, WHO), predstavljaju ,,egzogene supstance ili smeSe koje
menjaju funkciju endokrinog sistema i posledi¢no izazivaju $tetne efekte u intaktnom organizmu,
njegovom potomstvu, ili (sub)populaciji“ [33]. Na osnovu regulative Evropske unije o registraciji,
evaluaciji, autorizaciji i ograniCenjima hemikalija (engl. Registration, Evaluation, Authorisation
and Restriction of Chemicals, REACH), brojne hemikalije svrstane su na listu endokrinih ometaca,
poput dihlordifeniltrihloroetana (DDT), polihlorovanih bifenila (PCB), polibromovanih difeniletara
(PBDE), parabena, pojedinih toksi¢nih metala (olovo, kadmijum), kao i ftalata i BPA [34-37].

1.2. Ftalati

1.2.1. Struktura i primena

Dialkil/alkil-aril estri o-ftalne kiseline, poznatiji pod nazivom ftalati, imaju primenu kao
plastifikatori u proizvodnji polivinil hlorida (PVC), u koji se dodaju radi poboljSanja elasti¢nosti i
mogu ¢initi i do 40% finalnog proizvoda [38]. Nasiroko se koriste vec¢ vise od 50 godina i 2011. u
Zapadnoj Evropi njihova proizvodnja na godiSnjem nivou obuhvatala je koli¢inu ve¢u od milion
tona godisnje [38,39]. U zavisnosti od alkohola koji sadrze, mogu se podeliti na kratkolancane i
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dugolancane. Dugolancani ftalati (diizononil ftalat (DINP), didizodecil ftalat (DIDP), bis(2-
etilheksil) ftalat (DEHP), di-n-oktil ftalat (DNOP), itd) koriste se kao plastifikatori u PVVC industriji,
koji se upotrebljava za izradu velikog broja potrosackih proizvoda, ambalaze za hranu,
gradevinskog materijala, decijih igracaka i medicinske opreme [38,40]. Kratkolancani ftalati, poput
dimetil ftalata (DMP), dietil ftalata (DEP), benzil butil ftalata (BBP), diizobutil ftalata (DIBP),
koriste se pri izradi plastike celuloznog sastava, lekova, kozmeti¢kih proizvoda, boja i lakova [38].
Ftalati sa plasti¢cnim polimerima stupaju u slabe fizicke interakcije, ne formirajuci ¢vrste hemijske
veze, zbog Cega postoji mogucnost njihove migracije i isparavanja iz proizvoda [41]. Samim tim,
usled njihove Siroke primene i konstantnog oslobadanja, ljudi neprestano dolazi u kontakt sa ovim
supstancama [38]. Od svih ftalata, DEHP i DBP su najce$¢e istrazivani i Smatraju se
najzastupljenijima u Zivotnoj sredini [42,43].

1.2.2. lzlozenost

Ljudi mogu dospeti u kontakt sa ftalatima iz velikog broja izvora (hrana, vazduh, praSina,
kozmeticki proizvodi, itd) [44]. Dugolancani ftalati dospevaju u organizam ljudi dominantno
ingestijom kontaminirane hrane ili praSine, ili, kada su deca u pitanju, u kontaktu sa plasticnim
igraCkama, a kratkolancani inhalacijom (u sluCaju isparavanja iz plastike, lakova za nokte,
dezodoransa, sprejeva za kosu i ostalih proizvoda koji ih sadrze) ili preko koze, najéesce putem
kozmetic¢kih proizvoda [40]. U organizam se mogu uneti ¢ak i parenteralnim putem, primenom
medicinskih sredstava u intenzivnoj nezi pacijenata [38,45]. Takode, dodaju se kao pomoéne
supstance velikom broju farmaceutskih oblika za peroralnu primenu, gde mogu imati ulogu
plastifikatora u film-oblogama tableta, veziva u kapsulama, ili, pak, sluziti za kontrolu viskoziteta
odredenih teénih formulacija [44]. Ipak, hrana se smatra glavnim izvorom izlozenosti opste
populacije ftalatima [46].

1.2.3. Toksikokinetika

Nakon apsorpcije, ftalati se brzo metabolisu pomocu reakcija hidrolize i oksidacije [38].
Mogu da produ i kroz placentu, dovode¢i do negativnog uticaja na fetus i novorodencad [47].
Vecina ftalata se eliminiSe iz organizma u toku prva 24 ¢asa nakon izlozenosti, pri ¢emu su
monoestri glavni metaboliti kratkolancanih ftalata, dok se, u slu¢aju dugolancanih, monoestri dalje
metaboliSu oksidacijom do velikog broja metabolita (alkoholi, ketoni, karboksilne kiseline) [38].
Putem urina izluCuje se 70% unete koli¢ine ftalata. Samo 2-7% unete koli¢ine dugolancanih ftalata
izlu¢i se u obliku monoestara. Sekundarni metaboliti, nastali -, ®-1- i B-oksidacijom, predstavljaju
glavne metabolite dugolancanih ftalata koji se mogu detektovati u urinu [38]. Pored urina, ftalati i
njihovi metaboliti mogu se detektovati u krvi, salivi, amnionskoj tecnosti i maj¢inom mleku [41].

1.2.4. Toksi¢nost

Stetni efekti koji mogu biti prouzrokovani ftalatima razlikuju se u zavisnosti od njihove
[48]. Dejstvo na reproduktivni sistem izdvojeno je kao najznacajniji toksicni efekat ftalata, pri cemu
ove supstance remete androgenu funkciju dovodeci do izmena u ekspresiji gena ukljucenih u razvoj
muskog reproduktivnog sistema [38]. In utero ekspozicija ftalatima ometa sintezu steroidnih
hormona na nivou transkripcione regulacije, prouzrokuju¢i smanjenje njihovog nivoa u krvi [49].
Takode, uti¢u na sintezu insulinu sli¢énog faktora 3, kao i folikulostimuliraju¢eg hormona, $to dalje
moze prouzrokovati malformacije internih i eksternih genitalnih organa, kriptorhizam, smanjenje
spermatogeneze i plodnosti. Svi ovi simptomi, ¢ija pojava je zabelezena kod eksperimentalnih
zivotinja, i koji se najviSe odrazavaju u fetalnom razvoju i reproduktivnim anomalijama, jednim
imenom oznaceni su kao ,,sindrom ftalata® [38,47]. Pokazano je da ftalati mogu izazvati razlicite
Stetne efekte na jetru podsti¢u¢i akumulaciju lipida i dovodeci do nastanka oksidativnog stresa U
hepatocitima blokiranjem JAK2/STATS puta. Pored toga, izlozenost ftalatima moze uticati na
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metabolizam holesterola u jetri, time doprinoseci razvoju fibroze [50]. Takode, izloZenost ftalatima
moze se dovesti u vezu sa razli¢itim oboljenjima poput dijabetes melitusa (DM), insulinske
rezistencije, gojaznosti, alergije, astme i neurorazvojnih poremecaja [47]. Mogu uticati na
preuzimanje i oksidaciju glukoze u jetri, kao i na snizenje ekspresije mRNA insulinskih receptora
[51], sniZenja sekrecije insulina i, samim tim povisenja nivoa glukoze u serumu [52], $to su pojedini
naucnici povezali sa aktivacijom Jun-N-terminalne kinaze (JNK) [53], nastankom reaktivnih vrsta
kiseonika (engl. Reactive oxygen species, ROS) i apoptozom RB-¢elija pankreasa posredovanom
PI3K/Akt/Bcl-2 molekularnim putem [54], kao i smanjenjem odnosa Bcl-2/Bax i pove¢anjem nivoe
ekspresije gena kaspaze 9 i kaspaze 3 [54]. Dodatno, izloZenost ftalatima povezana je sa indukcijom
infiltracije inflamatornih ¢elija u disajnim putevima [55], oslabljenom funkcijom pluca, atopijskim
dermatitisom i poja¢anim odgovorom T helper 2 (Th2) ¢elija [56]. Ove supstance mogu uticati na
razvoj gojaznosti, direktno interecaguju¢i sa adipocitima, ometanjem regulisanja apetita,
metabolizma lipida i njihove homeostaze dejstvom na receptore povezane sa aktivacijom
proliferatora peroksizoma (engl. Peroxisome proliferator-activated receptors, PPAR) [47], kao i
remecenjem antiandrogene aktivnosti i funkcije stitaste zlezde [40,47]. Dva najprisutnija i najéesce
istrazivana ftalata, DEHP i DBP, ispoljavaju toksi¢nost sliénim mehanizmima i imaju najveci uticaj
na razvoj metabolickih poremecaja [42,43].

1.2.5. Regulativa

Usled Siroke upotrebe 1 izlozenosti ljudi, kao 1 potencijala ispoljavanja toksicnog efekta na
reproduktivni sistem, a na osnovu REACH uredbe, uvedena su ogranicenja i zabrane koje se odnose
na upotrebu pojedinih ftalata. Prema Pravilniku o ogranienjima i zabranama proizvodnje,
stavljanja u promet i koris¢enja hemikalija (,,S1. glasnik RS®, br. 90/2013-26, 25/2015-83, 2/2016-
15, 44/2017-50, 36/2018-53, 9/2020-164, 57/2022-9) ogranic¢ena je upotreba DEHP, DBP, BBP i
DiBP u proizvodnji deéjih igracaka i predmeta namenjenim za negu dece, kao i DINP, DIDP i
DNOP u proizvodnji igracaka i predmeta namenjenih za negu dece koje deca mogu stavljati u usta,
pri ¢emu njihov sadrzaj ne sme da bude veé¢i od 0,1% ukupne mase plastificiranog materijala.
Dodatno, najnovija ograni¢enja i zabrane (koje ¢e se primenjivati od 2023. godine) odnose se na
DEPH, DBP, BBP i DiBP, kojih ne sme biti vise 0,1% od masenog udela u plastificiranom
materijalu proizvoda koji se koriste u zatvorenom prostoru. Ova zabrana se odnosi i na predmete
koji se koriste na otvorenom prostoru, prilikom ¢ega su u duzem kontaktu sa ljudskom koZom, §to,
prema pravilniku, podrazumeva neprekidni kontakt u trajanju duzem od 10 minuta ili povremeni
kontakt tokom perioda od 30 minuta dnevno. Takode, na osnovu regulative Evropske unije REACH
i ¢lana 43. stava 1. Zakona o hemikalijama (,,Sluzbeni glasnik RS*, br. 36/09, 88/10, 92/11 i 93/12),
DEHP, DBP, BBP i DiBP svrstani su na Listu supstanci koje izazivaju zabrinutost (,,Sluzbeni
glasnik RS, br. 94/2013, 101/2016, 22/2018, 86/2021), a zbog utvrdene toksi¢nosti po
reprodukciju, prilikom ¢ega je za DEHP, DBP i BBP navedeno da nije potrebno propisati dodatne
mere za smanjenje rizika ako se koriste za izradu ambalaZe koja je u direktnom kontaktu sa lekom,
u skladu sa propisima kojima se ureduju lekovi 1 medicinska sredstva.

1.3. Bisfenol A

1.3.1. Strukturai primena

Bisfenol A (BPA) je monomer prvobitno razvijen kao sinteticki estrogen 1890-ih godina, a
za koga je eksperimentalnim studijama potvrdeno da oponaSa dejstvo estrogena i na taj nacin
stimuliSe aktivnost Zenskog reproduktivnog sistema [57]. Kasnije, BPA je kori$¢en u proizvodnji
mnogih potroSackih proizvoda, najéeS¢e kao polimer u polikarbonatnoj i PVC plastici, ambalazi za
hranu, zubnim plombama, termickom papiru, bojama na bazi epoksidne smole, medicinskim
uredajima, mastilima za Stampanje i sredstvima za usporavanje gorenja [57,58]. Ukupno 2,8 miliona
tona BPA proizvedeno je 2002. godine, dok je 2011. godine procenjena proizvodnja iznosila 5,5
miliona tona [57].
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1.3.2. IzloZenost

Ljudi u organizam BPA mogu uneti oralnim, dermalnim 1 inhalacinim putem. Opsta
populacija izloZzena je BPA zahvaljuju¢i mnogobrojnim proizvodima od plastike i metalnih
kontejnera sa plasti¢nim i epoksidnim oblogama. Izvori BPA ukljucuju plasticne flase za pice,
prehrambene proizvode, pi¢a u konzervama i metalne posude za hranu (poput onih koje se koriste
za konzervirano voce i povrée i formule za bebe). Brojni drugi potroSacki proizvodi takode mogu
sadrzati BPA, poput kompakt diskova, naocara, igracaka, biciklistickih kaciga i medicinskih uredaja
i sredstava [59]. Takode, podovi i elektricna oprema izradena od polikarbonata i polictilena moze
biti izvor BPA. Za opstu populaciju od najveceg znacaja je izlozenost putem hrane u koju ova
supstanca moze da dospe iz predmeta koji sa njom dolaze u kontakt, ali i boravak u zatvorenom
prostoru u kome se nalaze predmeti koji u svom sastavu imaju BPA [60]. Zaposleni koji rade za
kasom za izdavanje racuna konstantno mogu biti izlozeni preko termalnog papira ukoliko sadrzi
BPA, prilikom ¢ega su vise koncentracije BPA detektovane u urinu ovih osoba u odnosu na
koncentracije kod opste populacije [61]. Takode, BPA mozZe poticati iz elektronskih uredaja, lepila,
boja i podnih obloga [62,63], kao i medicinskih sredstava, posebno materijala koji se koriste u
stomatologiji (zubne plombe, punjenja i krunice), oftalmologiji, i aparata za dijalizu [63,64].

1.3.3. Toksikokinetika

Resorpcija BPA nakon peroralnog unosa je veoma brza i efikasna (95% unete doze), dok se
njen maksimum dostize 80 minuta nakon unosa [65,66]. U prvoj fazi metabolizma BPA ne stupa u
reakcije poput oksidacije, redukcije, niti hidrolize, ali se u drugoj fazi odigrava njegova konjugacija
sa glukuronidima ili sulfatima [65], §to se smatra reakcijom deaktivacije, imajuci u vidu da ni BPA-
glukuronid, ni BPA-sulfat ne poseduju estrogenu aktivnost [67]. Eliminise se urinom, 85% u obliku
glukuronida, a 15% u obliku sulfata, prilikom ¢ega je poluvreme njegove eliminacije 6 h [66,68].
Moze se detektovati u urinu gotovo svih odraslih ljudi i dece, kao i u serumu trudnica, maj¢inom
mleku, folikularnoj i amnionskoj te¢nosti, krvi pup¢ane vrpce i tkivu placente [69]. In vivo i in vitro
eksperimentalnim studijama pokazano je da BPA moze da se akumulira i uti¢e na funkciju mozga,
srca, jetre, pankreasa i testisa [70]. Medutim, u slu¢aju izloZenosti niskim dozama, ova supstanca se
ne deponuje u tkivima, najverovatnije usled brze glukuronidacije i ekskrecije putem urina, kao i
nedostatka enterohepati¢ne cirkulacije u organizmu ljudi [66,68]. Kod ljudi je, takode, usled dejstva
enzima B-glukuronidaza, moguée da BPA-glukuronid ponovo bude preveden u svoj aktivan oblik
[71]. U organizmu dece, za razliku od odraslih, proces glukuronidacije i sulfokonjugacije je
usporen, zahvaljuju¢i smanjenoj aktivnosti enzima, usled ¢ega je eliminacija BPA putem urina
produzena [65]. S druge strane, kod novorodencadi je sulfatacija u najve¢oj meri reakcija zasluzena
za metabolic¢ku transformaciju BPA [72].

1.3.4. Toksi¢nost

Bisfenol A deluje na mnogobrojne organe i sisteme organa, poput nervnog i imunskog, a
posebno se izdvaja njegovo dejstvo na endokrini sistem. Mechanizmi toksi¢nosti ove supstance
ukljucuju dejstvo na razli¢ite receptore, enzime, indukciju inflamacije i oksidativnog stresa, kao 1
genotoksi¢ne i epigenetske mehanizme (metilacija DNK, modifikacija histona i ekspresije RNK,
promenjena dostupnost DNK) [73,74]. Laboratorijskim studijama je utvrdeno da se vezuje za
estrogene receptore 1 oponasa dajstvo estrogena. lako je otkriveno da ima nizi afinitet prema
nuklearnim estrogenim receptorima u odnosu na 17-% estradiol (E2), njegova estrogena aktivnost
jednaka je aktivnosti E2 kada su u pitanju reakcije posredovane nuklearnim estrogenskim
receptorima. Nadalje, BPA moze delovati i kao antiestrogen, blokirajuéi estrogeni odgovor
kompeticijom sa endogenim E2 za vezivanje za estrogene receptore [75,76]. BPA takode moze
direktno da se veze i za androgene receptore i najverovatnije, tim putem, ispolji antiandrogeno
dejstvo blokiranjem dejstva endogenih androgena [77]. BPA inhibira steroidogenezu i smanjuje
sekreciju testosterona, ¢ime smanjuje aktivnost GnRH neurona i ekspresiju steroidogenih enzima
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[78,79]. U testisima, ova supstanca moze da izazove apoptozu, povecavajuci ekspresiju kaspaze-7,
kaspaze-9 i Bax proteina, ali i da smanji nivo transkripcije DNK metiltransferaze (DNMT) [80].
Takode, dokazana je sposobnost BPA da se veze za tireoidne receptore, pri cemu moze ispoljiti |
agonistiCke 1 antagonistiCke efekte na funkciju Stitaste zlezde [57,77]. Adipogeno dejstvo BPA
moze da se poveze sa podstaknutom diferencijacijom masnih mati¢nih/stromalnih celija i
promenama u ekspresiji adipogenih gena (DLK, C/EBPa, IFG1, PPARg i LPL) [74]. Inflamacija,
oksidativni stres i apoptoza oznaceni su kao najverovatniji mehanizmi uklju¢eni u nastanak
oStecenja jetre i fibroze izazvane BPA [81], dok promene u proteomu i fosfoproteomu izazvane
dejstvom BPA dodatno mogu da podstaknu patogenezu poremecaja jetre [82]. BPA moze uticati na
diferencijaciju Th celija $to, zajedno sa povisenom sintezom nivoa imunoglobulina promovisanom
Th2 ¢elijama (IgG1 i IgE), pogoduje razvoju alergije ili astme [83]. Sveukupno, izlozenost ovoj
supstanci moze da se poveze sa mnogobrojnim Stetnim efektima po zdravlje ljudi, ukljucujudi
efekte na reproduktivni sistem: plodnost, funkcija muskog reproduktivnog sistema, kvalitet sperme,
koncentracija polnih hormona, poremecaji endometrijuma, sindrom policisti¢nih jajnika, karcinom
dojke, pobacaj, itd; efekte na rast i razvoj: telesna masa pri rodenju, razvoj centralnog nervnog
sistema, astma kod dece; metabolicke poremecaje: dijabetes melitus tipa 2, kardiovaskularne
bolesti, funkcija jetre i gojaznost; i druge efekte: poremecaji hormona Stitaste zlezde, funkcija
imunskog sistema, alouminurija [57,84].

1.3.5. Regulativa

Imajuéi u vidu Siroku izlozenost BPA i potvrdene Stetne efekte usledile su ograni¢enja i zabrane
proizvodnje, stavljanja u promet i koris¢enja hemikalija (,,SI. glasnik RS*, br. 90/2013, 25/2015,
2/2016 i 44/2017, 36/2018-53, 9/2020-164), zabranjeno je stavljanje u promet posle 30. juna 2020.
godine termickog papira koji sadrzi 0,02% (m/m) ili vise BPA. Ograni¢enje o upotrebi BPA
doneseno je Uredbom o plasti¢noj masi (EU) br. 10/2011, dok je novom uredbom o BPA (EU) br.
2018/213 smanjen specifiCan limit migracije za BPA sa 0,6 mg/kg na 0,05 mg/kg 1 proSirena
zabranu upotrebe BPA u proizvodnji polikarbonatnih bocica za hranjenje beba, pri cemu se BPA ne
sme koristiti za izradu ¢asa ili boca od polikarbonatne plasitke koje su, zbog svojih karakteristika
otpornosti na prosipanje, namenjeni odojcadima i maloj deci. Takode, na osnovu ¢lana 27. stav 3.
Zakona o hemikalijama (,,Sluzbeni glasnik RS*, br. 36/09, 88/10, 92/11, 93/12 i 25/15) i ¢lana 17.
stav 4. i ¢lana 24. stav 2. Zakona o Vladi (,,Sluzbeni glasnik RS*, br. 55/05, 71/05, 101/07, 65/08,
16/11, 68/12, 72/12, 7/14 i 44/14), BPA je svrstan na Listu supstanci kandidata za Listu supstanci
koje izazivaju zabrinutost (“Sluzbeni glasnik RS", br. 58/2016, 22/2018, 86/2021) usled toksi¢nosti
po reprodukciju i moguce znacajne efekte po zdravlje ljudi.

1.4. Smesa ftalata i bisfenola A

Ftalati 1 BPA sveprisutni su u zivotnoj sredini, prilikom Cega je izloZenost ljudi ovim
supstancama svakodnevna 1 istovremena zbog ¢ega se sprovode brojna istraZivanja na zivotinjama
da se utvrdi ne samo toksi¢nost ovih endokrinih ometaca pojedinacno, vec 1 toksi€ni potencijal
njihove kombinovane primene [30,31,34,85]. Studije na eksperimentalnim zivotinjama pokazale su
da pojedinacni ftalati koji imaju sli¢an mehanizam toksi¢nosti (DEHP 1 DBP), ali razliite aktivne
metabolite (monoetilheksil ftalat (MEHP) naspram monobutil ftalata (MBP)), mogu ispoljiti dozno-
aditivne efekte kada se primene u smesi [86]. Sli¢ni aditivni efekti zabelezeni su i u slu¢aju smese
ftalata sa antiandrogenim pesticidima razli¢itih mehanizama toksi¢nosti [86,87], dok su, u studiji
subhroni¢ne toksi¢nosti na pacovima, Zhang i sar. (2013) pokazali da, prilikom kombinovanog
tretmana Zzivotinja, smeSsa DBP i BPA dovodi do povecanja ekspresije gena povezanih sa
reproduktivnim hormonima, ukazujuéi na potencijalni sinergisti¢ni efekat ovih supstanci [88]. Ovo
su potvrdili Christen i sar. (2012) nakon analize ekviefektivnih koncentracija ne samo binarnih
smes$a razli¢itih ftalata (DBP, BBP i DEP, ve¢ i DEP i BPA. Ovi autori su predlozili doznu
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aditivnost kao odgovarajuci koncept za ispitivanje efekata smesSe gore pomenutih antiandrogenih
supstanci [89]. Stavise, Manikkam i sar. (2013) su pokazali da sme$a DEHP, DBP i BPA
primenjena intraperitonealno tokom gestacije moze dovesti do oStecenja testisa muzjaka pacova
generacije F1 i F3 [42]. Takode, u eksperimentu na miSevima potvrden je uticaj pojedinacne
subkutane doze DEHP na povecéanje deponovanja oralno unetog BPA u epididimisu muzjaka [90].

1.5. Protektivno dejstvo probiotika

Poznato je da, nakon oralnog unosa, ftalati i BPA prolaze kroz gastrointestinalni trakt i jetru
pre nego Sto dospeju do ciljnih tkiva poput materice, testisa ili fetusa [91,92]. Dodatno, studije su
pokazale da polazni ftalati ostaju u gastrointestinalnom traktu i nekoliko sati, gde progresivno
postaju dostupni, uglavnom kao monoestri [91]. Stoga su naucnici pretpostavili da bi pronalazak
agensa koji bi vezao ili razgradio ftalate i BPA u gastrointestinalnom traktu i time umanjio njihovu
apsorpciju mogao biti kljucan u zastiti ljudi od Stetnih efekata ovih supstanci [46,93,94]. Kao
rezultat, probiotske kulture teze da nadu svoje mesto medu ostalim supstancama, kao $to su vitamini
i antioksidanti, za koje je predloZzeno da mogu ublaziti toksi¢nost ftalata i BPA [46,93-95].

Probiotske kulture predstavljaju zivi mikrobiotski dodatak ishrani koji blagotvorno deluje na
organizam domacina pospeSujuc¢i njegov crevni mikrobiotski balans [96]. Medu probiotskim
kulturama, pogotovo se mle¢nokiselinske bakterije (engl. Lactic acid bacteria, LAB) mogu dovesti
u vezu sa mnogobrojnim efektima korisnim po zdravlje ljudi. Neki od njih ukljucuju upotrebu u
leCenju akutne dijareje povezane sa rotavirusom, ulceroznim kolitisom, infekcijom Clostridium
difficile i Helicobacter pilori. Uoceni su i brojni preventivni efekti probiotika, kao §to je prevencija
dijareje izazvane antibioticima, kao i poboljSanje varenja laktoze i sindroma iritabilnog creva, dok
se korisna upotreba probiotika kod oboljenja jetre i alergije jo$ uvek istrazuje [97,98]. Takode, LAB
mogu pozitivno uticati na snizenje krvnog pritiska kod pacijenata sa hipertenzijom, snizenje nivoa
glukoze i triacilglicerida u plazmi, kao i oksidativhog stresa [46,99]. Probiotskim celijama se
pripisuje sposobnost smanjenja nivoa holesterola u krvi pomocu nekoliko predlozenih mehanizama.
Ovi mehanizmi obuhvataju asimilaciju holesterola u crevima i smanjenje njegove apsorpcije,
dekonjugaciju Zucnih kiselina pomoc¢u hidrolaze zu¢nih soli i1 sposobnost LAB da proizvode
ferulinsku kiselinu, koja inhibira jetrenu HMG-CoA-reduktazu i podsti¢e izlu¢ivanje kiselog sterola
[100,101]. Takode, postoje dokazi koji ukazuju na to da probiotski kvasci poput Saccharomices
boulardii mogu pozitivno uticati na funkciju jetre i usporiti razvoj fibroze, steatoze, i ublaziti
oStecenje izazvano infekcijom [102].

Nekoliko studija demonstriralo je sposobnost LAB, ukljucujuc¢i Lactobacillus plantarum i
Lactobacillus rhamnosus, da povecaju procenat izluCivanja razli¢itih toksi¢nih supstanci iz
organizma eksperimentalnih Zivotinja i na taj na¢in ublaze intenzitet i prirodu stetnih efekata. Neke
LAB mogu efikasno da vezu i uklone toksi¢ne metale poput kadmijuma [103-105], olova [106] i
mangana [107], kao i druge toksi¢ne supstance, poput benzo[a]pirena [108], ftalata [46] i BPA
[94,95], smanjujujuci njihovu apsorpciju i povecavajuéi eliminaciju iz gastrointestinalnog trakta.
Dokazana je 1 sposobnost probiotskih kvasaca, kao $§to su Saccharomices boulardii i
Saccharomisces cerevisiae, da povrsinski vezu razliCite toksi¢ne supstance, naro¢ito mikotoksine
[109-111].

Pokazano je da na adsorpciju toksi¢nih supstanci u gastrointestinalnom traktu uglavnom
utiCu sastojci Celijskog zida LAB [112]. Neke od ovih struktura, ukljucuju egzopolisaharide,
teihoi¢nu kiselinu, proteine i peptidoglikane [93,103,113]. Takode, poznato je i da probiotski kvasci
poseduju sposobnost adsorbovanja razli¢itih molekula na povrsini ¢elijskog zida, zahvaljujuéi
njegovoj strukturi koja sadrzi manan-oligosaharide i glukane [109]. S obzirom na to da je celijski
zid probiotskih bakterija bogat aminokiselinama koje sadrze sulfhidrilne (-SH) grupe, ovo svojstvo
moze doprineti njihovom potencijalu za inaktivaciju toksi¢nih metala povrSinskim vezivanjem
[114]. U sluéaju drugih toksi¢nih supstanci, poput aflatoksina, studije su potvrdile da je
hidrofobnost ¢elijskog zida odgovorna za adsorptivna svojstva probiotika [112]. U skladu sa time,
Lili i sar. (2017) izveli su zakljucak da je hidrofobnost u velikoj meri ukljucena u proces vezivanja
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DBP za probiotske bakterije [93]. Takode, Zhu i sar. (2018) pokazali su da, za razliku od nekih
toksi¢nih metala poput kadmijuma, ftalati nisu toksicni za LAB, ukazavsi na to da nije bilo znaCajne
razlike izmedu broja ovih bakterija pre i posle interakcije sa metabolitima ftalata tokom 6 [46]. Ova
grupa naucnika takode je nagovestila da stepen vezivanja LAB za ftalate varira u zavisnosti od vrste
soja (najvisi stepen primecen je kod Lactobacillus plantarum), kao i temperature i koncentracije
bakterija [46]. Stavise, Zhu i sar. (2017) potvrdili su sposobnost $est odrzivih LAB sojeva da uklone
BPA (24,48% - 50,80%) iz vodenog rastvora. U ovom slucaju, vezivanje je zavisilo od pocetne
koncentracije bakterija, poc¢etne koncentracije BPA i temperature na kojoj je vrSena inkubacija [94].

| pored vise razlicitih ispitivanja koja ukazuju da probiotske vrste ispoljavaju sposobnost da
umanje apsorpciju i ispoljavanje Stetnih efekata, studije o sposobnosti probiotika da ublaze efekte
smese toksi¢nih supstanci su veoma ogranicene.



2. Hipoteze i ciljevi istrazivanja

S obzirom na to da je broj studija toksi¢nosti smeSe dva najznacajnija ftalata u pogledu
toksi¢nosti i izlozenosti (DEHP i DBP) i BPA gotovo zanemarljiv, a da su ljudi svakodnevno
istovremeno izloZeni ovim supstancama, postoji potreba da se istrazi toksi¢ni potencijal njihove
smese i uporedi sa toksi¢noséu pojedina¢nih supstanci. Na osnovu rezultata dosadasnjih istrazivanja
moze se pretpostaviti da ¢e efekti smeSe ftalata i BPA biti izrazeniji u odnosu na efekte
pojedinacnih supstanci, ¢ak i u onim slu¢ajevima kada primenjene samostalno u istoj dozi ne bi
ispoljile toksi¢nost. Upotreba dva eksperimentalna modela (pacov i zebrica) omogucava Sire
sagledavanje toksi¢nih efekata smese, dok in silico analiza toksikogenomickih podataka moze
dodatno razjasniti njene mehanizme toksi¢nosti, dovode¢i ih u vezu sa razvojem razli¢itih bolesti,
pre svega poremecaje na nivou jetre i reproduktivnih organa, a zatim i drugih, poput, dijabetesa,
astme i gojaznosti.

Takode, iako postoje istrazivanja u kojima je ispitano protektivno dejstvo razlicitih
probiotskih vrsta na toksi¢nost pojedinac¢nih ftalata i BPA, studija u kojoj je istraZzena sposobnost
probiotika da deluje protektivno protiv S$tetnih efekata smeSe ftalata i BPA, tj. smese
DEHP/DBP/BPA i dalje nije sprovedena. Osim toga, na osnovu dosadasnjih rezultata istrazivanja,
pokazano je da je visekomponentni probiotik, koji u svom sastavu sadrzi smeSu Kkorisnih
mikroorganizama, sposoban da veZe toksi¢ne supstance efikasnije od onih koji sadrze samo jedan
soj probiotskih bakterija ili kvasaca, kao i da bi upotreba kombinacije mikrobiotskih sojeva mogla
biti korisna kada se radi o vezivanju smeSe toksi¢nih supstanci [106]. Iz ovih razloga, moze se
pretpostaviti da bi upotreba visekomponentnog probiotika bila efikasna u cilju smanjenja
izloZenosti, a time 1 umanjenja toksi¢nosti ispitivane smese DEHP, DBP i BPA.

Samim tim, cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je bio da se ispita toksi¢nost smese
DEHP, DBP 1 BPA u odnosu na toksi¢nost pojedina¢nih supstanci na dva eksperimentalna modela,
pacovima i zebricama, kao i da se dodatno razjasni mehanizam toksi¢nosti ispitivane smese
primenom in silico analize toksikogenomickih podataka. Takode, doktorska disertacija imala je za
cilj da utvrdi potencijalnu efikasnost visekomponentnog probiotika u umanjenju Stetnih efekata
ispitivane smese endokrinih ometa¢a, DEHP, DBP i BPA kod pacova i zebrica.

U svrhu realizacije postavljenih ciljeva sprovedena su tri dela istrazivanja i u okviru svakog
od njih sledece:

I deo istrazivanja
1. Studija na modelu Wistar pacova (Ratus norvegicus)
a) Ispitan je uticaj subakutne oralne ekspozicije DEHP, DBP i BPA i njihove smese na:

. prirast telesne mase, unos hrane i vode

. hematoloske i biohemijske parametre

. nivo hormona

. ocuvanost strukture tkiva

. parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite
. distribuciju bioelemenata

b) Ispitano je da li postoji protektivno dejstvo visekomponentnog probiotika na toksi¢nost
sme$e DEHP, DBP i BPA pra¢enjem hematoloskih i biohemijskih parametara, distribucije
bioelemenata i parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite, kao i oCuvanosti
strukture tkiva pacova.



2. Studija na modelu zebrica (Danio rerio)
a) Uporedeni su toksi¢ni efekti DEHP, DBP i BPA sa toksi¢nim efektima njihove smeSe
uzimajuéi u obzir razli¢ite doze dva pracena ftalata i BPA nakon petodnevne izlozenosti
embriona zebrica koji su analizirani na:

. prezivljavanje

. toksi¢nost na rast i razvoj

. ototoksi¢nost

. kardiotoksi¢nost

. hepatotoksi¢nost (nekroza, hepatomegalija, poremecaj aktivnosti enzima);

b) Ispitana je dozna zavisnost izmedu doza i odgovora DEHP, DBP, BPA i njihove smeSe;
c) Ispitano je da li postoji protektivno dejstvo probiotika na prezivljavanje, toksi¢nost na rast

i razvoj, ototoksi¢nost, kardiotoksi¢nost i hepatotoksi¢nost kod embriona zebrica tretiranih
smeSom DEHP, DBP i BPA.

Il deo istrazivanja — in silico analiza toksikogenomickih podataka

1. Kori$¢enjem javno dostupnih baza podataka i softvera ispitana je povezanost smese
DEHP, DBP i BPA sa razvojem razli¢itih bolesti posredstvom interakcija sa genima;

2. Konstruisana je mreZa interakcija izmedu dobijenih setova gena;

3. Na osnovu izdvojenih setova gena istrazeni su najznacajniji molekularni putevi,

bioloski procesi i molekularne funkcije uklju¢ene u mehanizam toksicnosti ispitivane
smese toksi¢nih supstanci.

III deo istrazivanja — in vitro ispitivanje smanjenja koncentracije DEHP, DBP i BPA pod dejstvom

probiotika — ispitana je i uporedena sposobnost jednokomponentnog i viSekomponentnog probiotika
da umanje koncentraciju DEHP, DBP i BPA i time smanje izlozenost i toksi¢nost ispitivane smese.
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3. Materijal i metode

3.1. Hemikalije

Koris¢eni su bis(2-etilheksil) ftalat (= 99.5% DEHP, Sigma-Aldrich-Chemie, Stajnhajm,
Nemacka), dibutil ftalat (98% DBP, Sigma-Aldrich-Chemie, Stajnhajm, Nemacka) i bisfenol A
(97% BPA, Sigma-Aldrich-Chemie, Stajnhajm, Nemacka).

3.2. Probiotik

U in vivo studiji (model pacova) primenjen je komercijalno dostupan visekomponentni
probiotik Enterobiotik® FORTE (Abela Pharm, Beograd, Srbija), pakovan u kapsule. Kapsule su
deklarisane da sadrze > 8,5x10° liofilizovanih ¢elija mikroorganizama (2,5x10° Saccharomyces
boulardii, 2x10° Lactobacillus rhamnosus, 2x10° Lactobacillus plantarum LP 6595 i 2x10°
Lactobacillus plantarum HEALY9). Takode, u in vivo studiji (model zebrica) i in vitro ispitivanju
smanjenja koncentracije DEHP, DBP i BPA primenjen je i jednokomponentan probiotik, Bulardi®
(Abela Pharm, Beograd, Srbija), preparat &ije kapsule su deklarisane da sadrze priblizno 5 x 10°
CFU Saccharomices boulardii.

3.3. In vivo ispitivanje na modelu pacova

3.3.1. Eksperimentalne zivotinje

Koriséeni su muzjaci Wistar pacova (Rattus norvegicus) telesne mase 150-200 g, uzgajani
na farmi za uzgoj eksperimentalnih Zzivotinja Vojnomedicinske akademije, Beograd, Srbija.
Zivotinje su &uvane u plastiénim kavezima zatvorenim Zianom reSetkom, u klimatski
kontrolisanim uslovima (temperatura 20-24°C, relativna vlaznost vazduha 35-60%, konstantan
svetlost/mrak ciklus- 12h/12h). Hrana (smesa za ishranu laboratorijskih Zzivotinja, Veterinarski
zavod ,,Subotica®) i voda su im bili na raspolaganju ad libitum u toku perioda trajanja celog
eksperimenta. Sve eksperimentalne procedure sprovedene u okviru doktorske disertacije odobrene
su od strane Etickog komiteta za rad sa eksperimentalnim Zivotinjama Farmaceutskog Fakulteta
Univerziteta u Beogradu, kao i Ministarstava poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede — Uprava za
Veterinu (broj eticke dozvole: 323-07-11822/2018-05). Sa zivotinjama se postupalo u skladu sa
Pravilnikom za rad sa eksperimentalnim zivotinjama Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu.

3.3.2. Eksperimentalni protokol

Pacovi su nasumi¢no podeljeni u sedam grupa (n = 6), kontrolnu 1 Sest tretiranih. Kontrolna
grupa primala je kukuruzno ulje, dok su tretirane grupe dobijale pojedinacne supstance, smesu
ispitivanih supstancu bez i u kombinaciji sa probiotikom, ili sdm probiotik u nazna¢enim dozama:
(i) DEHP (50 mg/kg t.m./dan), (ii) DBP (50 mg/kg t.m./dan), (iii) BPA (25 mg/kg t.m./dan), (iv)
smesa ispitivanih supstanci (MIX; 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg
t.m./dan BPA), (v) smesa ispitivanih supstanci u kombinaciji sa probiotikom (MIX + P; 50 mg/kg
t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA + 8,78 * 10® CFU/kg/dan
probiotika ¢iji sastav Cine: Saccharomyces boulardii, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
plantarum LP 6595 i Lactobacillus plantarum HEALD9) i (vi) samo probiotik (P).

U istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije, ukupna najvisa doza koja ne izaziva Stetan
efekat (engl. No-observed adverse effects level, NOAEL) (50 mg/kg t.m./dan) odabrana je kao doza
za DBP [115], dok je NOAEL za efekte na telesnu masu (25 mg/kg t.m./dan) odabran kao doza za
BPA [116]. Odabir doze DEHP (50 mg/kg t.m./dan) izvrSen je na osnovu literaturnih podataka i
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uocenih efekata na metabolizam lipida i homeostazu glukoze na modelu pacova [117]. lako je ova
doza 10 puta visa od per os NOAEL vrednosti (5 mg/kg t.m./dan) za efekte na rast i razvoj,
odabrana doza DEHP je 15 puta niza od doze koja bi mogla da dovede do toksi¢nih efekata po
reproduktivni sistem bez pojave simptoma sistemske toksi¢nosti (engl. Lowest obseved adverse
effect level, LOAEL) (750 mg/kg) [118]. Doza probiotika koja je primenjena u ovom istrazivanju
dobijena je iz doze ekvivalentne kod ljudi koriste¢i formulu Americke agencije za hranu i lekove
(engl. Food and Drug Administration, FDA): uzimajuéi 60 kg kao prosec¢nu telesnu masu, doza
odabranog probiotika ekvivalentna onoj koja bi odgovarala dozi kod ljudi iznosi: 8,5 x 10° CFU /
60 kg /dan x 6,2 = 8,78 * 108 CFU/kg/dan; koeficijent 6,2 je iskoris¢en da bi se izvriila
ekstrapolacija sa coveka na pacova [119].

Ftalati i BPA rastvoreni u kukuruznom ulju i probiotik rastvoren u vodi svakodnevno tokom
28 dana aplikovani su pacovima oralnom sondom u jutarnjim casovima. U toku trajanja
eksperimenta telesna masa, kao i unos hrane i vode, belezeni su svakodnevno.

3.3.3. Prirast telesne mase i relativna masa organa

Na kraju eksperimenta, zabelezene su telesne mase i izraCunat je prirast mase za sve
zivotinje. Prirast telesne mase (engl. Body weight gain, BWG) izracunat je pomocu slede¢e formule:

BWG = (mf—mi)

mi

U ovoj jednacini mf oznacava finalnu, a mi inicijalnu telesnu masu. Relativna masa organa
izraCunata je tako Sto je masa organa podeljena sa telesnom masom zivotinja na kraju eksperimenta
I predstavlja neimenovani broj.

3.3.4. Uzorkovanje krvi i organa

Nakon 28 dana od pocetka aplikovanja, izvr§eno je humano Zrtvovanje Zivotinja i UzOrci
krvi su sakupljeni kardijacnom punkcijom. Za biohemijske i hormonalne parametre, krv je
sakupljena u vakutejnere za izdvajanje seruma. Serum je izdvojen centrifugiranjem 30 min na
3000x g i zamrznut (- 20 °C) do momenta izvodenja analiza. Jedan deo krvi odvojen je u heparinske
vakutejnere za odredivanje hematoloSkih parametara (puna krv) i parametara oksidativnog stresa
(plazma). Izolovani su slede¢i organi: jetra, bubrezi, mozak, pluca, srce, testisi, slezina, timus i
pankreas. Deo organa fiksiran je u 10% neutralnom puferisanom formaldehidu za patohistolosku
analizu, deo je zamrznut u teCnom azotu i ¢uvan na — 80 °C za analizu parametara oksidativnog
stresa/antioksidativne zastite, dok je deo zamrznut na — 20 °C za analizu bioelemenata.

3.3.5. Odredivanje hematoloskih parametara

Za odredivanje hematoloskih parametara koris¢en je MYTHIC 22 analizator (Orphee
Medical, Zeneva, Svajcarska), pri ¢emu su svi testovi izvedeni komercijalnim reagensima.
Analizirani su sledec¢i parametri: broj leukocita sa leukocitarnom formulom (neutrofili, eozinofili,
limfociti, bazofili i monociti), broj eritrocita, koncentracija hemoglobina, hematokrit, srednji
volumen eritrocita (engl. Mean corpuscular volumen, MCV), srednji sadrzaj hemoglobina u
eritrocitu (engl. Mean corpuscular hemoglobin, MCH), srednja koncentracija hemoglobina u
eritrocitu (engl. Mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC) i broj trombocita.

3.3.6. Odredivanje biohemijskih parametara

Svi biohemijski testovi izvedeni su pomocu komercijalnih reagenasa na Cobas C311
analizatoru (Diagnostics Roche, Bazel, Svajcarska). U uzorcima seruma analizirani su sledeéi
biohemijski parametri: triacilgliceridi, holesterol, lipoprotein visoke gustine (engl. High density
lipoprotein, HDL), lipoprotein niske gustine (engl. Low density lipoprotein, LDL), kreatinin,
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mokrac¢na Kiselina, ukupni proteini u serumu, albumin, direktni bilirubin, ukupni bilirubin, gvozde u
serumu, kalcijum (Ca?*), neorganski fosfor (PO4**), magnezijum (Mg?*) i hloridi (CI)). Takode,
izmerena je aktivnost enzima aspartat aminotransferaze (AST), alanin aminotransferaze (ALT) i
alkalne fosfataze (ALP).

3.3.7. Odredivanje nivoa hormona

Uzorci seruma analizirani su pomoc¢u komercijalnih reagenasa elektro-hemiluminiscentnim
imunoesejem (ECLIA) na Cobas E411 analizatoru (Diagnostics Roche, Bazel, Svajcarska).
Izmerene su koncentracije slede¢ih hormona: testosteron, trijodtironin (T3), tiroksin (T4)).

3.3.8. Patohistoloska analiza tkiva

Tkivo organa pacova (jetra, testisi, bubreg, slezina i mozak) prethodno fiksirano formalinom
dehidrirano je i ugradeno u parafinski vosak. Od parafinskih blokova pomocu mikrotoma iseceni su
preseci debljine 5 mm, pricvrséeni na staklene plocice i deparafinizovani pre bojenja
hematoksilinom i eozinom (H&E). Patohistoloska analiza vrSena je pod svetlosnim mikroskopom
(Olimpus BKS43, Tokio, Japan).

3.3.9. Odredivanje parametara oksidativnog stresa/antioksidativne zastite

3.3.9.1. Izdvajanje plazme i priprema homogenata tkiva

Za odredivanje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite, iz heparinizirane
krvi izdvojena je plazma centrifugiranjem 30 min na 3000x g i zamrznuta (- 80 °C) do momenta
izvodenja analiza. Uzorci tkiva nepotpuno su odmrznuti na ledu (0 - 4 °C). Nakon toga,
homogenizacija 0,2 - 0,4 g uzorka vrsena je u hladnom fosfatnom puferu (0,1 mol/L, pH 7,4, koji
sadrzi 1,15% KCI) u odnosu 1:9 (v/v) pomoc¢u homogenizatora T10 basic ULTRA-TURRAX (IKA,
Nemacka). Nastali homogenati centrifugirani su na +4 °C na 800x g tokom 10 minuta, a zatim na
9500x g tokom 20 minuta. Na ovaj nacin, dobijen je postmitohondrijalni supernatant, koji je dalje
odvajan u ependorf tube i kori$¢en za odredivanje biomarkera oksidativnog stresa.

3.3.9.2. Merenje parametara oksidativnog stresa/antioksidativne zastite

U plazmi i homogenatima tkiva odredeni su slede¢i parametri oksidativnog
stresa/antioksidativne zastite: totalni antioksidativni status (TAS), totalni oksidativni status (TOS),
superoksidni anjon radikal (O27), aktivnost enzima superoksid dismutase (SOD), uznapredovali
produkti oksidacije proteina (engl. Advanced oxidation protein products, AOPP), malondialdehid
(MDA) i ukupne sulfhidrilne grupe (SH). Svi koris¢eni reagensi analitickog stepena ¢istoce bili su
nabavljeni iz komercijalnih izvora. O27, TAS, TOS, SOD, i AOPP mereni su pomoc¢u ILAB 300
Plus analizatora (Instrumentation Laboratory, Italija), dok je spektrofotometrijsko merenje MDA i
SH grupa, kao i proteina u uzorcima tkiva sprovedeno pomoc¢u SPECTROstar Nano UV/VIS
spectrometra (BMG Labtech, Ortenberg, Nemacka). Indeks oksidativnog stresa (OSI) izracunat je
kao koli¢nik biomarkera TOS i TAS i predstavlja neimenovan broj. Detaljan opis metoda
primenjenih za merenje odabranih parametara oksidativnog stresa/antioksidativne zastite u plazmi i
tkivima pacova nakon izlaganja DEHP, DBP, BPA i njihovoj mesavini u toku 28 dana prikazane su
u Tabeli 1.
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Tabela 1. Metode odredivanja parametara oksidativnog stresa/antioksidativne zastite u plazmi i
tkivima pacova nakon izlaganja DEHP, DBP, BPA i njihovoj smesi, kao i smesSi sa dodatkom
probiotika, u toku 28 dana

Parameter Princip metode Analizator Jedinice Referenca
Aktivnost e Sposobnost SOD da spreci | ILAB 300 plus | Procenat inhibicije | [120]
asuperoksida autooksidaciju adrenalina  u | (Instrumentation autooksidacije adrenalina
dizmutaze (SOD) alkalnoj sredini, pri pH 10,2 Laboratory, Milan, | (1U/g proteina)
Italy)
Superoksid anjon | e Redukcija Zuto obojenog | ILAB 300  plus | pmol/min/g proteina [121]
(027) nitroplavog tetrazolijuma (NBT) u | (Instrumentation
plavi formazan Laboratory, Milan,
Italy)
Ukupni oksidativni | e Sposobnost oksidansa da | ILAB 300 plus | umol ekvivalenta H202 po g | [122]
status (TOS) konvertuje gvozde—odianisidin | (Instrumentation proteina
kompleks u jon gvozda Laboratory,  Milan,
e U kiseloj sredini, jon gvozda | Italy)
formira obojeni kompleks sa
ksilenol-narandzastim.
e Kalibracija sa vodonik peroksidom
(H202)
Ukupni e Oksidacija 2,2"-azinobis(3- | ILAB 300  plus | pmol of Troloks ekvivalenta | [123]
antioksidativni etilbenzo-tiazolin-6-sulfonata) (Instrumentation po g proteina
stres (TAS) (ABTS) u obojeni ABTS+ radikal | Laboratory, ~ Milan,
katjona Italy)
e Promena boje izazvana
antioksidansima  prisutnim u
uzorku merena je na 660 nm
Ukupni nivo tiolnih | e Merenje  apsorbancije ~ zutog | SPECTROstar Nano | mmol/g proteina [124]
grupa (SH grupe) produkta  (dijanona  5-tio-2- | UV/VIS
nitrobenzoeve kiseline) nastalog u | spektrofotometar
reakciji sa reagensom 5,5'-ditiobis- | (BMG Labtech,
2-nitrobenzoevom kiselinom | Ortenberg, Germany)
(DTNB) (pH 9,0)
Malondialdehid e Maksimum apsorpcije MDA i | SPECTROstar Nano | umol/g proteina [125]
(MDA) drugih supstanci koje reaguju sa | UV/VIS
tiobarbiturnom kiselinom | spektrofotometar
(TBARS) (BMG Labtech,
e Apsorbancija se odreduje nakon | Ortenberg, Germany)
zagrevanja uzoraka i reagenasa
(100 °C 5 min), hladenja ledom 10
minuta i centrifugiranja (10000x g
na +4 °C 10 minuta)
Uznapredovali e Reagensi:  glacijalna  siréetna | ILAB 300  plus | umol hloramin-T ekvivalenta | [126]
produkti kiselina, 1,16 mol/L rastvor | (Instrumentation po g proteina
oksidacije kalijum-jodida i fosfatni pufer (pH | Laboratory, Milan,
proteina (AOPP) 7.4) . Italy)
e Apsorbancaija merena na 340 nm
Proteini e Maksimalna  apsorbancija  se | SPECTROstar Nano | g [127]

pomera sa 465 na 595 nm nakon
$to se reagens Coomassie Brilliant
Blue G-250 veze za proteinski
molekul u uzorku.

e Standard: govedi serum albumin

UV/VIS
spektrofotometar
(BMG Labtech,
Ortenberg, Germany)

3.3.10. Odredivanje bioelemenata

3.3.10.1.

Reagensi i standardi

Azotna kiselina (HNO3) (69,0% do 70,0% p.a, Baker Analyzed™ A.C.S. Reagent,
J.T.Baker™, Phillipsburg, New Jersey, SAD) i H20, (30% p.a, Sigma-Aldrich, St. Louis, MA,
SAD) nabavljeni su iz komercijalnih izvora, kao i osnovni multielementni standardni rastvor za
atomsku apsorpcionu spektrometriju koncentracije 1 g/L u 2% HNOs (Merck, Darmstadt,
Nemacka). Od osnovnih standardnih rastvora metala do radnih standardnih rastvora za kalibraciju
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pravljena su razblaZenja sa 5% HNOz3. Koris¢en je modifikator matriksa NH4H2PO4 (0.5%, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MA, SAD) i Triton X (10%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, SAD).

3.3.10.2. Priprema uzoraka tkiva

Uzorci od oko 1 g tkiva (jetra, bubrezi, timus, plu¢a i srce) odmeravani su na analitickoj
vagi (Radwag AS 220.R2, Miami, Florida, SAD) i preneti u teflonsku posudu aparata za
mikrotalasnu digestiju (Ethos One, Milestone, Sorisole, Italija). Nakon toga, dodavana je smesa
oksidacionih sredstava za digestiju: 7 mL konconcentrovane HNO3z i 1 mL konconentrovanog H20..
Uslovi za mineralizaciju ispitivanog uzorka su postignuti podeSavanjem slede¢ih parametara
programa digestije: postizanje temperature od 200 °C tokom 15 min. Zatim, odrZavanje postignute
temperature 15 min i, na kraju, ventilacija u trajanju od 15 minuta. Uzorci pripremljeni na
prethodno opisan nacin kvantitativno su prenoSeni u normalne sudove (25 mL) i razblazivani
koris¢enjem dejonizovane vode (Elga Purelab Prima, Bucks, Velika Britanija).

3.3.10.3. Merenje koncentracije bioelemenata

Koncentracija Cu, Zn, i Fe odredivana je iz rastvora mineralizovanih uzoraka tkiva
metodom plamene atomske apsorpcione spektrofotometrije (AAS) na instrumentu GTA 120, 200
series AA (Agilent Technologies, Santa Klara, Kalifornija, SAD). Kvantifikacija Cu, Zn, Fe je
izvrSena metodom eksternog standarda, dok je kalibracija izvrSena koris¢enjem multielementnog
standardnog rastvora 1 g/L u razblazenoj azotnoj kiselini (Merck, Darmstadt, Nemacka). Tac¢nost
AAS analiza je potvrdena standardnim referentnim materijalom 1577c - goveda jetra (LGS
Standard, Velika Britanija). Dobijene recovery vrednosti bile su u rasponu od 88,4% do 106,2%.

3.4. In vivo ispitivanje na modelu zebrice

3.4.1. Zebrice

U ispitivanju na modelu zebrica (Danio rerio) koris¢eni su embrioni divljeg AB soja zebrica
(engl. Wild type), kao i embrioni transgene linije Tg(fabpl0:EGFP) kod koje celije jetre
eksprimiraju zeleni fluorescentni protein (engl. Enhanced green fluorescent protein, EGFP).

Odrasle zebrice gajene su u uzgajaliStu zebrica Instituta za molekularnu genetiku i geneti¢ko
inzenjerstvo, pod strogo kontrolisanim uslovima (svetlosni rezim 14 h dan / 10 h no¢, i temperatura
od 28 + 1°C). Ribice su hranjene 3 puta dnevno razli¢itom vrstom hrane — proteinskom SDS300,
lisnatom (TetraMinFlakes) i zivom hranom (Artemia salina).

3.4.2. Eksperimentalni protokol

Ispitivanje na modelu zebrice vrSeno je u skladu sa smernicama Evropske direktive
(EU2010/86) 1 Pravilnika za rad sa eksperimentalnim Zivotinjama Instituta za molekularnu genetiku
i geneti¢ko inZenjerstvo Univerziteta u Beogradu. Dan neposredno pred mrest, odrasle zebrice u
odnosu muzjaka 1 Zenki 3:2 su odvojene u specijalizovane mrestilice. Mrest je indukovan sledeceg
dana paljenjem svetla u ranim jutarnjim satima. Sakupljena jaja su isprana E3 vodom za uzgoj
embriona, kako bi se uklonile sve potencijalne necisto¢e koje bi mogli uticati na dalji razvoj
embriona. Nakon toga, vrSena je selekcija oplodenih od neoplodenih jaja pod svetlosnim
mikroskopom (Motic SMZ140 Series, Kina). Oplodena jaja (embrioni) su gajena u E3 vodi u
Petrijevim Soljama i inkubirana u inkubatoru (Sanyo MCO-20AIC, Japan) na temperaturi od 27,5 +
0,5°C do pocetka tretmana i tokom tretmana. Medijum za gajenje emrbriona - E3 vodu ¢ine 5 mM
NaCl (ACROS OrganicsTM, SAD), 0,17 mM KCI (Merck, Nemacka), 0,33 mM CaCl, - 2H>0
(Merck, Nemacka) i 0,33 mM MgSO; - 7H20 (ACROS OrganicsTM, SAD).

Eksperimenti su vrSeni u mikrotitarskim plo¢ama sa 24 udubljenja (Sarstedt, Niimbrecht,
Nemacka). Priprema embriona pre pocetka eksperimenata podrazumevala je postavljanje po 10
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embriona u svaki bunari¢ mikrotitarske ploce, potom uklanjanje viska vode iz svakog bunari¢a i
dodavanje po 1 mL E3 vode, ¢ime je obezbedeno da svi embrioni budu izloZeni istim poéetnim
eksperimentalnim uslovima. Rastvori ispitivanih supstanci napravljeni su u DMSO. Embrioni
gajeni u E3 vodi u prisustvu 0,25% DMSO (maksimalna dovoljena koncentracija) koriS¢eni su kao
kontrola. Ispitivanje toksicnosti je vrSeno u razli¢itim koncentracija: 0,5, 1, 2, 5, 10 i 20 pg/mL, a
toksi¢nost smese u odnosu koji je prikazan u Tabeli 2. Za deo ispitivanja sa probiotikom primenjena
su oba probiotska preparata, viSekomponentni i jednokomponentni probiotik koji su prethodno
testirani u opsegu 0-25 pg/mL radi odabira koncentracije za ispitivanje potencijala za umanjenje
Stetnih efekata smese MIX (DEHP/DBP/BPA) u najvisoj testiranoj koncentraciji. Za testiranje je
kori¢eno 30 embriona po dozi, odnosno 3 bunari¢a sa po 10 embriona po bunaric¢u. Eksperimenti su
ponovljeni dva puta.

Tabela 2. Koncentracije bis(2-etilheksil) ftalata (DEHP), dibutil ftalata (DBP) i bisfenola A (BPA),
primenjene u smesi

Koncentracija (ug/mL)
MIX (DEHP+DBP+BPA) 141405 | 2+2+1 | 5+5+25 | 10+10+5 | 20+20+10

3.4.3. Ispitivanje akutne toksi¢nosti

Akutna toksi¢nost ispitivana je na embrionima zebrice, po protokolu koji je uspostavljen u
laboratoriji Instituta za molekularnu genetiku i geneti¢ko inZenjerstvo Univerziteta u Beogradu, a
koji se zasniva se na primeni OECD test metode (236) — engl. Fish Embryo Acute Toxicity Assay
(FET test) [128]. Test je sprovoden na embrionima starim 6 h posle oplodenja (hpf — hours post
fertilization) u trajanju od 114 h, odnosno do 120 hpf. Prezivljavanje, razvoj i pojava teratogenih
malformacija kod tretiranih embriona praceni su na svaka 24 h, u periodu do petog dana razvoja
embriona (120 hpf), a uginuli embrioni su uklanjani svakodnevno u cilju otklanjanja mogucéeg
negativnog uticaja na razvoj zivih embriona. Pri evaluaciji toksi¢nosti prikazani su letalni i efekti na
rast i razvoj (Tabela 3) [128].

Tabela 3. Praceni letalni i efekti na rast i razvoj na embrionima zebrice tokom 120 h ¢asova posle
oplodenja (hpf)

. - Vreme (hpf)
Kategorija Razvojni proces
24 48 72 96 120
Koagulacija jajeta (embriona)! . . . . .
. Odsustvo formiranja somita . . . . .
Letalni efekat .
Odvojenost repa . . . . .
Odsustvo sréanih kontrakcija . . . . .
Malformacija glave . . . . .
Malformacija o¢iju? . . . . .
Malformacija otolita/sakula® . . . . .
Malformacija notohorde . . . . .
Skolioza . . . . .
Malformacija repa* . . . .
Efekat na rast i razvoj Edem perikardijalne duplje . . . . .
Promena frekvencije rada srca . . . .
Promena u cirkulaciji krvi . . . .
Edem Zumancane kese . . . . .
Deformacija zumanc¢ane kese . . . . .
Obojenost (nekroza) jetre . . .
Promene u veli¢ini/duzini tela® . . .
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1 Zastoj u razvoju embriona (organogenezi);

2 Promene u veli¢ini i obliku oka;

% Odsustvo otolita ili prisustvo vise od dva otolita u sakulusu; redukcija ili uveli¢anje otolita i/ili sakulusa;

4 Promene u obliku i poloZaju repa;

5 Zastoj u razvoju embriona i poveéanju njegove veli¢ine (praceno pre izleganja embriona, 24 hpf i 48 hpf), odnosno
duzine tela (pra¢eno odmah po izleganju i 72 hpf).

3.4.4. Ispitivanje hepatotoksi¢nosti

Potencijal DEHP, DBP i BPA da indukuju S$tetna dejstva na jetri praen je izlaganjem
embriona transgenih Tg(fabpl0:EGFP) zebrica ispitivanim koncentracijama DEHP, DBP, BPA i
njihovoj smesi, kao i smesi sa probiotikom u periodu od 72 hpf (kada je jetra formirana i pocela sa
metaboli¢kim transformacijama) do 120 hpf. Nakon 48 h tretmana praceni su sledeé¢i parametri: (i)
fluorescencija jetre i veli¢ina, (i) nekroza jetre, (iii) resorpcija Zumanceta, (iv) indeks jetre (engl.
Liver area index, LA), kao prediktivni parametri hepatotoksi¢nosti opisani u literaturi [19,129].

3.4.5. Ben¢mark modelovanje doza-odgovor

Koncept Benémark doze (engl. Benchmark dose, BMD) je metoda koja se Koristi za
identifikaciju potencijalne veze izmedu doze ispitivane supstance i intenziteta efekta/odgovora.
Ovaj pristup se smatra naprednijim u poredenju sa njegovom alternativom, NOAEL pristupom
[130]. Dok NOAEL pristup kao krajnji rezultat daje najvisu testiranu dozu koja ne izaziva toksi¢ne
efekte u odredenom eksperimentu, BMD je statisti¢ki izracunata koncentracija koja predvida
varijacije u intenzitetu toksi¢énog odgovora [131].

Za BMD analizu koris¢en je PROASTweb 70.1 softver (https://proastweb.rivm.nl/) kreiran
od strane Holandskog nacionalnog instituta za javno zdravlje i zivotnu sredinu (RIVM). BMD
analiza sprovedena je u skladu sa specifikacijama softvera i preporukama Nau¢nog komiteta EFSA
[130]. Koncentracije ftalata/BPA i LA indeks analizirani su kao kontinuirani podaci. Na osnovu
prethodno izracunate statisticki znacajne promene u efektu, tj. referentnog odgovora (BMR), BMD
pristup odreduje dozu koja ¢e rezultirati povecanom incidencom odgovora. Referentna doza
definiSe dozni interval koji odgovara odredenom BMR, koji naj¢eSce iznosi 5% ili 10%. Dok
BMDL oznac¢ava donju, BMDU oznacava gornju granicu pouzdanosti za izabrani BMR [130].
Preporuceno je da se BMD interval (BMDI), a ne pojedinacni rezultati, prikaze kao krajnji rezultat
svake BMD analize [132]. U postupku modelovanja u okviru ove doktorske disetracije, BMR je
podesen na 5%, a broj iteracija unutar analize iznosio je 200 (prema preporuci softvera) [130].
Prilikom BMD analize svi dostupni matemati¢ki modeli su uzeti u obzir, kako je preporuc¢eno od
strane Nau¢nog komiteta EFSA, imaju¢i u vidu nepouzdanost modela i podataka [130,133], a
BMDI je predstavljen kao krajnji rezultat.

3.5. In silico toksikogenomicka analiza podataka

In silico analiza izvrSena je pomocu sledecih javno dostupnih baza podataka, softvera i alata:

1. Komparativna toksikogenomicka baza podataka (engl. Comparative Toxicogenomics
Database, CTD; http://ctdbase.org) je jedinstveni, javno dostupan izvor podataka koji povezuje
hemikalije i njihove interakcije sa genima sa uticajem na razvoj bolesti. Ova baza podataka
omogucava konstruisanje mreze puteva Stetnih ishoda 1 pruza mogucnost detaljne analize
mehanizama toksi¢nosti, identifikacije biomarkera 1 ispitivanja istovremenog uticaja dve ili vise
hemikalija na gene i proteine, Sto predstavlja ogroman znac¢aj u proceni toksi¢nosti smesa i polaznu
osnovu za dalja laboratorijska ispitivanja [134,135]. Unutar baze podataka nalazi se pet korisnih
alata za pretrazivanje/izdvajanje podataka unutar toksikogenomicke analize. U pitanju su Batch
Query, Set Analyzer, MyGeneVenn, MyVenn i VennViewer. Batch Query sluzi za pretragu podataka
povezanih sa unetim hemikalijama, bolestima, genima, pojmovima ontologije gena ili referenci. Set
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Analyzer analizira unete setove gena/hemikalija, prilikom ¢ega generise metabolicke puteve, bolesti
i pojmove ontologije gena u kojima oni uéestvuju. MyGeneVenn sluzi za uporedivanje unete liste
gena sa genomom koji se moze dovesti u vezu sa najvise dve hemikalije/bolesti. MyVenn i
VennViewer alati kreiraju Venov dijagram, pri ¢emu MyVenn sluzi za istraZivanje povezanosti
izmedu unetih hemikalija/bolesti/gena/ontologije gena/metabolickih puteva, a VennViewer
uporeduje skupove podataka o ispitanim hemikalijama/genima/bolestima/fenotipovima na osnovu
najvise tri unete hemikalije, gena ili bolesti [136]. CTD se stalno azurira i moze se koristiti za
generisanje hipoteza o mehanizmima koji leZe u osnovi etiologije bolesti integriSuc¢i podatke sa
bazama National Center for Biotechnology Information (NCBI), Online Mendelian Inheritance in
Man (OMIM) i Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) [134,137,138]. CTD baza
povezuje sve interakcije sa originalnim publikacijama kako bi korisnicima omogucila pristup
izvornim podacima za specificne detalje o odgovaraju¢im eksperimentima [139]. Stoga, ako je
potrebno, detaljnim pregledom literature iz koje su podaci izdvojeni, moguce je steéi bolji uvid o
interakciji izmedu hemikalija i gena, kao i molekularnim putevima od interesa, a znanje izvedeno iz
CTD baze moze biti korisno za identifikaciju biomarkera izlozenosti [134,140-142], pruzanje uvida
u mehanizme toksiénosti [143,144], otkrivanje mogucih molekularnih puteva sa kojima interferiraju
ispitivane hemikalije [145], i skrining velikog broja hemikalija za efekte na molekularnom nivou
[138]. Takode moze da se koristi za procenu toksi¢nosti smeSa, uzimajuci u obzir sve moguce
hemijske, genske, proteinske i metabolicke interakcije koje mogu biti znacajne u proceni njihove
toksi¢nosti [146].

2. Cytoscape (https://cytoscape.org) je softverski paket za vizuelizaciju, modelovanje i analizu
molekularnih i genetskih mreza interakcije [147]. MozZe se kombinovati sa velikim brojem baza
podataka i alata koji sadrze informacije o proteinima, DNK i genetskim interakcijama, kao i
brojnim dodacima koji pruzaju nadin za implementaciju novih algoritama i dodatnih analiza
povezanosti izmedu gena i molekularnih funkcija, bioloskih procesa, itd. [147,148].

Koris¢eni su slede¢i Cytosape plug-in dodaci:

e GeneMANIA je alat dostupan online (http://www.genemania.org) i u formi Cytoscape
dodatka (https://apps.cytoscape.org/apps/genemania). Prilagodena je korisniku za
generisanje hipoteza o funkciji gena, analizu setova gena i odredivanje prioriteta gena za
dalje laboratorijske analize. Takode, GeneMANIA prosiruje listu funkcionalno sli¢nim
genima koje identifikuje koriste¢i dostupne podatke o genomici i proteomici, pri ¢emu
GeneMANIA daje podatke i o prediktivnoj vrednosti svakog unetog skupa podataka [149].
Kao rezultat analize, dobijaju se informacije o interakciji izmedu gena. Postoji 7 razlicitih
tipova interakcija:

o Ko-ekspresija znaci da su nivoi ekspresije dva gena sli¢ni u svim uslovima u studiji
ekspresije gena;

o Interakcije predvidene od strane servera su predvideni funkcionalni odnosi izmedu
gena, Cesto interakcije proteina. Glavni izvor predvidenih podataka je mapiranje
poznatih funkcionalnih interakcija iz drugog organizma putem ortologije. Predvida
se da ¢e dva proteina interagovati ako se zna da njihovi ortolozi interaguju u drugom
organizmu;

o Molekularni put zna¢i da dva gena ucestvuju U istoj reakciji unutar puta;

o Fizicke interakcije podrazumevaju da geni interaguju u studiji interakcije protein-
protein;

o Zajednicki proteinski domeni znace da dva gena dele isti proteinski domen;

o Ko-lokalizacija znaci da se geni eksprimiraju u istom tkivu/proteinu i nalaze na istoj
lokaciji;

o Genetske interakcije znace da su dva gena funkcionalno povezana — otkriveno je da
su efekti poremecaja jednog gena modifikovani perturbacijama drugog gena.

e CytoHubba (https://apps.Cytoscape.org/apps/cytohubba) sluzi za istrazivanje najvaznijih
gena unutar mreze, koriste¢i razliCite algoritme topoloSke analize. Ova platforma za
vizuelizaciju moze se primeniti na unet skup podataka (gena), pri ¢emu se kao rezultat
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dobija graficki prikaz mreZze najvaznijih gena, dok je prioritet gena prikazan datom Semom
boja [150].
e ClueGO + CluePedia: ClueGO integrise GO termine i KEGG/BioCard molekularne puteve i
stvara funkcionalno organizovanu mrezu GO/molekularnih puteva. Moze da analizira jednu
ili uporedi dve liste gena i sveobuhvatno vizuelizuje molekularne puteve i GO. Opcija
azuriranja jednostavnim klikom omoguc¢ava ClueGO da automatski preuzme najnovije
GO/KEGG molekularne puteve u bilo kom trenutku [151]. Cytoscape dodatak CluePedia je
alat za pretragu novih biomarkera koji su potencijalno povezani sa molekularnim putevima.
Izracunava linearne i nelinearne statisticke zavisnosti iz eksperimentalnih podataka. Geni,
proteini i MiIRNA mogu biti povezani na osnovu in silico i/ili eksperimentalnih podataka i
integrisani u ClueGO mrezu pojmova/puteva [152].
3. ToppGene Suite portal (https://toppgene.cchmc.org) je alat koji pomaze u identifikaciji gena
I njihovom prioritetu na osnovu njihove funkcije i interakcija sa proteinima [153]. ToppFun
ToppGene alat (https://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp) moze se koristiti za analizu
transkriptoma, ontologije gena i fenotipa na osnovu analize seta gena od interesa [153].
4, DisGeNet (https://www.disgenet.org) predstavlja jednu od najvecih dostupnih baza koja
sadrzi podatke o genima i genetskim varijacijama uklju¢enim u razvoj bolesti kod ljudi. DisGeNET
podaci su homogeno obelezeni kontrolisanim recnicima i ontologijama. Pored toga, obezbedeno je
nekoliko originalnih pristupa koji pomazu u odredivanju prioriteta odnosa genotip-fenotip. Ova
platforma se moze koristiti za razli¢ite svrhe, ukljuCujuéi istrazivanje molekularnih osnova
specifi¢nih ljudskih bolesti 1 njihovih komorbiditeta, analizu svojstava povezanosti izmedu gena i
bolesti, stvaranje hipoteza o terapijskom delovanju lekova i njihovim Stetnim efektima, validaciju
raCunarski predvidenih gena i procenu performansi drugih in silico metoda [154].
5. ShinyGO (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) omogucava GO analizu unete liste gena
pomocu graficke vizualizacije molekularnih puteva i interakcije proteina [155].

Na slede¢im dijagramima toka dat je prikaz koriS¢enih koraka za in silico analizu uticaja smese

DEHP/DBP/BPA na razvoj oste¢enja jetre (Slika 1), poremecaja muskog reproduktivnog sistema
(Slika 2), dijabetes melitusa tipa 2 (Slika 3), astme (Slika 4) i gojaznosti (Slika 5).
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CTD
Geni povezani sa DEHP/DBP/BPA

i ukljuéeni u oStecenja jetre

MyVenn CTD tool:
DEHP + DBP + BPA

Zajednicki geni za ispitivane supstance

4 ™

CTD Kkartice gena:

Tip interakcije izmedu zajednickih gena
i DEHP/DBP/BPA

N Y,
4 D

p-vrednost (FDR korigovana): 0,05,
organizam:
Homo Sapiens
- Bioloski procesi

- Molekularne funkcije
- : J
( The CytoHubba Cytoscape dodatak R ( GeneMania Cytoscape plug-in \
MCC skor: najvaznijih 10 gena (hubb Mreza izmedu 10 hubb gena
geni) 120 srodnih gena
\ J /

A\ 4

CTD kartice gena:
Tip interakcije izmedu zajednickih gena i
DEHP/DBP/BPA

Veze izmedu smeSe
DEHP/DBP/BPA

i o§tecenja jetre

Slika 1. Dijagram in silico analize sprovedene da bi se ispitao uticaj smese DEHP/DBP/BPA na
oStecenja jetre
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DEHP, DBP, BPA

4

CTD:

Geni ukljuceni u razvoj muske
neplodnosti i sindrom
disgeneze testisa

v

MyVenn CTD alat:
DEHP + DBP + BPA

Geni zajednicki za
sve ispitivane supstance

J

CTD: GeneMANIA:
Tip interakcije izmedu Mreza izmedu zajednickih
zajednickih gena i ispitivanih gena povezanih sa ispitivanim
supstanci supstancama
ClueGO 2.5.6. + CluePedia 1.5.6. ToppGene ToppFun:
Dvostrani hipergeometrijski test (p-vrednost: 0,05, FDR korigovana):
Bonferoni korekeija Ontologija gena:
Lista molekularnih puteva Bioloski procesi
Molekularne funkcije
.

¥

Veze izmedu smesSe DEHP, DBP i BPA
i poremecaja funkcije muskog
reproduktivnog sistema

Slika 2. Dijagram in silico analize sprovedene sa ciljem ispitivanja uticaja smese DEHP/DBP/BPA
na razvoj poremec¢aja muskog reproduktivnog sistema
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CTD

Identifikacija gena povezanih sa
DEHP/DBP/BPA i ukljugenih u razvoj T2DM

A4

MyVenn CTD alat:
DEHP + DBP + BPA
Zajednicki geni za
ispitivane supstance

Cytoscape softver
CTD kartice gena: GeneMANIA dodatak:
Tip interakcije izmedu Mreza zajedni¢kih gena
zajednickih gena povezanih sa DEHP/DBP/BPA
i DEHP/DBP/BPA i interakcije izmedz njih

\ 4

\

ToppGene Suite portal (https://toppgene.cchme.org)
ToppFun function
(p-value: 0.05, FDR corrected):

- Bioloski procesi
- Molekularni putevi
- Top 15 bolesti povezanih sa T2DM )

.

Veze izmedu smese
DEHP/DBP/BPA

i razvoja T2DM

Slika 3. Dijagram in silico analize sprovedene sa ciljem ispitivanja uticaja smese DEHP/DBP/BPA
na razvoj dijabetes melitusa tipa 2
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CTD

Geni povezani sa DEHP/DBP/BPA
i ukljuceni u razvoj astme

v

MyVenn CTD tool:
DEHP + DBP + BPA

Zajednicki geni za ispitivane supstance

v
4 )

CTD Kkartice gena:
Tip interakcija izmedu
zajednickih gena i
DEHP/DBP/BPA

- 4
v
4 )

ToppGene Suite portal (https:/toppgene.cchme.org)
ToppFun funkcija
(p-vrednost: 0,05, FDR korigovana):

- Bioloski procesi
- Molekularne funkcije
- Molekularni putevi )

Veze izmedu smeSe
DEHP, DBP i BPA

i razvoja astme

Slika 4. Dijagram in silico analize sprovedene sa ciljem ispitivanja uticaja smese DEHP/DBP/BPA
na razvoj astme

23



DEHP/DBP/BPA
i gojaznost

MyVenn/VennViewer CTD alat
DEHP + DBP + BPA
Zajedni¢ki geni
za ispitivane supstance

CTD SetAnalyser alat GeneMANIA
(korigovana p-vrednost; 0,01): mreZa zajednickih gena
st sl sa 20 srodnih gena

ToppGenne ToppFun DisGeNET
(p-vrednost: 0,05; FDR korigovana) Parovi gen-bolest
Top 10 komorbiditeta gojaznosti Geni najblize povezani
Geni ukljuéeni u sve komorbiditete sa gojaznoséu

Potencijalni molekularni mehanizmi

i genomski biomarkeri
obezogenih osobina smese
DEHP/DBP/BPA

Slika 5. Dijagram in silico analize sprovedene sa ciljem ispitivanja uticaja smese DEHP/DBP/BPA
na razvoj gojaznosti

3.6. Invitro ispitivanje uticaja probiotika na smanjenje koncentracije ftalata i bisfenola A

Procenat smanjenja koncentracije DEHP, DBP i BPA nakon tretiranja probiotskim
preparatom ispitan je metodom po Zhao i sar. (2013) [108], modifikovanom od strane Lili i sar.
(2017) [93]. Smesa DEHP, DBP i BPA napravljena je rastvaranjem sve tri supstance u metanolu sa
cilijem da se dobije rastvor koji sadrzi 50 mg/L DEHP, 50 mg/L DBP i 25 mg/L BPA (MIX
metanolni rastvor). Koncentracije supstanci u MIX metanolnom rastvoru su u korelaciji sa
koncentracijama supstanci u rastvorima kori§¢enim u eksperimentu na pacovima.

Za eksperiment utvrdivanja smanjenja koncentracije DEHP, DBP i BPA pod dejstvom probiotika
koris¢ena su dva komercijalno dostupna probiotska preparata (Abela Pharm, Beograd, Srbija):
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 B:Bulardi®
«  P: Enterobiotik® FORTE.
U eksperimentu je sadrzaj jedne kapsule svakog probiotskig preparata suspendovan u 2 mL

MIX metanolnog rastvora i inkubiran na 37 °C tokom 4 h. Analiza je obavljena u triplikatu. Celije
su uklonjene centrifugiranjem na 5000x g tokom 10 min na 4 °C. Supernatanti koji sadrZe nevezani
DEHP, DBP i BPA sakupljeni su za dalju analizu te¢cnom hromatografijom visokih performansi
(engl. High-performance liquid chromatography, HPLC) (Agilent 1200 serija, Multi-Solvent HPLC
Gradient Sistem, Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD) sa detektorem umrezenih
fotodioda (DAD). Uzorci su filtrirani kroz membranu od 0,45 pum i ¢uvani do analize na 4 °C u
vijalama od 2 mL. Razdvajanje je izvedeno na koloni Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 mic, 4,6 k 150
mm) na sobnoj temperaturi. Mobilna faza je bila 10% vode — 90% acetonitrila i ultra iste vode, a
protok 1,0 mL min. Zapremina injektovanja uzorka bila je 10 pL, dok je detekcija izvr$ena na 195
nm za DEHP i DBP i na 225 nm za BPA. Kvantifikacija DEHP, DBP i BPA je izvrSena eksternom
standardnom metodom, pri ¢emu je koriS¢en referentni materijal Dr. Ehrenstorfer (Augsburg,
Nemacka) (99,3% DEHP, 99,4% DBP i1 99,8% BPA). MIX metanolni rastvor je sluzio kao
kontrola. Pripremljen je i analiziran na isti na¢in kao i uzorci (bez dodatka analiziranih probiotskih
preparata). Stopa vezivanja DEHP/DBP/BPA izracunata je koris§¢enjem sledece formule:

MIX povriina ispod pika pozitivne kontrole — MIX povrsina pika uzorka
Procenat vezivanja (%) = - PR — x 100
MIX povriina pika pozitivne kontrole

3.7. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza podataka i1 graficko predstavljanje rezultata uradeno je pomoc¢u GraphPad
Prism 6 softvera (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA). U prvom koraku testirana
je normalnost distribucije (Sapiro—Vilkov metod). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA)
primenjena je u slué¢aju normalne distribucije, pracena FiSerovim testom najmanje znacajne razlike
(engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Neparametarski Kruskal-Wallis test pracen
Dunn post-hoc testom je raden u slucaju distribucije koja nije bila normalna. Znacajnost je
prihvac¢ena za p < 0,05.
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4. Rezultati

4.1. ISPITIVANJE TOKSICNOSTI FTALATA, BISFENOLA A I NJIHOVE SMESE

4.1.1. Invivo rezultati na modelu pacova

41.1.1. Prirast telesne mase

Prirast telesne mase (BWG) i procentualna razlika u cetiri odabrana vremenska perioda (7.
dan, 14 dan, 21. dan i 28. dan) tokom eksperimenta predstavljeni su u Tabeli 4. BWG bio je
znacajno nizi u svim predstavljenim vremenskim periodima u svim tretiranim grupama u poredenju
sa kontrolom, sa izuzetkom DEHP grupe. U ovoj grupi je BWG bio znatno nizi tek nakon prve
nedelje tretmana.

Medutim, prema smernicama WHO [156], Stetnim efektom smatra se promena u telesnoj
masi koja je 10% iznad ili ispod kontrolne vrednosti. Prema ovim kriterijumima, vec¢ina uo¢enih
promena nalaze se van ovog opsega (+/- 10%) i mogu se smatrati Stetnim efektom.

Nije bilo znacajne razlike u BWG izmedu MIX grupe i svih grupa u kojima su pacovi
primali pojedinacne supstance u svim odabranim vremenskim tackama.

Tabela 4. Prirast telesne mase nakon oralne izloZenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili njihovoj smesi
tokom 28 dana

7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
Kontrola BWG 0,4344 * 0,05996 0,8265 + 0,1092 1151 0,1708 1,425 £ 0,2461
CEnp BWG 0,3496 * 0,02875* 0,7347 £ 0,09337 107701378 1.327 £ 0.2461
% u odnosu
na kontrolu -20% -11% -6% 1%
BWG 0,2826 + 0,5550 + 0,05379%** | 0,8089 + 0,06026%** | 1,016 + 0,08851%**
DBP 0,05433%** 555920, 8089 0, 016 £0,
0,
% u odnosu -35% -33% -30% -29%
na kontrolu
BWG 0,3228 * 0,7001 + 0,09798* 0,0503 + 0,1422* 1,192 + 0,1682*
BPA 0,03756%** 7001 £0, 95030, 19220,
% u odnosu
oL oSy -26% -15% 17% -16%
BWG 0,3190 £ 0,6450 + 0,04416** 0,9237 + 0,3505%* 1,147 +0,1048**
MIX 0,03681%** 6459 £0, 9237 £0, 14720,
0,
% u odnosu 26% 22% -20% -19%
na kontrolu

*p<0.05, ** p< 0.01; *** p< 0.001; Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + Fiserov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test. Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti i standardne
devijacije. (n = 6). BWG: Body weight gain; DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat (50 mg/kg t.m/dan); DBP: dibutil ftalat (50 mg/kg t.m/dan); BPA: bisfenol
A (25 mg/kg t.m/dan); MIX: 50 mg/kg t.m/dan DEHP + 50 mg/kg t.m/dan DBP + 25 mg/kg t.m/dan BPA.

41.1.2. Unos hrane i vode

Unos hrane i vode pacova u kontrolnoj i grupama tretiranim pojedina¢nim ispitivanim
supstancama DEHP/DBP/BPA i njihovoj smesi dat je u tabelama 5 i 6, dok je dnevni unos hrane i
vode prikazan na slikama 6A i 6B, redom. Unos hrane u MIX grupi bio je znacajno nizi u poredenju
sa kontrolom u sve Cetiri ispitivana perioda u odnosu na predstavljene vremenske tacke, dok je u
DEHP grupi bio nizi tek nakon prve nedelje tretmana. Povecanje unosa hrane zabelezeno je u DBP i
BPA grupi nakon trece nedelje tretmana. Medutim, statisticki znacajna razlika u ukupnom unosu
hrane bila je uocena u svim tretiranim grupama u poredenju sa kontrolom, niza u DEHP i MIX
grupi i visa u DBP i BPA grupi (Slika 6A). Takode, unos hrane bio je zna¢ajno nizi u MIX grupi u
poredenju sa DBP i BPA grupama u svim ispitivanim vremenskim periodima, dok se znacajno
razlikovao od DEHP grupe tek nakon druge i ¢etvrte odabrane vremenske tacke. Ipak, ukupan unos
hrane bio je zna€ajno nizi U MIX grupi u poredenju sa svim ostalim grupama u kojima su pacovi
tretirani pojedinacnim supstancama.
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Znacajno smanjenje ukupnog unosa vode u poredenju sa kontrolom zabelezeno je u BPA i
MIX grupi, kao i u prve tri vremenske tacke (Tabela 6). Unos vode bio je znacajno snizen u DBP
grupi samo u tre¢em predstavljenom vremenskom periodu, a u DEHP grupi nakon Cetvrte nedelje
tretmana. Razlika u ukupnom unosu vode nije zabeleZena ni u DEHP, ni u DBP grupi u poredenju

sa kontrolom (Slika 6B).

S druge strane, unos vode bila je zna¢ajno visa u DEHP i DBP grupama u poredenju sa MIX
grupom u sve Cetiri predstavljene vremenska tacke, osim u tre¢oj nedelji, nakon ¢ega nije bilo
znacajne razlike za DBP grupu u poredenju sa MIX. Nakon prve i druge nedelje tretmana unos vode
bila je znacajno visa u BPA grupi u poredenju sa MIX, ali niza u poredenju sa kontrolnom grupom.
Medutim, nije bilo znacajne razlike izmedu BPA i MIX grupe nakon treée i Eetvrte nedelje. Sto se
ti¢e ukupnog unosa vode, ona je bila znacajno visa u DEHP i DBP grupi u poredenju sa MIX, dok
nije bilo znacajne razlike izmedu BPA 1 MIX grupe.

Tabela 5. Unos hrane nakon oralne izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili njihovoj smesi tokom

28 dana
7.dan 14. dan 21.dan 27.dan Ukupan unos hrane
Kontrola Unos hrane 26,13+ 1,451 25,9+ 1,010 25,5 +0,5477 26,17 £ 1,169 25,16 + 1,261
Unos hrane 23,50 +1,871** 24,83 + 2,483* 24,27 + 2,439 25,27 + 0,7659 24,06 + 1,796
DEHP % u odnosu na -10 a4 5 3 a4
kontrolu
Unos hrane 25,67 +1,211% 25,67 +0,0165% 27,47 +1,840%H 27,13 + 0,9933# 26,52 + 1,243**
DBP % u odnosu na 2 1 8 4 5
kontrolu
Unos hrane 26,87 + 1,633 27,10 + 1,435 27,97 + 1,417 25,43 + 1,023 26,70 + 1,510%*#H
BPA % u odnosu na
kontrolu 3 5 10 -3 6
Unos hrane 23,17 £ 1,472** 22,50 + 1,871** 22,57 +1,023** 22,17 +1,169** 22,66 +1,102**
MIX % u odnosu na
Kontrolu -11 -13 -11 -15 -10

*p<0.05, ** p< 0.01 (u poredenju sa kontrolom); £p<0.05, £f p< 0.01, 11 p<0.001 (u poredenju sa MIX grupom); Jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao
srednja vrednost + standardna devijacija (n = 6). DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat (50 mg/kg t.m/dan); DBP: dibutil ftalat (50 mg/kg t.m/dan); BPA:
bisfenol A (25 mg/kg t.m/dan); MIX: Smesa (50 mg/kg t.m/dan DEHP + 50 mg/kg t.m/dan DBP + 25 mg/kg t.m/dan BPA)

Tabela 6. Unos vode nakon oralne izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili njihovoj smesi tokom

28 dana
7, dan 14, dan 21, dan 27, dan Ukuscr:daeunos
Kontrola Unos vode (mL) 45,20 + 0,8367 43,80 + 0,8367 46,20+ 1,924 44,20 + 0,8367 44,68 + 3,198
Unosvode (ML) | 44,60 + 1,140%% 44,20 £ 4520 + 1,304 4680 | 4543440050
0,8367++ 0,8367**H1
DEHP
% u odnosu na 1 1 2 6 2
kontrolu
Unos vode (mL) 44,20 + 1,095+ 44,00+ 0,7071%% | 41,40 + 1,440%** (?583?(:?7? 44,36 + 3,551+
DBP % u odnosu na 2 0 10 2 1
kontrolu
41,60 + 40,08 + 41,50 + o
o Unos vode (mL) 1 g7 1 183w 08044 43,00+1,531 | 41,29 +1,607
% u odnosu na
kontrolu 8 8 -10 3 8
e 39,40 + 41,40 + 41,18 +
Vi Unos vode (mL) 39,20 +1,304 1.140%%* 0,8944%%* 43,00 +1,551 2.004%%%
0,
Yo odnosu na 13 10 10 3 8

*p<0.05, ** p< 0.01 (compared to the control); p<0.05, £ p< 0.01, £if p<0.001 (compared to the MIX group). Jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) + Fiserov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao
srednja vrednost + standardna devijacija (n = 6). DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat (50 mg/kg t.m/dan); DBP: dibutil ftalat (50 mg/kg t.m/dan); BPA:
bisfenol A (25 mg/kg t.m/dan); MIX: Smesa (50 mg/kg t.m/dan DEHP + 50 mg/kg t.m/dan DBP + 25 mg/kg t.m/dan BPA)
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Slika 6. A. Unos hrane (g/dan) i B. vode (mL/dan) nakon oralne izloZenosti pacova DEHP, DBP,
BPA ili njihovoj smesi tokom 28 dana

4.1.1.3. Relativne mase organa

Relativne mase organa (engl. Relative organ weights) predstavljene su u Tabeli 7. ZabeleZen
je znacajan porast relativne mase jetre pacova koji su bili tretirani DEHP (24%), kao i u MIX grupi
(17%) u poredenju sa kontrolom. Pored toga, relativna masa jetre bila je znac¢ajno nizaiu DBP i u
BPA grupi u poredenju sa MIX grupom, dok nije bilo znacajne razlike izmedu DEHP i MIX grupe.
Relativna masa slezine bila je znacajno niza u MIX grupi u poredenju sa kontrolom (-23%), dok je
samo u DBP grupi bila znacajno niza u poredenju sa MIX grupom, $to je bio slucaj i sa relativnom
masom mozga, znacajno nizom samo u DBP grupi u poredenju sa MIX grupom. Relativha masa
bubrega bila je visa u MIX grupi u poredenju sa kontrolom, kao i u odnosu na DBP i BPA grupe.
Relativna masa timusa bila je znacajno visa u DEHP grupi u poredenju sa MIX grupom. lako
razlika nije bila statisticki znacajna, u MIX grupi je zabeleZen blagi porast relativne mase pluca,
bubrega, testisa, mozga i Stitaste Zlezde u poredenju sa grupama koje su bile tretirane pojedina¢nim
supstancama, dok je zabeleZeno smanjenje relativne mase slezine u MIX grupi u poredenju sa svim
grupama tretiranim pojedina¢nim supstancama.

Tabela 7. Relativne mase organa nakon oralne izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili njihovoj
smesi tokom 28 dana

Jetra Pluca Srce Bubrezi Testisi Slezina Timus Mozak
Kontrola ROW 3,448 £ 0,3917 + 0,2833 + 0,6067 + 0,8117 + 0,2000 + 0,1967 + 0,4950
0,3311 0,04355 0,03266 0,03615 0,1137 0,02098 0,03011 0,05822
ROW 4,266 + 0,3560 + 0,3160 + 0,6500 + 0,7880 + 0,1800 + 0,2260 + 0,4940 +
DEHP 0,2100%** 0,0251 0,02302* 0,05701 0,1011 0,02915 0,04615* 0,03578
% u odnosu
na kontrolu 24 -9 12 7 -3 -10 15 0
ROW 3,560 + 0,3440 + 0,3160 + 0,600 + 0,7860 + 0,1920 + 0,1720 + 0,4580
DBP 0,2754* 0,05413 0,02302 0,01414% 0,08264 0,03564* 0,01483 0,01643¢
% u odnosu 3 12 12 1 3 -4 13 7
na kontrolu
ROW 3,390 £ 0,3480 + 0,2720 + 0,6040 + 0,8120 + 0,1860 + 0,1680 + 0,4660 +
BPA 0,1920% 0,04147 0,02588 0,03782¢ 0,07120 0,03362 0,02387 0,03050
% u odnosu
na kontrolu -2 -11 -4 0 0 -7 -15 -6
ROW 4,032 + 0,4167 + 0,3017 + 0,6783 + 0,8467 + 0,1550 + 0,1767 + 0,5183 =
MIX 0,2513** 0,03327 0,01602 0,05981* 0,08937 0,01517** 0,03445 0,03656

0,
% u odnosu 17 6 6 12 4 23 10 5
na kontrolu

*p<0.05, ** p< 0.01 (u poredenju sa kontrolom); {p<0.05, {f p< 0.01, £ff p<0.001 (u poredenju sa MIX grupom). Jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) + Fiserov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test +
Dunn test, Vrednosti so predstavljene kao srednje vrednosti + standardna devijacija (n = 6). ROW: Relativne mase ograna (engl. Relative organ
weights); DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat (50 mg/kg t.m/dan); DBP: dibutil ftalat (50 mg/kg t.m/dan); BPA: bisfenol A (25 mg/kg t.m/dan); MIX:
Smesa (50 mg/kg t.m/dan DEHP + 50 mg/kg t.m/dan DBP + 25 mg/kg t.m/dan BPA).
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4.1.1.4.

Hematolo$ki parametri izmereni u ovom istrazivanju predstavljeni su u Tabeli 8. Kod
pacova koji su primali DEHP zabeleZen je znacajan porast WBC, LYM i MON u poredenju sa
kontrolom.U DBP grup je uocen znacajan porast LYM i WBC, dok su u BPA grupi RBC, HGB,
HCT i MCHC bili poviseni u poredenju sa kontrolom. Promene u vecini parametara zabelezene su u
MIX grupi, u kojoj su WBC, LYM, NEU, MON, RBC, HGB, HCT i MCHC bili poviseni u
poredenju sa kontrolom. Zabelezen je znacajan pad WBC, LYM i MON kod BPA grupe u
poredenju sa MIX grupom, dok su u DBP grupi RBC i HGB nizi u poredenju sa MIX grupom.
Hematokrit i MCHC bili su znac¢ajno nizi u DEHP i DBP grupama u poredenju sa MIX grupom.
Nije bilo znacajnih razlika u EOS, BAS, MCH i1 PLT kod tretiranih grupa u poredenju sa

kontrolom.

Tabela 8. HematoloSki parametri nakon oralne izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili njihovoj

smesi tokom 28 dana

Hematoloski parametri

Parametar Kontrola DEHP DBP BPA MIX
Srednja vrednost 5,400 9,000** 9,320** 5,340* 8,700**
SD 1,740 0,9850 1,450 1,419 0,8958
WEC (10°1) % u odnosu na
67 73 -1 61
kontrolu
Srednja vrednost 6,680 5,280 6,060 6,975 5,833
NEU (%) SD 1,983 1,145 1,553 0,1500 0,7581
% u odnosu na 21 -9 4 13
kontrolu
Srednja vrednost 86,40 93,20** 92,76* 88,86 92,67*
LYM (%) SD 6,597 1,259 1,440 4,143 1,060
% u odnosu na 8 7 3 7
kontrolu
Srednja vrednost 0,4333 0,6800 0,4600 0,7600 0,9200*
MON (%) SD 0,1633 0,3768 0,2302 0,1140 0,3114
0,
% u odnosu na 57 6 75 112
kontrolu
Srednja vrednost 0,4167 0,3000 0,3400 0,3000 0,2333
EOS (%) SD 0,1472 0,2000 0,1342 0,1225 0,1966
% u odnosu na ) 1 2 24
kontrolu -28 -18 -28 )
Srednja vrednost 0,6000 0,5400 0,3800 0,6200 0,5167
BAS (%) SD 0,2000 0,2881 0,08367 0,1483 0,2639
% u odnosu na 10 37 3 14
kontrolu
Srednja vrednost 0,4583 0,4683 0,5020 0,3700 0,6260*
SD 0,1157 0,1516 0,1596 0,1089 0,05737
NEU (10°L) % u odnosu na 2 10 19 37
kontrolu
Srednja vrednost 4,810 8,205** 7,634** 4,958¢ 7,440**
SD 0,3540 0,9052 0,7413 1,335 2,180
LYM (10°1) % u odnosu na
71 59 3 55
kontrolu
Srednja vrednost 0,03667 0,0780* 0,0600 0,0320* 0,06333
SD 0,02503 0,02280 0,03312 0,01095 0,04274
MON (10°/L) % u odnosu na
113 64 -13 73
kontrolu
Srednja vrednost 0,0200 0,0280 0,0180 0,0260 0,01667
SD 0,007071 0,01924 0,008367 0,008944 0,008165
EOS (10°L) % u odnosu na
40 -10 30 -17
kontrolu
Srednja vrednost 0,03333 0,0492 0,0204 0,0531 0,04317
SD 0,01325 0,02531 0,00666 0,0137 0,02740
BAS (10°L) % u odnosu na
48 -39 59 30
kontrolu
Srednja vrednost 7,100 7,582 7,320% 7,850** 7,940**
SD 0,5571 0,2384 0,1775 0,3424 0,6403
RBC (10%/L) % u odnosu na 7 3 11 12
kontrolu
Srednja vrednost 138,0 147 1404 150,4** 151,7**
HGB (g/L) SD 2,550 2,702 2,702 2,333 2,0101
9 % u odnosu na
7 2 2 10
kontrolu
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Srednja vrednost 0,4400 0,4448% 0,4476% 0,4816** 0,4940**
HCT (%) SD 0,02052 0,01706 0,0065 0,0101 0,01937
% u odnosu na
K 1 2 9 12
ontrolu
Srednja vrednost 61,37 61,56 61,16 59,92 62,23
MCV (fL) SD 1,857 2,137 1,286 2,204 1,773
% u odnosu na
0 0 -2 1
kontrolu
Srednja vrednost 19,12 18,98 19,18 19,40 19,10
MCH (pg) SD 0,5020 0,7120 0,4324 0,4848 0,3735
P9 % u odnosu na
-1 0 1 0
kontrolu
Srednja vrednost 3132 313,0¢ 313,6¢ 317,4* 317,5*
MCHC (g/L) SD 3,114 2,550 4,159 3,194 4,215
g % u odnosu na
0 0 1 1
kontrolu
Srednja vrednost 548,0 627,6 568,0 515,3 589,4
SD 22,64 46,16 60,55 44,92 55,89
PLT (10°1) % u odnosu na
15 4 -6 8
kontrolu

*p<0.05, ** p< 0.01 (u poredenju sa kontrolom); £p<0.05, 11 p< 0.01 (u poredenju sa MIX grupom); Jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) + Fiserov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn
test. Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti i standardne devijacije. DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat (50 mg/kg t.m/dan); DBP: dibutil ftalat
(50 mg/kg t.m/dan); BPA: Bisfenol A (25 mg/kg t.m/dan); MIX: 50 mg/kg t.m/dan DEHP + 50 mg/kg t.m/dan DBP + 25 mg/kg t.m/dan BPA; WBC:
leukociti, NEU: neutrofili, LYM: limfociti, MON: monociti, EOS: eozinofili, BAS: bazofili, RBC: eritrociti, HGB: hemoglobin, HCT: hematokrit,
MCYV: srednji korpuskularni volumen, MCH: srednji korpuskularni hemoglobin, MCHC: srednja korpuskularna koncentracija hemoglobina, PLT:
trombociti

4.1.1.5. Biohemijski parametri

U Tabeli 9 predstavljeni su biohemijski parametri mereni u serumu nakon 28 dana
izlozenosti pacova ispitivanim supstancama i njihovoj smesi. Statisticki znacajna razlika primecena
je kod vise parametara u MIX grupi u poredenju sa kontrolom nego u grupama koje su primale
pojedinacne supstance.

Biohemijski parametri u serumu povezani sa funkcijom jetre predstavljeni su na slici 7. U
MIX grupi zabelezeno je znaCajno poviSenje ALT, AST i1 ukupnog bilirubina u poredenju sa
kontrolom (Sike 7A, 7B i 7E). Od parametara funkcije jetre, u DEHP i BPA grupi primecen je
znacajan porast samo u aktivnosti ALP (Slika 7F). U poredenju sa MIX grupom, aktivnost ALT bila
je znacajno niza u grupama koje su primale pojedinacne supstance, dok je AST bila znacajno niza
samo u DEHP grupi (Slike 7A'i 7B).

U MIX grupi doSlo je do znaCajnog poviSenja nivoa uree u poredenju sa kontrolom.
Znacajan porast nivoa glukoze u poredenju sa kontrolnom grupom zabelezZen je ne samo u MIX, ve¢
i u DEHP 1 DBP grupi. Nije bilo znacajne razlike u nivou glukoze u BPA grupi u poredenju sa
kontrolom, ali je nivo glukoze bio znacajno nizi u poredenju sa MIX grupom. Parametri lipidnog
profila prikazani su na Slici 8. Znac¢ajno smanjenje nivoa holesterola zabelezeno je u DEHP, DBP i
MIX grupama (Slika 8B), dok su LDL i trigliceridi bili znacajno poviseni u DBP i BPA grupama u
poredenju sa kontrolom (Slika 8A i 8D). Ni u jednoj grupi nije bilo zna¢ajne razlike u nivou HDL u
poredenju sa kontrolom (Slika 8C). U poredenju sa MIX grupom, holesterol je bio znacajno visi u
BPA grupi, dok su trigliceridi bili zna¢ajno poviseni ne samo u BPA, ve¢ i u DBP grupi.

Tabela 9. Biohemijski parametri u serumu nakon oralne izloZenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili
njihovoj smesi tokom 28 dana

Parametar Kontrola DEHP DBP BPA MIX
Srednja 11,78 14,86* 14,78* 11,06 14,58*
Glukoza vrednost
(mmol/L) SD 2931 2808 1,630 2241 1,941
% u odnosu na
kontrolu 26 25 6 24
Sredd”‘a 0,4500 0,7800% 0,7400% 0,6000 0,7833*
CRP (mg/L) vrednost
SD 0,05477 0,1789 01517 0,2449 0,1169
% u odnosu na 73 64 33 74
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kontrolu

Srednja

7,540 7,300 7,300 7,550 8,033*
vrednost
Urea (mmol/L) SD 0,4506 0,7517 0,7517 0,7937 0,8779
% u odnosu na 3 3 0 7
kontrolu
Sr%d”‘a 43 43,80 44,20 44,25 42,50
Kreatinin vrednost
SD 4,743 3,347 3,114 3,775 2,345
(umol/L)
% u odnosu na
2 3 3 -1
kontrolu
Srednja
Mokracna vrednost 337,2 360,8 373,4 304,0 355,8
kiselina SD 71,71 98,04 98,04 40,32 59,18
(umol/L) % u odnosu na 7 1 10 6
kontrolu
Srednja 76,20 78,80 76,40 72,50 76,17
Ukupni proteini vrednost
(/L) SD 4,207 8,408 2,074 7,506 2,639
g % u odnosu na
3 0 -5 0
kontrolu
Srednja 50,75 53,00 50,080 4975 53,00
vrednost
Albumin (g/L) SD 2,500 5,149 1,643 5,252 2,530
0
% u odnosu na 6 1 0 6
kontrolu
Srednja 1,020 1,260 1,183 1,325 1,520
Ukupni biliruin |—rednost
SD 0,3271 0,5079 0,3061 0,09574 0,1789
(umol/L) 9
% u odnosu na 24 16 30 49
kontrolu
o Srednja 0,6500 0,6600 0,7600 0,8250 0,7500
Direktni vrednost
bilirubin SD 0,1291 0,2966 0,1517 0,1500 0,1378
(umol/L) % u odnosu na 2 17 27 15
kontrolu
Srednja 57,8 62,8 60,0% 62,8¢ 73,00%*
vrednost
ALT (U/L) SD 6,140 5,933 8,396 7,463 2,309
0,
% u odnosu na 2 1 5 27
kontrolu
Srednja 134,6 131,44 142,0 137,8 154,5
vrednost
AST (U/L) SD 7,733 8,417 12,17 18,5 12,26
% u odnosu na
kontrolu -1 ! 5 15
Srednja 2,353 2,111 2,384 2,220 2,087
The De Ritis vrednost
SD 0,3168 0,2680 0,1841 0,4169 0,1331
odnos % u odnosu na
’ -10 1 -6 -11
kontrolu
Srednja 363,00 422,2% 374,7 4225 385,0
vrednost
ALP (U/L) SD 36,98 57,76 12,88 38,51 34,29
% u odnosu na 16 3 16 2
kontrolu
Srednja 1,584 1,274%* 1,356* 1,796%" 1,290*
Holesterol vrednost
(mmol/L) SD 0,2031 0,2045 0,1232 0,1623 0,1377
% u odnosu na
0 7 18 4
kontrolu
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Srednja 0.9980 0,9600 0,9600 0,9400 0,8425
vrednost
HDL (mmol/L) SD 0,07225 0,1872 0,1581 0,1780 0,09605
% u odnosu na 4 4 6 -16
kontrolu
Srednja 0,2960 0,3040 0,3680* 0,3725* 0,3450
vrednost
LDL (mmol/L) SD 0,02608 0,05188 0,0497 0,05188 0,01243
% u odnosu na 3 24 26 16,5
kontrolu ’
recnos 1,122 1,202 1,448+ 1,508* 1115
Trigliceridi vrecnost
SD 0,1535 0,2545 0,2815 0,2973 0,1097
(mmol/L)
% u odnosu na 7 29 34 1
kontrolu
Srednja 46,33 43,05 44,00 37,75* 41,13
Serumsko vrednost
gvozde SD 3,963 6,717 2,993 3,148 5,086
(umol/L) % u odnosu na 7 5 -19 -11
kontrolu
Srednja 157.0 1558 153,8 160,3 159,0
Na* vrednost
SD 4,393 2,683 1,304 6,602 3,521
(mmol/L)
% u odnosu na 1 2 1 1
kontrolu
Srednja 8.920 9,300 9,100 8,450 8,365
K+ vrednost
SD 1,066 1,703 0,6782 1,507 0,3061
(mmol/L)
% u odnosu na 4 2 5 6
kontrolu
Srednja 1026 100,6 100,4 101,3 101,8
cr vrednost
SD 2,191 1,817 1,140 2,754 2,041
(mmol/L)
% u odnosu na 2 2 1 -1
kontrolu
Srednja 3.762 3,843 3,988 3,890 3,927
Cat vrednost
SD 0,2095 0,2451 0,2895 0,1158 0,1782
(mmol/L)
% u odnosu na 2 6 3 4
kontrolu
Srednja 4.910 5,520 4,954 5,410 5,227
POS vrednost
4 SD 0,3955 0,9345 0,4149 0,4859 0,4700
(mmol/L)
% u odnosu na 12 1 10 6
kontrolu
Srednja 2,198 2,380 2,478 2,195 2,277
M2 vrednost
g SD 0,2869 0,2616 0,3268 0,2272 0,2045
(mmol/L)
% u odnosu na 8 13 0 4
kontrolu

*p<0.05, ** p< 0.01 (compared to the control); £p<0.05, 11 p< 0.01, 11 p<0.001 (compared to the MIX group); Jednofaktorska ANOVA sa
LSD post-hoc testom / Kruskal-Volisov test sa Danovim post-hoc testom. Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti i standardne devijacije.
DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat (50 mg/kg t.m/dan); DBP: dibutil ftalat (50 mg/kg t.m/dan); BPA: Bisfenol A (25 mg/kg t.m/dan); MIX: Smesa (50
mg/kg t.m/dan DEHP + 50 mg/kg t.m/dan DBP + 25 mg/kg t.m/dan BPA); CRP: C-reaktivni protein; AST: aspartat aminotransferaza, ALT: alanin
aminotransferaza, ALP: alkalna fosfataza, HDL.: lipoprotein visoke gustine, LDL.: lipoprotein niske gustine.
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Slika 7. Biohemijski parametri u serumu povezani sa funkcijom jetre nakon oralne izloZenosti

pacova DEHP, DBP, BPA ili njihovoj smesi tokom 28 dana

Svaki dijagram predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), linija unutar okvira predstavlja srednju vrednost, a
ivice minimalne i maksimalne vrednosti unutar grupe. A. aktivnost ALT (U/L); B. aktivnost AST (U/L); C. De Ritis
odnos (AST/ALT); D. Direktna koncentracija bilirubina (mmol/L); E. Koncentracija ukupnog bilirubina (mmol/L); F.
aktivnost ALP (U/L) ((DEHP, DBP i BPA)*p<0,05, ** p<0,01 (u poredenju sa kontrolom); {p<0,05, i p< 0,01 (u
poredenju sa MIX grupom). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl.
Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test.

2.0+
)
° 1.5
£
E
5 1.0
b
@
L
o 0.5
T
|_

0.0

t

't

=

T T
Kontrola DEHP

T
DBP

T
BPA

T
MIX

33

Holesterol (mmol/L)

2.5

[0
(=}
1

-y
(3.}
1

oy
o
1

o
P

o
=}

Eed

*

11+

*

Hos =

T T
Kontrola DEHP

T
DBP

T
BPA

T
MIX



-
»
o
n

31 = (=
3 T 3
° °
£ g 03 =
£ 1.01 £
- 5 02
% 0.8 9
e 0.1
061 — . . : . 0.01— : , : .
Kontrola DEHP DBP BPA MIX Kontrola DEHP DBP BPA MIX

Slika 8. Lipidni profil nakon oralne izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili njihovoj smesi tokom
28 dana

Svaki dijagram predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), linija unutar okvira predstavlja srednju vrednost, a
ivice predstavljaju minimalne i maksimalne vrednosti unutar grupe. A. Trigliceridi (mmol/L); B. holesterol (mmol/L);
C. HDL (mmol/L); D. LDL (mmol/L); *p<0,05, ** p<0,01 (u poredenju sa kontrolom); {p<0,05, i p<0,01, 1ii
p<0,001 (u poredenju sa MIX grupom). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne
razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test

41.1.6. Nivoi hormona

Nivoi hormona izmereni u ovom istrazivanju predstavljeni su u Tabeli 10. Ni u jednoj
eksperimentalnoj grupi nije bilo znacajne razlike u nivou T3 u poredenju sa kontrolnom. Medutim,
zabelezeno je znacajno smanjenje nivoa T4 u serumu grupa DBP i BPA, -30 i -24% u poredenju sa
kontrolom. Suprotno zapazanje zabelezeno je u grupi MIX, u kojoj je nivo T4 u serumu bio povisen
(28,5% u poredenju sa kontrolom). Znacajno smanjenje odnosa T3 / T4 primeceno je samo u MIX
grupi (-32% u poredenju sa kontrolom). U poredenju sa MIX grupom, u sve tri grupe koje su
primale pojedina¢ne supstance T4 je bio znatno nizi, i, shodno tome, odnos T3/T4 bio je znaéajno
poviSen u ovim grupama. Nije bilo znacajne razlike u nivou T3 ni u jednoj grupi koja je primala
pojedinacne supstance u poredenju sa MIX grupom.

U grupama koje su primale pojedina¢ne supstance nivo testosterona je bio nizi nego u
kontrolnoj, ali ne statisticki znacajno. Ipak, u MIX grupi primeceno je znaajno sniZenje ovog
parametra u poredenju sa kontrolom. Medutim, nije bilo znacajne razlike u nivou testosterona
izmedu grupa koje su primale pojedinacne supstance 1 MIX grupe.

Tabela 10. Nivoi hormona u serumu nakon oralne izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili njihovoj
smesi tokom 28 dana

T3 (nmol/L) T4 (nmol/L) T3/T4 odnos Testosteron (ng/mL)
Kontrola 1,980 £ 0,3114 70,58 +12,85 0,02831 +0,003273 3,958 + 0,6442
1,940 +0,2793 71,70 + 13,46* 0,02820 + 0,008791* 3,488 + 1,001
DEHP % u odnosu na
kontrolu 2 ! 0 12
1,780 +0,1304 49,68 + 3,975*H 0,03608 + 0,004508%* 2,990 +0,6719
DBP % u odnosu na 10 .30 27 24
kontrolu
1,925 +0,2217 53,70 + 15,09+ 0,03585 + 0,01310% 3,113 £ 0,6540
BPA % u odnosu na 3 24 27 21
kontrolu
1,740 £ 0,3209 90,73 + 10,56** 0,01927 +0,001498* 2,680 + 0,3492**
MIX % u odnosu na 12 28,5 32 32
kontrolu

*p<0.05, ** p< 0.01 (u poredenju sa kontrolom); {p<0.05, {f p< 0.01, £ff p<0.001 (u poredenju sa MIX grupom); Jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) + Fiserov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test +
Dunn test. Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti i standardne devijacije. (n = 6). DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat (50 mg/kg t.m/dan); DBP:
dibutil ftalat (50 mg/kg t.m/dan); BPA: bisfenol A (25 mg/kg t.m/dan); MIX: 50 mg/kg t.m/dan DEHP + 50 mg/kg t.m/dan DBP + 25 mg/kg t.m/dan
BPA; T3: trijodtironin; T4: tiroksin.
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41.1.7. Patohistoloski nalazi
41.1.7.1. Jetra

Mikroskopskom analizom utvrdeno je da je tkivo jetre kontrolne grupe bilo pravilne
morfologije. Sve tri ispitivane supstance i njihova smesa izazvale su degenerativne promene u tkivu
jetre (Slika 9). U svim tretiranim grupama primeceni su lobulusi sa blagom sinusoidnom
dilatacijom, najvise oko centralne vene. Dodatne promene prisutne u DEHP (Slika 9C) i MIX grupi
(Slika 9G) ukljucivale su blago prosirenje portnih prostora usled povecanog broja inflamatornih
¢elija (vecina njih bili su limfociti, sa manjim brojem eozinofila), $to ukazuje na portni hepatitis.
Ove promene bile su prisutne u svim uzorcima MIX grupe (6/6) i u sporadi¢nim uzorcima DEHP
(2/6) grupe.
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Slika 9. Patohistoloski nalazi u jetri nakon oralne izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili njihovoj
smesi tokom 28 dana

A. Kontrola: jetra, uveli¢anje X 4 (normalna grada — portni prostor, lobulusi, centralna vena); B. Kontrola: Jetra,
uvelicanje X 10 (portni prostor normalne morfologije, Sirine i celularnosti; lobulus normalne morfologije i celularnosti);
C. DEHP: Lobulusi sa blagom sinusoidnom dilatacijom, najvi§e oko centralne vene. Veoma retki portni prostori su lako
prosireni, usled portnog hepatitisa i povecanja koli¢ine inflamatornih celija (uglavnom limfocita, u manjem broju
eozinofilnih granulocita) — crna strelica; D. DBP: jetra, uveli¢anje X10 (Lakostepena dilatacija sinusoida u lobulusima,
pretezno oko centralne vene) — crna strelica; E. BPA: Jetra, uvelicanje x10 (Lakostepena dilatacija sinusoida u
lobulusima, pretezno oko centralne vene) — crna strelica; F. MIX: Jetra, uvelicanje x10 (Lakostepena dilatacija
sinusoida u lobulusima, pretezno oko centralne vene) — crna strelica; G. MIX: Jetra, uveli¢anje X40 (pro$irenje portnog
prostora kao rezultat portnog hepatitisa i porast koli¢ine inflamatornih ¢elija (uglavnom limfocita, u manjem broju
eozinofilnih granulocita) — crna strelica

DBP: dibutil ftalat (50 mg/kg t.m); DEHP: bis (2-etilheksil) ftalat (50 mg/kg t.m); BPA: bisfenol A (25 mg/kg t.m);
MIX: Smesa (50 mg/kg t.m. DEHP + 50 mg/kg t.t. DBP + 25 mg/kg t.m. BPA).

41.1.7.2. Testisi

Mikroskopskom analizom utvrdeno je da je tkivo testisa kontrolne grupe bilo pravilne
morfologije. Semeni tubuli bili su uobiCajene veli¢ine i oblika. Ocuvan je kontinuitet
spermatogeneze i grupe Lajdigovih ¢elija razli¢itih oblika (okrugle, ovalne, itd) bile su prisutne u
intersticijskom prostoru zajedno sa krvnim sudovima (Slika 10A i 10B). U nekim, ali ne svim
uzorcima DBP grupe (33,33%), u pojedinim fokusima tkiva testisa, seminiferni tubuli su bili lako
atrofiéni i uoCava se smanjena debljina germinativnog epitela, odnosno narusen kontinuitet
spermatogeneze, kao i gubitak spermatida, uz blagu dilataciju tubularnog lumena (Slika 10C i 10D).
Ove promene su uo¢ene u nekim, ali ne i svim uzorcima BPA (Slika 10E i 10F) (33,33%) i DEHP
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grupe (Slika 10G 1 10H) (50%). U nekim uzorcima DEHP grupe, deskvamirane celije
germinativnog epitela (eksfolijacije) su uocene u lumenu malog broja tubula (Slika 10G) (33,33%
uzoraka).

U svim uzorcima MIX grupe, u tkivu testisa primecena je blaga atrofija seminifernih tubula.
Debljina germinativnog epitela (tj. poremecen kontinuitet spermatogeneze) u smislu redukcije do
potpunog gubitka spermatida zabelezen je u svim uzorcima, uz dilataciju tubularnog lumena (Slika
101). Deskvamirane ¢elije germinativnog epitela (eksfolijacija) takode su se mogle videti u lumenu
tubula (Slika 101 i 10J). U pojedinim uzorcima konstatovan je veci broj uvecanih ¢elija (66,66%), u
kojima su se mogla uociti hiperhromatska jezgra, kao i sporadi¢ni multinuklearni oblici celija;
intracitop/lazmats\ke‘vakuole identifikovane su u velikom broju ¢elija (vakuolizacija) (slika 10’I§).

b - “

Slika 10. Patohistoloski nalazi u testisima nakon oralne izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili
njihovoj smesi tokom 28 dana

A. Kontrolna grupa: testisi, uveli¢anje x10: uzduzno i popre¢no presecene seminiferni tubuli, uobi¢ajene veli¢ine i
oblika, oblozeni germinativnim epitelom; B. Kontrolna grupa: testisi, uveli¢anje x40: seminiferni tubul, uobicajene
veli¢ine i oblika, oblozen germinativnim epitelom i ouvan kontinuitet spermatogeneze; Grupe Lajdigovih ¢elija i
pojedinaénih kapilara u intersticijumu; C. DBP grupa: testis, uveli¢anje x10: seminiferni tubuli pokazuju znake blage
atrofije, smanjenje debljine germinativnog epitela i blago prosirenje lumena; D. DBP grupa: testis, uvelicanje x40: lako
atrofiéni seminiferni tubul, prosireni lumen i smanjena debljina germinativnog epitela (gubitak spermatida); E. BPA
grupa: testis, uveliCanje X10: pojedina¢ni seminifermalni tubuli pokazuju znake blage atrofije, smanjenje debljine
germinativnog epitela i blago prosirenje lumena; F. BPA grupa: testis, uveli¢anje x40: blago atrofi¢ni seminiferni tubul
(centar slike), pro$ireni lumen i smanjena debljina germinativnog epitela (znac¢ajno smanjen broj spermatozoida); G.
DEHP grupa: testis, uveli¢anje x10: pojedinaéni seminiferni tubuli pokazuju znake blage atrofije, smanjenje debljine
germinativnog epitela i blago proSirenje lumena; u lumenu pojedinaénih tubula nalaze se deskvamirane celije
germinativnog epitela (ljustenje); H. DEHP grupa: testis, uvelianje x40: blago atrofi¢ni seminiferni tubul (centar slike),
prosireni lumen i smanjena debljina germinativnog epitela (gubitak spermatida); I. MIX grupa: testis, uveli¢anje x10:
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pojedina¢ni seminiferni tubuli pokazuju znake blage atrofije, smanjenje debljine germinativnog epitela i blago
prosirenje lumena; u lumenu pojedina¢nih tubula nalaze se deskvamirane ¢elije germinativnog epitela; J. MIX grupa:
testis, uvelianje x40: atrofi¢ni seminiferni tubuli, prosireni lumen i smanjena debljina germinativnog epitela (gubitak
spermatida); primecuje se deskvamacija epitelnih germinativnih ¢elija; K. MIX grupa: testis, uveli¢anje x40: uzduzno
preseéen seminiferni tubul, u kome se uocava eksfolijacija ¢elija zametnog epitela u tubularni lumen; vidi se veliki broj
¢elija velikog, hiperhromatskog jezgra, kao i jedan visejedarni ¢elijski oblik; intracitoplazmatske vakuole se primecuju
u velikom broju ¢elija (vakuolizacija); L. lumen; GE - germinalni epitel; DBP: dibutil ftalat (50 mg/kg t.m); DEHP: bis
(2-etilheksil) ftalat (50 mg/kg t.m); BPA: bisfenol A (25 mg/kg t.m); MESA: Smesa (50 mg/kg t.m. DEHP + 50 mg/kg
t.t. DBP + 25 mg/kg t.m. BPA).

4.1.1.7.3. Slezina

U uzorcima tkiva slezine, u kontrolnoj grupi nisu uo¢ene patohistoloske promene (Slika
11A), dok su se promene u beloj pulpi javile u svim tretiranim grupama (Slika 11B, C, D, F).
Promene u crvenoj pulpi javile su se u DEHP (Slika 11E), ali ne i u DBP i BPA grupi. Uoc¢ena je
lako povisena ekstramedularna hematopoeza (prvenstveno eritroidne i mijeloidne linija) u crvenoj
pulpi DEHP i MIX grupe (Slika 11E i 11G). Takode, u beloj pulpi primeceno je smanjenje veli¢ine
periarterijskog limfnog omotaca (PALS). U kontrolnoj, kao i u svim tretiranim grupama folikuli sa
germinativnim centrima bili su uglavnom uobicajenog broja.
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Slika 11. Patohistoloski nalazi u slezini nakon oralne izloZenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili
njihovoj smesi tokom 28 dana

A. Kontrolna grupa slezina, uveliGanje x4; B. DBP slezina, uveli¢anje x4: redukcija elemenata bele pulpe; C. BPA
slezina, uveli¢anje x4: redukcija elemenata bele pulpe; D. DEHP slezina, uveli¢anje x4: vrlo laka redukcija elemenata
bele pulpe; E. DEHP slezina, uveli¢anje x40: crvena pulpa — poveéan broj ¢elija eritroidne i mijeloidne loze
ekstramedularne hematopoeze; F. MIX slezina, uveli¢anje x4: vrlo laka redukcija elemenata bele pulpe; G. MIX
slezina, uveli¢anje x40: crvena pulpa — povecan broj ¢éelija eritroidne i mijeloidne loze ekstramedularne hematopoeze.

4.1.1.7.4. Bubrezi

Znacajne morfoloske promene u sabirnim kanali¢ima medule i njenom intersticijumu nisu
uoCene ni u kontrolnoj, niti u tretiranim grupama. U DBP i BPA grupama nisu uocena bitna
morfoloska odstupanja u gradi korteksa u odnosu na kontrolnu grupu. U DEHP grupi, pak, u
korteksu je uocen fokalni gubitak Cetkastog pokrova tubulocita (pokrovnog epitela bubreznih
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tubula) (Slika 12C), dok je u grupi koja je primala smesu toksi¢nih supstanci dodatno primecéena i
laka dilatacija tubula (Slika 12D i E).
e 3 e

Slika 12. Patohistoloski nalazi u bubrezima nakon oralne izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili
njihovoj smesi tokom 28 dana

A: kontrola bubreg, uveli¢anje x20: korteks: glomerul, sa aferentnom arteriolom i bubrezni tubuli; B: kontrola bubreg,
uveli¢anje x60: korteks: tubuli i intersticijum; C: DEHP bubreg, uveliGanje x60: korteks — fokalni gubitak ¢etkastog
pokrova tubulocita; D: MIX bubreg, uvelianje x20: korteks: glomeruli i intersticijum su regularne morfologije, dok su
pojedini tubuli lako dilatirani; E: MIX bubreg, uveli¢anje x60: korteks — fokalni gubitak ¢etkastog pokrova tubulocita,
sa lakostepenom dilatacijom tubula.

41.1.7.5. Mozak

Ispitivanje svetlosnim mikroskopom je pokazalo da ni u jednom uzorku svih tretiranih grupa
nisu uocene znacajne morfoloske razlike u strukturi mozdane kore i malog mozga u poredenju sa
kontrolom. Mozak Zivotinja u svim grupama imao je karakteristi¢an izgled normalnog cerebralnog
korteksa (Slika 13A), neurona mozdane kore (Slika 13B), malog korteksa (Slika 13C) i laminarne

39



arhitekture malog mozga, ukljuc¢uju¢i molekularni sloj, sloj Purkinjeovih celija, zrnasti sloj i bela
materija (Slika 13D).

Slika 13. Patohistoloski nalazi U mozgu nakon oralne izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili
njihovoj smesi tokom 28 dana

Nema znacajnih morfoloskih razlika u uzorcima svih tretiranih grupa. A. Cerebralni korteks: laminarna arhitektura;
Magnification x10; B. Kora velikog mozga: neuroni mozdane kore; Uvelianje: x40; C. Mali mozak: laminarna

arhitektura malog korteksa; Uveli¢anje x10; D. Mali mozak: laminarna arhitektura malog korteksa - molekularni sloj,
sloj Purkinjeove celije, granularni sloj; bela materija; Uveli¢anje x40.

4.1.1.8. Parametri oksidativnog stresa/antioksidativne zastite

Parametri oksidativnog stresa izmereni u plazmi i homogenatima tkiva testisa, jetre,
bubrega, pankreasa, slezine, mozga, srca, pluca i timusa pacova nakon subakutne izloZzenosti DEHP,
DBP, BPA ili njihovoj smesi predstavljeni su u Tabeli 11.

Od parametara izmerenih u plazmi, znac¢ajne promene uocene su u slu¢aju TOS, SOD i
MDA. Znac¢ajno sniZenje aktivnosti SOD zapaZeno je u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom,
DBP i BPA grupom. Povecanje MDA uoceno je kako u DEHP, tako i u MIX grupi. Medutim, ova
promena je bila izraZenija u MIX grupi (p < 0,01) u poredenju sa DEHP (p < 0,05). Znacajan porast
nivoa TOS mogao se primetiti samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom, dok, u slu¢aju SH
grupa i Oz nije uocena razlika izmedu tretiranih i kontrolne grupe, kao i izmedu tretiranih grupa.

U homogenatu tkiva testisa zabelezeno je znacajno snizenje aktivnosti SOD u MIX grupi u
poredenju sa kontrolnom grupom, kao i u poredenju sa svim grupama tretiranim pojedina¢nim
supstancama. U skladu sa tim, znacajno povecanje Oz~ uoceno je u MIX grupi u poredenju sa
kontrolnom (p <0,001), kao 1 sa svim grupama tretiranim pojedinacnim supstancama. Takode,
aktivnost SOD bila je blago snizena u DEHP grupi u poredenju sa kontrolom (p < 0,05), iako
uocena promena nije bila toliko izrazena kao u MIX grupi (p < 0,001). Sli¢no tome, primecen je
znaajan porast TOS u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom grupom i grupama tretiranim
pojedina¢nim supstancama. Takode, ovaj parametar bio blago povisen u BPA i DEHP grupama u
poredenju sa kontrolom (p <0,05), ali ne u istoj meri kao u MIX grupi (p < 0,001). Do smanjenja
TAS doslo je u MIX grupi u poredenju sa kontrolom (p < 0,001) i grupama tretiranim pojedinacnim
supstancama, dok je blago snizenje u poredenju sa kontrolom zabelezeno samo u DEHP grupi (p <
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0,05), a ne i kod BPA i DBP grupe. Stepen oksidativnog stresa u homogenatima tkiva testisa
izracunat je kao odnos izmedu TOS 1 TAS (OSI), koji je u MIX grupi pokazao trend rasta nakon
subakutne izlozenosti smesi toksi¢nih supstanci u poredenju sa kontrolom (p < 0,01), ali i u
poredenju sa DBP grupom (p < 0,05). U slu¢aju SH grupa, zna¢ajno sniZenje primeceno je samo u
MIX grupi u poredenju sa kontrolom (p < 0,01), $to je bio slucaj i sa MDA, znacajno povisenim
samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolom (p > 0,01). U slucaju AOPP nisu zabelezene statisticki
znacajne promene ni u jednoj od tretiranih grupa u poredenju sa kontrolom.

U homogenatu tkiva jetre statisticki znacajne promene zabelezene su samo u slu¢aju TOS i
koncentracije MDA. Uocen je porast TOS u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom grupom, kao i u
poredenju sa BPA grupom. Takode, uocen je porast MDA u MIX grupi u poredenju kako sa
kontrolnom, tako i sa DBP i BPA grupama. Porast MDA uocen je i u DEHP grupi u poredenju sa
kontrolom (p < 0,01), ali nije bio podjednako izrazen kao u MIX grupi (p < 0,001).

U homogenatu tkiva bubrega, uoc¢ene su promene jedino u nivou MDA. Sli¢no kao u slu¢aju
jetre, promene ovog parametra uo¢ene su u DEHP i MIX grupi u poredenju sa kontrolnom grupom.
Medutim, porast MDA bio je izrazeniji u MIX grupi (p < 0,001) u poredenju sa DEHP grupom (p <
0,01). Takode, iako ne statisti¢ki znacajne, odredene promene uocene su u slu¢aju TOS, O2”, SOD i
AOPP parametara. TOS i Oz~ su bili vis§i u MIX grupi u poredenju sa ostalim tretiranim grupama i
kontrolom. S druge strane, iako je AOPP bio vi§i u svim tretiranim grupama u poredenju sa
kontrolom, ovaj parametar je bio najvisi u DEHP grupi.

Znacajan porast TOS mogao je da se primeti u sSamo u MIX grupi u poredenju sa kontrolom
(p <0,01) u homogenatu tkiva pankreasa, kao i smanjenje nivoa SOD i SH grupa. Znacajan porast
nivoa MDA primecen je u DBP, BPA i MIX grupama u poredenju sa kontrolom. Navedena
promena bila je izrazenija u DBP (p <0,01) i MIX grupama (p <0,01) nego u BPA grupi (p <0,05) u
poredenju sa kontrolom. Nije bilo znacajnih promena u Oz~ ni u jednoj od tretiranih grupa u
poredenju sa kontrolom. Takode, nije bilo znac¢ajnih promena ni u jednom od ispitivanih parametara
izmedu grupe MIX i grupa pojedina¢nih supstanci.

U homogenatima tkiva slezine zabelezen je porast MDA i SH grupa jedino u MIX grupi u
poredenju sa kontrolnom. Iako ne statisti¢ki znacajan, takode je uocen i porast SOD u MIX grupi u
poredenju sa ostalim tretiranim grupama i kontrolnom.

U homogenatima tkiva mozga i srca nije zabelezena statisticki znacajna razlika ni u jednom
od ispitivanih parametara.

U homogenatima tkiva plu¢a uo€eno je znaajno sniZenje aktivnosti SOD u MIX grupi u
poredenju sa kontrolnom, kao i u poredenju sa DBP 1 BPA grupama. Takode, snizenje aktivnosti
SOD javilo se i u DEHP grupi (p < 0,05), ali nije bilo toliko izraZzeno kao u MIX grupi (p < 0,01).
Sli¢na promena je zabelezena 1 u koncentraciji AOPP, gde je znaCajan rast koncentracije primecen u
MIX (p < 0,01) grupi i u DEHP grupi (p < 0,05).

Povisenje TOS zabelezeno je samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolom, kao i sa DEHP
grupom u homogenatu tkiva timusa nakon subakutne izloZenosti ispitivanim toksi¢nim
supstancama. Snizenje TAS primeéno je kako kod grupa tretiranim DBP i BPA (p < 0,05), tako i
kod grupe tretiranom smeSom toksicnih supstanci (p < 0,01) u poredenju sa kontrolnom grupom. U
sluc¢aju OSI, poviSena vrednost uocena je u slucaju DBP 1 MIX grupe u poredenju sa kontrolom,
prilikom ¢ega je ova promena bila izrazenija u grupi koja je primala ispitivanu smesu toksi¢nih
supstanci. Povisenje koncentracije Oz~ primeéeno je samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolom.
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Tabela 11. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u plazmi i tkivima nakon oralne
izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA ili njihovoj smesi tokom 28 dana

Uzorak Parametar Kontrola DEHP DBP BPA MIX
Plazma? TOS (pmol/L) Srednja 20,31 21,99 19,747 21,84 24,58*
vrednost
SD 2,289 3,515 4,825 2,577 3,676
Oz (ng/min/L) Srednja 114,3 116,6 114,8 119,5 126,8
vrednost
SD 10,67 12,24 6,979 9,147 13,33
SOD (U/L) Srednja 143,4 139,5 144,2° 144.6" 130,8*
vrednost
SD 3,209 6,921 4,021 4,980 16,01
MDA (pmol/L) Medijana 2,519 3,370* 2,741 3,093 3,889**
Opseg 2,259-2519 | 2,870-3,370 | 2,611-2,741 | 2,194-3,093 | 3,370 - 3,839
SH grupe Srednja 0,1842 0,1582 0,1749 0,1539 0,1441
(mmol/L) vrednost
SD 0,04895 0,02681 0,04125 0,01142 0,02646
Testis TAS (pmol/g Srednja 159,3 137,0*"* 155,01 156,211 99,85%**
proteina) vrednost
SD 20,84 12,72 18,32 20,18 11,68
TOS (umol/g Srednja 0,8973 1,321 1,1287 1,275*" 1,746%**
proteina) vrednost
SD 0,1448 0,1933 0,4113 0,4242 0,1714
OSI indeks Medijana 0,005782 0,009864 0,007593" 0,009397 0,01925**
Opseg 0,004609 - 0,005045 - 0,004607 - 0,008079 - 0,01421 -
0,005782 0,009864 0,007593 0,009397 0,01925
O;" (ng/min/g Srednja 36,98 41,09° 41,87 38,86 49,09***
proteina) vrednost
sD 3,849 5,925 3,451 3,751 6,994
SOD (U/g Srednja 24,64 22,15*7 22,587 22,57 19,38***
proteina) vrednost
SD 1,212 1,253 1,839 2,493 2,271
AOPP Srednja 12,20 12,44 12,91 13,24 12,97
(nmol/g vrednost
proteina SD 1,303 1,508 1,356 1,003 1,520
MDA (pmol/g Medijana 0,2053 0,2593 0,2182 0,2479° 0,3787**
proteina) Opseg 0,1948 - 0,2105 - 0,1901 - 0,1996 - 0,3601 -
0,2707 0,2915 0,3031 0,2748 0,3933
SH grupe Srednja 0,08603 0,07841 0,08149 0,08136" 0,06991**
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,008789 0,007479 0,01301 0,008887 0,005525
Jetra TAS (pmol/g Srednja 46,68 57,49 43,24 52,84 40,39
proteina) vrednost
SD 16,02 20,13 14,10 11,38 12,95
TOS (umol/g Srednja 2,488 3,267 2,728 2,4117 3,939*
proteina) vrednost
SD 0,2893 1,252 0,7511 0,8490 1,179
OSI indeks Medijana 0,034 0,063 0,066 0,045 0,097
Opseg 0,037 - 0,056 0,032 - 0,046 - 0,032 - 0,064 -
0,101 0,084 0,061 0,180
Oy (ng/min/g Srednja 34,88 37,79 35,20 34,28 34,91
proteina) vrednost
sD 3,025 3,601 5,279 2,460 3,496
SOD (U/g Medijana 10,85 12,35 10,41 10,55 10,01
proteina) Opseg 9,807 - 11,83 3,874 - 9,758 - 11,43 6,150 - 11,02 | 7,691 - 10,77
12,67
MDA (umol/g Srednja 0,1916 0,2450** 0,20547" 0,1788f* 0,2608***
proteina) vrednost
SD 0,02350 0,03025 0,04269 0,01547 0,02933
SH grupe Medijana 0,07132 0,08418 0,06818 0,07229 0,06573
(mmol/g Opseg 0,06476 - 0,07394 - 0,06697 - 0,05759 - 0,04491 -
proteina) 0,1025 0,08687 0,07199 0,08220 0,07032
Bubreg? TOS (nmol/g Medijana 3,65 3,90 4,05 3,77 4,65
proteina) Opseg 3,39 - 2,58 - 3,43 - 3,19 - 3,09 -
4,40 5,55 5,47 6,51 5,59
SOD (U/g Medijana 22,47 18,85 18,91 21,13 18,42
proteina) Opseg 5,72 2,35 2,82 6,13 3,29
0" (ng/min/g Medijana 28,48 27,75 29,38 29,85 30,28
proteina) Opseg 24,45 - 22,61 - 26,68 - 29,14 - 25,98 -
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32,59 35,47 32,29 30,26 37,17
MDA (umol/g Srednja 0,64 1,24* 1,05 0,84 1,37**
proteina) vrednost
SD 0,19 0,68 0,28 0,30 0,24
SH grupe Srednja 0,19 0,20 0,18 0,22 0,17
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,06 0,11 0,04 0,07 0,06
AOPP Medijana 5,25 8,03 5,70 5,82 6,36
(pmol/g Opseg 4,20 - 572 - 4,65 - 543 - 6,19 -
proteina) 5,82 8,55 8,18 8,22 7,75
Pankreas® | TOS (umol/g Srednja 1,436 2,170 1,906 2,261 3,004***
proteina) vrednost
SD 0,6239 0,5079 0,5779 0,6097 0,7061
SOD (U/g Medijana 14,18 13,63 12,42 12,54 11,64**
proteina) Opseg 12,72 - 13,43 - 10,66 - 11,43 - 11,15 -
14,87 14,08 12,59 13,88 12,17
02" (ng/min/g Srednja 31,89 29,41 37,40 32,29 37,74
proteina) vrednost
SD 10,38 9,553 7,125 4,354 9,542
MDA (umol/g Srednja 0,1657 0,2020 0,2356** 0,2082* 0,2373**
proteina) vrednost
SD 0,02453 0,03479 0,04888 0,03086 0,03453
SH grupe Srednja 0,06488 0,04962 0,05313 0,05322 0,04305*
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,02060 0,01737 0,008146 0,01015 0,01479
Slezina® TOS (nmol/g Srednja 8,161 8,260 8,444 7,897 8,083
proteina) vrednost
SD 0,8327 1,269 0,4569 0,6982 0,8924
O (ng/min/g Medijana 20,50 20,21 19,98 20,26 24,71
proteina) Opseg 4,770 3,956 0,9139 2,829 3,875
SOD (U/g Medijana 17,41 16,83 13,83 13,13 18,31
proteina) Opseg 14,48 - 12,03-18,58 | 11,59-14,78 | 11,69-15,27 | 15,85 - 25,06
17,91
MDA (pmol/g Medijana 0,7702 0,8341 0,9105 1,023 1,305*
proteina) Srednja 0,1673 0,1664 0,05938 0,1302 0,3663
vrednost
SH grupe Medijana 1,117 1,209 1,320 1,483 1,893*
(mmol/g Opseg 0,2426 0,2413 0,08611 0,1887 0,5312
proteina)
AOPP Srednja 5,450 5,440 5,930 5,756 5,603
(nmol/g vrednost
proteina) SD 1,754 0,9872 2,313 2,864 0,5393
Mozak? TOS (pumol/g Srednja 2,279 2,625 2,687 2,406 2,343
proteina) vrednost
SD 0,5511 0,2858 0,4708 0,4596 0,3005
O, (pg/min/g Srednja 41,09 36,61 40,62 38,57 38,12
proteina) vrednost
SD 7,232 1,118 2,066 2,551 1,782
SOD (U/g Srednja 22,36 24,84 22,83 24,59 24,54
proteina) vrednost
SD 3,264 2,373 2,493 2,491 2,052
MDA (umol/g Srednja 2,165 2,178 2,262 2,085 2,324
proteina) vrednost
sD 0,4455 0,2621 0,5928 0,7025 0,5315
SH grupe Srednja 0,2088 0,1952 0,2314 0,2117 0,1932
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,05200 0,03836 0,02454 0,04100 0,03616
AOPP Srednja 12,20 13,29 14,10 13,39 13,94
(nmol/g vrednost
proteina) SD 1,392 3,397 1,939 2,732 1,940
Srce? TOS (umol/g Srednja 3,863 3,834 3,794 3,962 3,623
proteina) vrednost
SD 0,4118 0,7512 0,4990 0,2269 0,5207
SOD (U/g Srednja 9,667 9,512 8,618 9,140 8,934
proteina) vrednost
SD 1,668 0,4768 1,116 0,8271 0,9344
O, (ng/min/g Srednja 13,57 13,00 13,21 13,97 13,46
proteina) vrednost
SD 0,9924 0,7925 0,8675 1,521 1,133
MDA (pmol/g Srednja 0,2196 0,2146 0,2190 0,2154 0,2152
proteina) vrednost
SD 0,02367 0,02903 0,04584 0,02141 0,03572
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SH grupe Srednja 0,04999 0,05392 0,05646 0,06040 0,05905
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,008988 0,01024 0,006752 0,006268 0,01316
AOPP Srednja 5,968 6,178 6,396 6,044 7,336
(nmol/g vrednost
proteina) SD 1,061 0,8917 1,029 1,392 1,600
Pluéa? TOS (umol/g Srednja 4,89 5,03 5,25 5,24 5,35
proteina) vrednost
SD 0,80 0,73 0,35 0,73 0,85
SOD (Ulg Srednja 21,04 17,65" 19,15° 19,69° 15,21™
proteina) vrednost
SD 2,20 1,42 2,71 3,67 2,04
02" (ng/min/g Srednja 22,92 23,13 25,23 24,68 25,61
proteina) vrednost
SD 3,08 5,60 3,14 3,23 2,66
MDA (pmol/g Srednja 0,84 0,84 1,01 1,03 1,02
proteina) vrednost
SD 0,12 0,18 0,14 0,27 0,26
SH grupe Srednja 0,18 0,21 0,17 0,21 0,18
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,07 0,03 0,05 0,05 0,06
AOPP Srednja 9,338 11,50* 10,63 9,842 11,69**
(nmol/g vrednost
proteina) SD 1,58 1,26 1,55 2,10 0,81
Timus TOS (pumol/g Srednja 2,94 2,917 3,51 3,35 4,00*
proteina) vrednost
SD 0,76 0,78 0,45 0,51 0,76
TAS (umol/g Srednja 170,1 1534 145,7* 143,6* 135,5**
proteina) vrednost
SD 16,85 21,72 9,445 10,74 14,32
OSl indeks Srednja 0,016 0,020" 0,024* 0,024 0,030**
vrednost
SD 0,006 0,008 0,004 0,005 0,005
SOD (U/g Srednja 19,18 18,62 20,05 17,68 16,25
proteina) vrednost
SD 0,92 2,88 1,68 5,35 3,73
Oy (ng/min/g Srednja 21,55 23,56 23,14 24,65 25,98*
proteina) vrednost
SD 4,34 2,15 1,95 2,98 3,71
MDA (pmol/g Medijana 0,59 0,72 0,53 0,69 0,82
proteina) Opseg 0,52-0,78 0,69 - 0,86 0,41-0,75 0,48-1,04 0,68 - 1,02
SH grupe Medijana 0,086 0,076 0,069 0,060 0,052
(mmol/g Opseg 0,066 - 0,060 - 0,082 | 0,057-0,078 | 0,056-0,076 | 0,043 0,057
proteina) 0,095
AOPP Srednja 16,44 15,74 15,98 17,23 18,13
(nmol/g vrednost
proteina) SD 1,95 1,61 2,12 3,06 3,34

TAS: totalni antioksidativni status, TOS: totalni oksidativni status, O.: superoksidni anjon radikal, SOD: aktivnost
enzima superoksid dismutase, AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. Advanced oxidation protein
products), MDA: malondialdehid, SH grupe: ukupne sulfhidrilne grupe. DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat (50 mg/kg
t.m/dan); DBP: dibutil ftalat (50 mg/kg t.m/dan); BPA: bisfenol A (25 mg/kg t.m/dan); MIX: smesa (50 mg/kg t.m/dan
DEHP + 50 mg/kg t.m/dan DBP + 25 mg/kg t.m/dan BPA). ?U oznac¢enim uzorcima nije bilo moguc¢e odredivanje TAS
i izracunavanje OSI indeksa.

41.1.9. Bioelementi

Bioelementi (Cu, Zn i Fe) mereni u homogenatima tkiva jetre, bubrega, srca, plu¢a i timusa
posle oralne izlozenosti pacova DEHP, DBP, BPA i njihovoj smesi tokom 28 dana prikazani su u
Tabeli 12.

Od izmerenih bioelemenata u tkivu jetre, znacajna razlika je uoc¢ena u slu¢aju Zn i Fe. Dok
je Zn bio smanjen i u DEHP 1 u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom, ova promena je bila
izrazenija u MIX grupi. U slucaju nivoa Fe, ovaj parametar je bio znacajno poviSen samo u MIX
grupi u poredenju sa kontrolnom.

Nije bilo znafajnih promena u tkivu bubrega ni za jedan od ispitivanih bioelemenata.
Medutim, moZe se primetiti da je koncentracija Cu bila neSto niza u MIX grupi u poredenju sa svim
ostalim grupama. Pored toga, koncentracija Cu je takode bila niza u svim tretiranim grupama u
poredenju sa kontrolom. Sli¢no, koncentracija Fe je bila viSa u svim tretiranim grupama u poredenju
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sa kontrolom. Medutim, ovaj parametar je bio nesSto visi u DEHP grupi u poredenju sa MIX
grupom.

U homogenatima tkiva srca nije primecena nijedna statisticki znacajna promena u tretiranim
grupama u odnosu na kontrolnu. Iako ne statisticki znacajno, primeceno je da je Cu nizi u tretiranim
grupama u odnosu na kontrolnu. Takode, Zn je bio nesto visi u svim tretiranim grupama u odnosu
na kontrolnu. Koncentracija Fe bila je nesto visa u DEHP i DBP grupi u odnosu na kontrolnu i niza
u BPA i MIX grupi u odnosu na kontrolnu.

Cu i Fe izmereni u tkivu pluca bili su u nivou kontrolnih vrednosti, kao i Cu u tkivu timusa.
Koncentracija Zn u plu¢ima bila je znacajno snizena samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom,
dok je najizraZenije poviSenje Zn u tkivu timusa zabelezeno u MIX grupi (u poredenju sa
kontrolnom, DBP i BPA grupom). U tkivu timusa, povecanje Zn je takode bilo prisutno u DEHP
grupi, ali ne tako izrazeno kao u MIX. Nakon tretmana smeSom, takode su se javile promene u
nivou Fe (p < 0,05), mada ne tako primetne kao u sluc¢aju Zn (p < 0,01). Medutim, promena nivoa
Fe mogla se primetiti samo u MIX grupi.

Tabela 12. Bioelementi (Cu, Zn i Fe) u razli¢itim tkivima nakon oralne izlozenosti pacova DEHP,
DBP, BPA ili njihovoj smesi tokom 28 dana

Organ Parametar Kontrola DEHP DBP BPA MIX
(nmol/kg)
Jetra Cu Srednja 3,23 3,23 3,22 3,25 3,21
vrednost
SD 0,134 0,231 0,199 0,214 0,238
Zn Srednja 26,13 23,77** 25,367 25,277 23,29%**
vrednost
SD 1,62 1,35 1,77 0,576 1,570
Fe Srednja 60,91 66,17 65,91 64,31 67,84*
vrednost
SD 6,176 9,290 4,783 2,665 5,798
Bubreg Cu Medijana 5,23 5,09 5,00 4,80 4,55
Opseg 4,98 - 4,75 - 4,69 - 4,45 - 4,34 -
5,68 5,81 5,54 4,95 5,86
Zn Srednja 20,63 20,79 19,71 19,69 19,71
vrednost
SD 0,93 1,29 0,42 0,90 0,98
Fe Srednja 58,70 59,66 66,72 60,83 61,37
vrednost
SD 5,79 10,10 10,44 6,78 6,52
Srce Cu Srednja 4,812 4,151 4,716 4,162 4,704
vrednost
SD 0,7997 0,6303 0,4395 0,6633 0,6848
Zn Srednja 13,98 14,05 15,07 14,24 14,97
vrednost
SD 1,291 1,912 0,6889 0,4772 1,292
Fe Srednja 60,22 61,16 63,86 55,63 55,39
vrednost
SD 9,920 6,829 2,985 4,301 6,467
Pluéa Cu Srednja 0,74 1,02 1,01 0,93 1,00
vrednost
SD 0,28 0,10 0,13 0,29 0,26
Zn Srednja 16,60 16,69 16,47 16,73 15,44*
vrednost
SD 1,10 1,34 1,26 0,88 0,94
Fe Srednja 79,33 77,60 75,35 86,25 75,63
vrednost
SD 12,20 8,34 18,02 6,35 11,41
Timus Cu Srednja 0,71 0,96 0,65 0,86 1,09
vrednost
SD 0,44 0,48 0,53 0,48 0,60
Zn Srednja 14,98 17,00* 15,55" 15,621 17,45%*
vrednost
SD 1,81 1,20 1,35 0,55 1,22
Fe Srednja 14,15 18,41 16,70 19,02 20,07*
vrednost
SD 3,76 3,83 6,82 3,86 2,86

Cu: bakar, Zn: cink, Fe: gvozde, DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat (50 mg/kg t.m/dan); DBP: dibutil ftalat (50 mg/kg
t.m/dan); BPA: bisfenol A (25 mg/kg t.m/dan); MIX: smesSa (50 mg/kg t.m/dan DEHP + 50 mg/kg t.m/dan DBP + 25
mg/kg t.m/dan BPA)
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4.1.2. Invivo rezultati na modelu zebrice

4.1.2.1. Letalni i efekti na rast i razvoj

Kao $to je prikazano na Slici 14, sve testirane supstance ispoljile su toksi¢an efekat na
embrionima zebrice pri svakoj primenjenoj koncentraciji. Prema utvrdenom ECsp, toksi¢ni efekat
DBP bio je najizrazeniji, zatim BPA i DEHP. Cak i pri niskoj testiranoj koncentraciji od 1 pg/mL,
DBP je ispoljio stetne efekte, sprecavaju¢i naduvavanje plivace beSike kod 80% tretiranih
embriona, dok su BPA i DEPH izazvali isti toksicni efekat pri koncentraciji od 2,5 pg/mL.
Medutim, sve ispitivane supstance pri primeni u koncentracijama > 5 pg/mL izazvale su teratogene
malformacije (deformisana glava, o¢i 1 otoliti) i pojavu znakova kardiotoksi¢nosti i
smanjenu resorpcija pri 5 pg/mL (§to ukazuje na hepatotoksi¢nost) i veliki perikardijalni edem pri
10 pg/mL (ukazuje na kardiotoksi¢nost).

A)120% - m  letalni efekti o teratogeniefekti O bezefekta

ECso (Hg/mL)

BPA 171
DEHP 3.16
DBP <1

05 1 25 5 10 1.2 5 10 20 1.2 5 10 20 &,

8, 8p, 8p,
49 4_1‘4?. s

BPA DEHP DBP

B)

~Z o

DMSO (0.25%)

x
(5+10 + 10 pg/mL)

Uginuée svih embriona

(10 + 20 + 20 pg/mL)

BPA (10 pg/mL) X DEHP (20 pg/mL) DBP (20 ug/mL)
Slika 14. Akutna toksi¢nog nakon 5-dnevnog izlaganja embriona zebrica razli¢itim koncentracijama
BPA, DEHP, DBP 1 njihovoj smesi (n = 90 po dozi)

A. Dozno-zavisno prezivljavanje i teratogenost i B. morfologija embriona zebrice. Toksi¢nost svake supstance je
izrazena kao ECso vrednost (efikasna koncentracija koja izaziva toksi¢ni efekat kod 50% embriona). Primenjene
supstance i njihove smeSe izazvale su dozno-zavisne toksi¢ne efekte, ukljucuju¢i nedostatak naduvavanja plivacke
besike (crvena strelica), perikardijalni edem (crna strelica), malformacije glave (zagrada), vilice (vrh strelice), o¢iju
(bela zvezdica) i otoliti (kutije), kao i znaci hepatotoksi¢nosti (neresorbovano Zumance — sa zvezdicom). Smesa
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toksi¢nih supstanci je izazvala smrt svih embriona pri koncentracijama BPA + DEHP + DBP od 10 + 20 + 20 pg/mL.
DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP: dibutil ftalat; BPA: bisfenol A; MIX: DEHP + DBP + BPA.

Za razliku od toksi¢nog dejstva DEHP, DBP i BPA pri samostalnoj primeni, smeSa ove tri
supstance bila je znatno toksi¢nija. Smesa DEHP+DBP+BPA je izazvala ozbiljnu hepatotoksi¢nost
(neresorbovano i nekroticno Zzumance), kardiotoksi¢nost (perikardni edem, malformacija srca i
usporen rad srca) i ozbiljni deformiteti tela (smanjena duzina, skolioza i deformisana glava, vilica,
o¢i i otoliti) u kombinaciji koncentracija od 5 + 10 + 10 pg/mL. Stavi$e, svi embrioni su uginuli
nakon trodnevnog izlaganja smes$i DEHP, DBP i BPA pri koncentracijama od 10, 20 i 20 pg/mL,

.....

nakon pet dana tretmana (Slika 14B).

4.12.2. Hepatotoksicnost

Transgeni Tg(-2,8fabp10a:EGFP) embrioni zebrica sa ¢elijama jetre koje eksprimiraju GFP
bili su izlozeni razli¢itim koncentracijama testiranih supstanci i njihovim kombinacijama. Embrioni
su bili izlozeni na 72 hpf pa nadalje, kada se jetra formira, vaskularizuje i po€inje sa metabolickim
transformacijama apsorbovanih jedinjenja. Nakon 2-dnevnog izlaganja, embrioni su analizirani na
veli¢inu jetre, fluorescenciju i znake nekroze, kao i indeks povr$ine jetre (engl. Liver area index,
LA) koji predstavljaju krajnje ishode hepatotoksi¢nosti.

Prema analiziranim parametrima, pogotovo LA indeksu, ustanovljeno je da BPA ima
suprotan efekat od DEHP i DBP. Dok je BPA znafajno smanjio veli¢inu i fluorescenciju jetre u
zavisnosti od koncentracije u poredenju sa onim u kontrolnoj grupi, ftalati su povecali veli¢inu jetre,
dovodec¢i do hepatomegalije, posebno DEHP (Slika 15). U poredenju sa kontrolnom grupom, LA
indeks zebrica tretiranih BPA bio je smanjen za 16% pri niskoj koncentraciji od 1 pg/mL i za 45%
pri 10 pg/mL (Tabela 13, p < 0,0001 za obe). Sa druge strane, DEHP i DBP su izazvali dvostruki
efekat na veli¢inu jetre u zavisnosti od njihove koncentracije. Nakon 2-dnevnog izlaganja, otkriveno
je da DEHP i DBP smanjuju LA indekse kod embriona pri koncentracijama od 1 pg/mL (za 27%, p
<0,0001) i 1 -5 pg/mL (8-12%, p < 0,006), redom. Medutim, LA indeks bio je znacajno povisen
pri koncentracijama DEHP > 5 ug/mL (do 27%, p < 0,0001) i DBP > 10 pg/mL (12-15%, p <
0,0001). Pored $tetnog uticaja na veli¢inu i fluorescenciju jetre, vazno je napomenuti da su BPA i
DBP izazvali nekrozu zumanceta (Slika 15) i pojavu perikardijalnog edema.

S druge strane, masa hepatotoksicnog efekta kod embriona izlozenih smesi
DEHP/DBP/BPA bila je mnogo veca nego kod bilo koje pojedina¢ne supstance. Dok tretmani sa
sve tri supstance u kombinaciji koncentracija 0,5 + 1 + 1 pug/mL i 1 + 2 + 2 pg/mL nisu imali
uticaja na LA indeks u poredenju sa onim u kontrolnoj grupi (p > 0,1), izloZenost ispitivanoj smesi
toksi¢nih supstanci pri vi§im koncentracijama znacajno je smanjila i LA indeks i veli¢inu jetre (p <
0,001, ANOVA) (Tabela 13). Stavise, fluorescencija jetre bila je jedva vidljiva i LA indeks je
smanjen za 43% kod zebrica tretiranih sa 5 + 10 + 10 pg/mL BPA + DEHP + DBP, dok su se javili
teSki perikardijalni (kardiotoksi¢nost) i telesni edem (nefrotoksi¢nost). Medutim, nijedan od
embriona nije preziveo izlaganje smesi u koncentracijama od 10 + 20 + 20 pg/mL tokom dva dana
(slika 15A). Svi ovi podaci ukazuju na jasan obrazac delovanja BPA na razvoj jetre embriona
zebrica, ali na dvostruku prirodu aktivnosti ftalata. Dok je povecanje koncentracije BPA, kao i
DEHP i DEBP u koncentracijama < 2 pg/mL ili < 5 pg/mL znacajno smanjilo LA indeks,
izloZenost visoj koncentraciji ftalata je rezultirala znacajnim povecanjem vrednosti LA indeksa
(hepatomegalija). Imajuci u vidu ovako suprotnu aktivnost BPA i ftalata na razvoj jetre, ukazuje da
je efekat njihove smeSe u modelu zebrice voden BPA.
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Slika 15. Hepatotoksi¢nost nakon izlaganja embriona zebrice Tg(-2.8fabpl0a:EGFP) sa
fluorescentno obelezenom jetrom (n = 10) razli¢itim koncentracijama BPA, DEHP, DBP i njihovoj
smesi u razli¢itim koncentracijama

Hepatotoksi¢nost se procenjuje prema A. fluorescenciji jetre i B. indeksu povrSine jetre u odnosu na kontrolnu grupu
(tretiranu DMSO). Indikovan je razvoj perikardijalnog edema (isprekidana strelica) i neresorbovanog Zumanceta
(zvezdica) nakon primenjenih tretmana. Statisticka znacajna razlika u indeksu povrsine jetre (engl. Liver area index,

LA) izmedu tretiranih i netretiranih grupa oznacena je zvezdicama (***p < 0,001). DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP:
dibutil ftalat; BPA: bisfenol A; MIX: DEHP + DBP + BPA.

Tabela 13. Efekat DEHP, DBP i BPA i njihove smeSe na razvoj jetre embriona zebrice nakon
dvodnevnog izlaganja procenjen prema indeksu povrsine jetre (engl. Liver area index, LA)

LA indeks

LA indeks (srednja

Tretman vrednost + SD) (veli¢ina i obim promene u odnosu
na kontrolnu grupu)

Kontrola 148+0,7 100% /
DEHP 1 pg/mL 108+04 73% 0,7(1)™
DEHP 2 pg/mL 15,2+ 0,4 102% 1
DEHP 5 pg/mL 178+1,1 120% 1,2(1)™
DEHP 10 pg/mL 18,8+1,8 127% 1,3(1)™
DEHP 20 pug/mL 188+1,1 127% 1,3(1)™
DBP 1 pug/mL 131+14 88% 0,9 ()™
DBP 2 ug/mL 13,7+£0,8 93% 0,9 ()™
DBP 5 pug/mL 136+14 92% 0,9 ()™
DBP 10 pg/mL 17,0£1,6 115% 1,2(1)™
DBP 20 ug/mL 165+14 112% 1,1()™
BPA 0,5 pg/mL 145+£0,6 98% 1
BPA 1 pg/mL 12,4+0,6 84% 0,8 (1)
BPA 2,5 pg/mL 10,8+1,8 73% 0,7 (1)™
BPA 5 pg/mL 9,1+0,4 61% 0,6 (1)™
BPA 10 pg/mL 81+13 55% 0,5()™
MIX1(0,5+ 1+ 1 ug/mL) 148+0,9 100% 1
MIX2 (1 + 2+ 2 pg/mL) 13,7+1,9 92% 0,9 (1)™
MIX3 (2,5 +5 + 5 pg/mL) 9,5+0,6 64% 0,6 (1)™
MIX4 (5 + 10 + 10 pg/mL) 6,4+1,6 43% 0,4 ()™

DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP: dibutil ftalat; BPA: bisfenol A; MIX: DEHP + DBP + BPA.
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4.1.2.3.  Benémark analiza doza-odgovor

Da bi se dalje istrazila hepatotoksi¢nost izazvana ispitivanim supstancama i njihovom
smeSom na embrionima zebrice u smislu odnosa doza-odgovor, BMD analiza je izvrSena pomocu
PROAST softvera. Ispitana je zavisnost hepatotoksi¢nosti (procenjena na osnovu LA indeksa) od
koncentracija ispitivanih supstanci prisutnih pojedinac¢no ili u smesi. Dobijeni grafici (broj iteracija:
200) zasnovani na fitovanju najboljeg modela prikazani su na Slici 16. Rezultati su izrazeni kao
BMDL i BMDU i predstavljaju donju i gornju granicu intervala pouzdanosti od 95 procenata,
redom. Trend Krive je bio suprotan u slucaju oba ispitivana ftalata kada su prisutni sami u poredenju
sa onim kada su prisutni u smesi sa BPA, §to ukazuje na to da je BPA diktirao efekat smese. Pored
toga, BMDL za oba ftalata bio je niZi u slucaju izloZenosti smesi u poredenju sa pojedinacnom
izlozenos§¢u, $to ukazuje na to da koncentracije ¢ak i vise od 0,55 pg/mL (i za DEHP i za DBP)
mogu dovesti do 5% smanjenja LA indeksa kada su prisutni u smesi sa BPA. S druge strane,
BMDL za BPA bio je veéi kada je prisutan u smesi sa ftalatima (0,275 pg/mL za razliku od 0,0891
pg/mL kada je prisutan sam). Takode je vazno napomenuti da su svi intervali pouzdanosti bili uski
(odnos BMDL i BMDU manji od 10), sto ukazuje na visok nivo pouzdanosti [157], osim intervala
pouzdanosti za BPA kada je prisutan sam, koji je bio bio nesto §iri. Sirina pomenutog BMDI
intervala moze se pripisati statistickim nesigurnostima predlozenih modela [130].
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Slika 16. Dozna zavisnost hepatotoksi¢nosti kod embriona zebrice procenjena na osnovu indeksu
povrsine jetre u razli¢itim scenarijima izlozenosti

A.DEHP (0, 1, 2, 5, 10, 20 pg/mL); B. DBP (0, 1, 2, 5, 10, 20 pug/mL); C. BPA (0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10 pug/mL); D. DEHP
(0, 1,2, 5, 10 pg/mL) kada je prisutan u smasi sa DBP (0, 1, 2, 5, 10 pg/mL) i BPA (0,5, 1, 2,5, 5 ug /mL); E. DBP (0,
1,2, 5, 10 pg/mL) kada je prisutan u smesi sa DEHP (0, 1, 2, 5, 10 pg/mL) i BPA (0,5, 1, 2,5, 5 ung /mL); i F. BPA (0,5,
1, 2,5, 5 pg/mL) kada je prisutan u smesi sa DEHP (0, 1, 2, 5, 10 pg/mL) i DBP (0, 1, 2, 5, 10 pg/mL) nakon
dvodnevnog izlaganja. Broj iteracija: 200. DBP: dibutil ftalat; DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; BPA: bisfenol A.
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4.1.3. Insilico rezultati toksikogenomicke analize podataka

4.1.3.1. Interakcije sa genima

Prvi korak in silico analize u okviru ove doktorske disertacije ukljucivao je identifikaciju
gena i interakcija povezanih sa 14 ftalata prisutnih u CTD bazi podataka, kao sa i BPA (Tabela 14).
Informacije predstavljene u Tabeli 14 dobijene su sa Gene kartica na CTD internet stranici za svaku
od ispitivanih supstanci za sve vrste organizama uklju¢ene u CTD bazu podataka, imajuci u vidu da
su svi geni/proteini navedeni u CTD samo ako su takode prisutni u ljudskom genomu [158].
Ekstrahovani podaci su pokazali da su DEHP i DBP, interagovali sa 4617 i 5929 gena, ispoljavajuci
7674 1 7076 interakcija, redom. Zbir njihovih 14728 interakcija ¢inio je 77,58% svih 19012
interakcija ftalata, dok je zbir gena sa kojima su stupili u interakciju bio 73,51% od svih 14345 gena
sa kojima su ftalati interagovali na osnovu CTD baze podataka. Stavise, pomoéu ,,Comps* kartica
sa podacima u CTD bazi, otkriveno je da je DBP ftalat koji se najbolje moze porediti sa DEHP, sa
1375 zajednickih gena u interakciji. Dakle, kao najceS¢e pretrazivani i uporedivi ftalati, DEHP i
DBP, koji su obuhvaéeni istrazivanjem ove doktorske disertacije, su dalje razmatrani za
toksikogenomicku analizu, zajedno sa BPA, koji, sa 23528 gena i 54074 interakcija, spada u
hemikalije koje u CTD imaju najvise unetih podataka. VenViewer CTD alat je dao podatak da
postoji 1361 zajednickih gena za DEHP, DBP i BPA, §to sugeriSe moguénost da ove tri supstance
pokazuju sli¢ne toksikogenomicke interakcije i Stetne efekte na ljudsko zdravlje. Odredeni skup
podataka za tri ispitivane supstance dalje je analiziran da bi se ilustrovao obim CTD i istakle
njegove potencijalne primene za procenu toksi¢nosti smesa.

Tabela 14. Broj gena/proteina i interakcija za ftalate i bisfenol A (CTD (http://CTD.mdibl.org))

Hemikalija Broj gena | Broj interakcija
Dibutil ftalat 5929 7076
Bis(2-etilheksil) ftalat 4617 7674
Diizobutil ftalat 1308 1331
Dicikloheksil ftalat 856 875
Dimetil ftalat 727 735
Butilbenzil ftalat 265 503
Diizononil ftalat 221 295
Dietil ftalat 183 208
Diizodecil ftalat 95 107
Di-n-pentil ftalat 56 83
Di-n-heksil ftalat 25 37
Diheptil ftalat 23 24
Ftalna kiselina 22 43
Di-n-oktil ftalat 18 21
Zbir 14345 19012
Bisfenol A 23528 54074

4.1.3.2. Ostecenje jetre

Prema nalazima ovog istrazivanja, bilo je 148, 136 1 338 gena povezanih sa oSteCenjem jetre
izazvanim hemikalijama, koji su istovremeno povezani sa izlozenos¢u DEHP, DBP i BPA. Od toga,
75 gena bilo je povezano sa sve tri ispitivane supstance (Tabela 15).
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Tabela 15. Geni ukljuceni u razvoj ostecenja jetre izazvanog hemikalijama DEHP, DBP,

njihovom

smesom (CTD (http://CTD.mdibl.org) + MyVenn CTD

(http://ctdbase.org/tools/myVenn.go))

Ostecenje jetre

DEHP (148)

AASS | ABCB1 | ABCB1A | ABCB1B | ABCC2 | ACSL1 | ACTB | ACTR3 | ADIPOQ | AGT | AHR | ALDHOAL |
ANXA2 | APOE | BAX | BLVRB | C3 | CA3 | CAT | CCL2 | CCR2 | CCT3 | CELAL | CKB | CLU | CP | CRP |
CTNNBL | CTSE | CXCL1 | CYP1A2 | CYP2B6 | CYP2EL | CYP3A23-3A1 | CYP3A4 | CYP4A3 | CYPSBL |
DBT | DGAT2 | DHFR | DLAT | DNAJB9 | DNAJC12 | EDEM1 | ENO1 | EPHX1 | FADS2 | FASN | FLT1 |
FMO3 | GDA | GPT | GSN | GSR | GSTA4 | GSTM1 | GSTM2 | GSTM3 | GSTM4 | GSTO1 | GSTP1 | GULO |
HACL1 | HADHA | HLA-DQB1 | HMOX1 | HSPAS | IDO2 | IFNG | IGF1 | IL1B | IL4 | IL6 | KITL | KRT18 |
KRT8 | LCN2 | LGALS3 | LTF | MDH1 | MEL | MIR107 | MIR132 | MIR141 | MIR143 | MIR150 | MIR17 |
MIR188 | MIR18A | MIR191 | MIR200C | MIR221 | MIR222 | MIR30A | MIR320A | MIR345 | MIR410 | MIR423
| MIR484 | MIR574 | MIR877 | MIR879 | MIR93 | MIRLET7B | MIRLET7C | MMP2 | MMP9 | NFE2L2 |
NOTCH1 | NROB2 | NR1H3 | NR1H4 | NR1I2 | NR1I3 | NR2F2 | NR5A2 | PAHB | PAN2 | PDK4 | PEX11A |
PLAT | PLG | PNRC1 | PPARA | PTGS2 | PYGL | PZP | REEP5 | RGN | S100A11 | SELENBP1 | SERPING1 |
SLC13A4 | SLCO1B1 | SOD1 | SOD2 | SPP1 | SULTIEL | SUOX | TF | TMEM117 | TNF | TTR | TUBAIA |
TUBB4B | UGT1A9 | VEGFA | VIM

DBP (136)

ACTB | ACTN4 [ ACTR3 | AHR | ALDHOAL | ALDOB | APOE | ARG1 | ARNT | ATG5 | ATOH8 | BAX | BDHL |
BDKRB2 | BLVRB | CAP1 | CAT | CCL2 | CCT3 | CDC25B | CHRM3 | CKB | CLU | COQ9 | CP | CTNNBL |
CXCL1 | CXCL10 | CYP1A2 | CYP2C11| CYP2EL | CYP3A23-3A1| CYP3A4 | DBT | DHFR | DNAJBO | DSC2 |
ECHS1 | ENOL | EPHX1 | F3 | FADSL | FADS2 | FASN | GADD45A | GCLC | GCLM | GOT1 | GPD1 | GPT |
GSN | GSR | GSTA4 | GSTM2 | GSTOL | GSTP1 | HADHA | HAO2 | HMGB1 | HMOX1 | HSPAG5 | IDO2 | IFNG |
IGFL|IL17A| IL1B [ IL1R2 | IL4 | IL6 | IMMT | IRAKL | ITPR1 | KRT18 | KRT8 | LCN2 | MAP1LC3B | MCCC1
| MDH1 | ME1 | MED1 | MIR141 | MIR200C | MIR30A | MIR30B | MMP2 | MMP9 | MTPN | NDUFS3 | NFE2L2
| NME2 | NOTCH1 | NROB2 | NR1I2 | NR1I3 | NR2F2 | OGDH | PARK7 | PDLIM5 | PEX11A | PGML1 | PLAT |
PLG | PLS3 | PNP | PNRC1 | PPARA | PRKCD | PRKDC | PTGS2 | PUML | PYGL | PZP | RASAL | RBP1 |
SELENBP1 | SEMA4A | SERPING1 | SNX18 | SOD1 | SOD2 | SOD3 | SORD | SORL1 | SPP1 | SRP72 |
SULTIE1| TAGLN2 | TBXA2R | TMEM164 | TNF | TUBALA | UNC93B1 | VEGFA | VIM | VWF | WASL

BPA (338)

AASS | ABCBI | ABCB1A | ABCB1B | ABCC1 | ABCC2 | ABI1 | ACOX3 | ACSLL | ACTB | ACTN4 | ACTR3 |
ADAMS | ADIPOQ | AGT | AHR | AIFM1 | AKR1A1 | ALB | ALDH1L2 | ALDH9AL | ALDOB | AMBP |
ANXA2 | ANXA6 | APOAL | APOE | APOH | ARG1 | ARNT | ATG5 | ATOHS | ATP6VID | BAX | BDHL1 |
BDKRB2 | BLVRB | BPNTL | BRD4 | BTD | C3 | CA3 | CADPS2 | CANX | CAP1 | CAR3 | CAT | CCDCB80 |
CCL2 | CCR2 | CCT3 | CCT5 | CDC25B | CDS1 | CELAL | CFAP20 | CFH | CHRM3 | CKB | CLU | COL14ALl |
COL3A1 | COQ9 | CP | CPS1 | CRP | CSF3 | CTNNB1 | CTSE | CXCL1 | CXCL10 | CYP1A2 | CYP2A6 |
CYP2B6 | CYP2C19 | CYP2C9 | CYP2EL | CYP2K18 | CYP3A23-3A1 | CYP3A4 | CYP4A3 | CYPSBL | DBT |
DDB1 | DGAT2 | DHFR | DHRS7 | DLAT | DNAJBY | DNAJC12 | DSC2 | E2F1 | ECHDC1 | ECHS1 | EDEM1 |
EIF2AK1 | EIFAEBP2 | ENOL1 | EPHX1 | ERLECI | ERN1 | F3 | FADS1 | FADS2 | FASN | FCMR | FGA | FLT1 |
FMO3 | FTL1 | GADD45A | GANAB | GC | GCLC | GCLM | GDA | GDI1 | GGH | GLUD1 | GOT1 | GPD1 | GPT |
GRK4 | GSN | GSR | GSTA4 | GSTML | GSTM2 | GSTM3 | GSTM4 | GSTO1 | GSTP1 | GSTTL | GSTTIB |
GULO | H19 | HACL1 | HADHA | HAO2 | HAVCR1 | HBA-AL | HLA-B | HLA-DRB1 | HMGB1 | HMOX1 | HPD
| HPRT | HPX | HRH2 | HSPAS | IDO2 | IFNG | IGFL | IL11 | IL17A | IL18 | ILLA | IL1B | ILIR2 | IL22 | IL4 | IL6
[ IMMT | IRAK1 | ITPRL | JUND | KITL | KNG1 | KRT18 | KRTS | LAP3 | LBP | LCN2 | LGALS3 | LRAT | LTF |
MALAT1 | MAPLLC3B | MAP3KS5 | MATIA | MCCC1 | MDH1 | ME1 | MED1 | MIR100 | MIR107 | MIR10B |
MIR122 | MIR141 | MIR143 | MIR149 | MIR150 | MIR188 | MIR192 | MIR193B | MIR194-1 | MIR19A |
MIR200C | MIR203 | MIR21 | MIR218-1 | MIR221 | MIR222 | MIR23B | MIR27B | MIR30B | MIR320A |
MIR335 | MIR337 | MIR338 | MIR342 | MIR34A | MIR34C | MIR362 | MIR423 | MIR452 | MIR455 | MIR497 |
MIR499A | MIR505 | MIR532 | MIR885 | MIR93 | MIRLET7C | MIRLET7G | MMP2 | MMP9 | MST1 | MSTIR |
MTHFR | MTPN | NAT2 | NDUFS3 | NFE2L2 | NFXL1 | NME2 | NOTCH1 | NOX4 | NROB2 | NR1H3 | NR1H4 |
NR1I2 | NR1I3 | NR2F2 | NR5A2 | NREP | OAS1A | OCIAD1 | OGDH | P4HB | PAH | PAN2 | PANX1 | PARKY |
PC | PCOLCE | PCYT1A | PDK4 | PDLIMS | PEX11A | PGM1 | PLAT | PLG | PLS3 | PNP | PNRC1 | POLG |
POLR2G | PON1 | PPARA | PPTC7 | PRKCD | PRKDC | PTF1A | PTGS2 | PUML | PYGL | PZP | RBP1 | RDH13 |
REEP5 | RGN | RIPK3 | S100A11 | SELENBP1 | SEMA3A | SEMA4A | SENP2 | SERPINA6 | SERPINGI |
SESN2 | SGF29 | SHC1 | SLC10A7 | SLC13A4 | SLC22A8 | SLC25A29 | SLCO1B1 | SLPI | SNX18 | SOD1 |
SOD2 | SOD3 | SORD | SORLL | SPIN2A | SPP1 | SRP72 | SULT1C3 | SULT1E1 | SULT2B1 | SUOX | TAGLN2 |
TALDO1 | TBXA2R | TCTN1 | TF | TGFBR1 | THPO | TLR5 | TMED7 | TMEM117 | TMEM164 | TMEM38B |
TNF | TTR| TUBALA | TUBB4B | UBAS | UGT1A9 | UNC93B1 | USP5 | VEGFA | VIM | VWF | WASL | XYLB |
ZDHHC23

DEHP/DBP/BPA (75)

ACTB [ ACTR3 | AHR | ALDH9AL | APOE | BAX | BLVRB | CAT | CCL2 | CCT3| CKB [CLU [CP | CTNNBI |
CXCL1 | CYP1A2 | CYP2EL | CYP3A23-3A1 | CYP3A4 | DBT | DHFR | DNAJB9 | ENO1 | EPHX1 | FADS? |
FASN | GPT | GSN | GSR | GSTA4 | GSTM2 | GSTO1 | GSTPL | HADHA | HMOX1 | HSPAG5 | IDO2 | IFNG |
IGF1|IL1B | IL4 | IL6 | KRT18 | KRT8 | LCN2 | MDH1 | ME1 | MIR141 | MIR200C | MMP2 | MMP9 | NFE2L2 |
NOTCH1 | NROB2 | NR1I2 | NR1I3 | NR2F2 | PEX11A | PLAT | PLG | PNRC1 | PPARA | PTGS2 | PYGL | PZP |
SELENBP1 | SERPING1 | SOD1 | SOD2 | SPP1 | SULTLEL | TNF | TUBA1A | VEGFA | VIM

BPA i
tool

Identifikovan skup zajednickih gena (75) koriS¢en je za istrazivanje najvaznijih bioloskih
procesa i molekularnih funkcija indirektno povezanih sa smesom DEHP, DBP i BPA (Slika 17).
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Bioloski procesi

1.1e-03 Aktivnost oksidoreduktaze, superoksid dizmutaza akceptor
1.1e-03 Aktivnost superoksid dizmutaze

5.6e-03 Antioksidantna aktivnost

2.2e-05 Aktivnost oksidoreduktaze

1.8e-03 Aktivnost estrogen 16-alfa-hidroksilaze

1.7e-03 Aktivnost dehidrataze hidroperoksid eikozatetraenoata
8.8e-03 Aktivnost aromataze

2.8e-03 Vezivanje za BH domen

1.4e-03 Vezivanje za BH3 domen

2.8e-03 Vezivanje za receptor smrti

1.2e-02 Vezivanje za protein fosfatazu 2A

6.0e-04 Vezivanje za enzime

5.4e-05 Vezivanje identi¢nih proteina

8.2e-03 Aktivnost dimerizacije proteina

5.7e-03 Aktivhost homodimerizacije proteina

5.6e-03 Vezivanje transkripcionih faktora

2.9e-03 DNK-vezivanje trakskripcionih faktora

2.9e-03 Potiskivanje vezivanja transkripcionih faktora

3.7e-03 Vezivanje proteina aktivirano putem GTP-aze

1.0e-02 Aktivnost aktivatora signalnih receptora

9.9e-03 Receptor-ligand aktivnost

8.1e-03 Aktivnost citokina

7.3e-03 Vezivanje za signalni receptor

1.0e-02 Vezivanje za citokini receptor

2.9e-03 Vezivanje za BMP receptor

2.9e-03 Ko-receptor vezivanje

7.1e-03 Vezivanje transmembranoznog proteina za serin/treonin kinazu
9.0e-03 Vezivanje za receptor za serin/treonin kinazu

1.3e-02 Aktivnost faktora rasta

1.8e-03 Vezivanje selena

Molekularne funkcije

3.6e-04 Aktivnost signalnog receptora
3.1e-04 Receptor ligand aktivnost
6.4e-04 Aktivnost regulatora receptora
2.7e-05 Aktivnost citokina
2.8e-04 Vezivanje citokina za receptor
1.4e-04 Vezivanje za signalni receptor
2.8e-04 Vezivanje za kompleks koji sadrzi proteine
6.4e-06 Vezivanje za prateée proteine
5.0e-05 Vezivanje za tetrapirol
4.1e-05 Vezivanje za hem
5.2e-04 Aktivnost oksidoreduktaze, dejstvo na sparene donore, redukcija molekularnog kiseonika
8.7e-04 Aktivnost oksidoreduktaze, akceptori CH, CH2 grupe, ili hinon
8.7e-04 Aktivnost hidro-liaze
3.8e-04 Vezivanje za male molekule
4.4e-13 Aktivnost oksidoreduktaze
2.7e-05 Vezivanje za enzime
3.0e-05 Aktivnost homodimerizacije proteina
3.8e-06 Vezivanje identi¢nih proteina
8.7e-04 Aktivnost oksidoreduktaze, peroksid akceptor
6.6e-04 Aktivnost peroksidaze
7.2e-09 Antioksidantna aktivnost
8.7e-04 Transferazna aktivnost, transfer alkil ili aril grupa
8.8e-05 Aktivnost glutation transferaze
1.4e-04 Vezivanje monokarboksilne kiseline
5.0e-05 Transkripcija aktivirana ligandom
5.0e-05 Aktivnost nuklearnog receptora
6.6e-04 Vezivanje putem jona prelaznih metala
6.4e-06 Vezivanje za lekove
8.7e-04 Aktivhost malicnog enzima
_|: 5.1e-04 Vezivanje za NADgF’

o T kL LI

COmIn s

Slika 17. Ontologija gena - GO: bioloski procesi i molekularne funkcije povezani sa genima

ukljucenim u ostecenje jetre i smeSom DEHP, DBP i BPA
Bioloski procesi i molekularne funkcije koje dele veliki broj gena grupisane Su zajedno. Znacajnije p-vrednosti
prikazane su ve¢im tatkama (ShinyGO, http://bioinformatics.sdstate.edu/go/); p-vrednost (FDR) — 0.05.

Pomoc¢u CytoHubba Cytoscape dodatka iz mreze konstruisane od 75 gena zajednickih za sve
tri ispitivane supstance izdvojeno je 10 najvaznijih (Slika 18A). Dodatna GeneMania analiza je
sprovedena je da bi se ustanovio tip interakcija prisutnih izmedu dobijenih najznacajnijih gena. Kao
Sto na slici 18B moze videti, ve¢i deo ovih gena je bio u ko-ekspresiji (75,73%), 15,31% je bio u
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ko-lokalizaciji, 6,75% gena je ispoljilo fizicke interakcije, 1,15% je bilo u genetskim interakcijama,
dok je 1,06% pripadalo istom molekularnom putu. ShinyGO onlajn alatom prikazano je da su, od
molekularnih funkcija, GSN, APOE, AHR, CLU i MMP?9 bili ukljuéeni u vezivanje kompleksa koji
sadrzi proteine, AHR, SERPING1, CTNNBI, APOE i IL6 u regulatornu molekularnu funkciju,
GSN i APOE u vezivanje lipida, SOD1 i APOE u antioksidativnu aktivnost, dok su SOD1 i
BLVRB bili ukljuceni u aktivnost oksidoreduktaze. Sa druge strane, od bioloSkih procesa, IL6,
AHR, CLU, SERPING1, MMP9, APOE, SODI1, GSN i CTNNBI, ukljuc¢eni su u rehulaciju
imunskog sistema, AHR, IL6, SERPING1, CLU, APOE, CTNNB1, GSN i SOD1 u regulaciju
procesa imunskog sistema, SOD1, APOE, MMP9, CLU, IL6, SERPING1, GSN i CTNNB1 u
odgovor na stres, APOE, IL6, SERPING1, CLU, SOD1, GSN, MMP9 i CTNNB1 u odgovor na
spoljni stimulus i APOE , IL6, SERPING1, CLU, SOD1, CTNNB1, MMP9 i GSN u regulaciju
odgovora na stimulus.

A B Ko-ekspresija 75.73
Ko-lokalizacija 15.31
© Fizicke interakcije 6.7
LCN2 GPNMB ® i .75
TCF7L2 CBY1 Genetske interakcije 1,15
cias Molekularni put 1.06
. o] CTNNB1 o
cD81 CTNNA2
o BLVRB
CcD14 )
MMP9 GSN APP
o TRAF3IP2
APOC1 €18 o
SATB1
CHI3L1 CLU
2 POE SERPING1
9}
c3
SOD1
AHR
o VLDLR
ICAM1 ILGOST
IL6R
IL6 O

OosMm

Slika 18. Konstruisane mreze gena ukljuenih u oS$tecenje jetre i povezanih sa smeSom
DEHP/DBP/BPA

A. 10 najvaznijih gena (zasnovano na MCC metodi za klasifikovanje) ukljucenih u o$tecenje jetre i povezanih sa
DEHP, DBP i BPA smesom (CytoHubba Cytoscape dodatak). Stepen korelacije je predstavljen bojom, pri ¢emu je zuta
najslabija, a crvena najjata; B. DEHP/DBP/BPA recipro¢ne interakcije izmedu zajednickih gena, kao i 20
identifikovanih funkcionalno povezanih gena koji se mogu dovesti u vezu sa oStecenjem jetre (GeneMANIA,
http://geneMANIA.org/plug-in/).

Skup od najvaznijih identifikovanih 10 gena ru¢no je istrazen u CTD bazi podataka,
prilikom ¢ega su pregledane interakcije sa svakom od tri ispitivane supstance (DEHP, DBP i BPA)
(Tabela 16). U obzir su uzete samo binarne interakcije (jedan gen — jedna hemikalija), dok su
viSekomponentne iskljucene iz daljeg razmatranja. Tri vrste interakcija su se izdvojile kao
najprisutnije (aktivnost proteina, ekspresija mMRNK i ekspresija proteina). Strelice nadole
oznacavaju potiskivanje pomenute interakcije, dok strelice nagore oznafavaju stimulaciju. Obe
tendencije mogle su se uociti u sluc¢aju pojedinih interakcija.
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Tabela 16. Interakcije izmedu svake od pojedina¢nih supstanci (DEHP, DBP i BPA) i 10 izdvojenih
najznacajnijih gena povezanih sa oste¢enjem jetre (CTD (http://CTD.mdibl.org))

Supstanca DEHP DBP BPA
Interakcija Aktivnost Ekspresija Ekspresija Aktivnost Ekspresija Ekspresija | Aktivnost | Ekspresija Ekspresija
proteina iIRNK proteina proteina iRNK proteina proteina iRNK proteina
cLu ! 1 1 1l
AHR 1 1 1 ! 1
SERPINGL1 1 B 1
GSN 1 1 1l
MMP9 1 1 1 1 1 1
APOE 1 ! 1
SOD1 ! ! T ! ! ! 1l 1
IL6 1 1 1 T 1
CTNNBL 1 1 1 1 1 1
BLVRB 1 11 1

DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP: dibutil ftalat; BPA: bisfenol A; 1 - povecava; | - smanjuje; 1| - moze i da poveca i
da smanji (interakcije dvojne prirode).

4.1.3.3.

Poremecaj muskog reproduktivnog sistema

Prvi korak ove in silico toksikogenomske analize bio je usmeren ka identifikaciji gena
uklju¢enih u razvoj muske neplodnosti 1 povezanih sa poremecajima muskog reproduktivnog
sistema oznacenim kao ,,sindrom ftalata®, odnosno ,,sindrom disgeneze testisa“ (kriptorhidizam,
hipospadija, neoplazme testisa i tumor germinativnih ¢elija testisa). Pokazano je da DEHP, DBP i
BPA interaguju sa 19, 22 i 48 gena povezanih sa muskom neplodnoscu, redom, dok je 14 gena bilo
zajedni¢ko za sve tri supstance (AHR, AR, BAKS, BCL2, CIP17A1, CIP1A1l, ENOI, ESRI,
FSHB, LHB, LHCGR, NR5A1, SELENOP, SOD2). Dodatna dva gena su bila zajednicka za
kriptorhizam (CASP3, INSL3), jedan je bio zajednicki za hipospadiju (ATF3) i neoplazme testisa
(DMRTT1), dok su dva dodatna gena bila zajedni¢ka za tumor germinativnih ¢éelija testisa (FGFRS3,
MMP2) (Tabela 17).

Tabela 17. Geni ukljuceni u razvoj poremecaja muskog reproduktivnog sistema izazvanih DEHP,
i MyVenn CTD alat

DBP, BPA i

njihovom smeSom

(http://ctdbase.org/tools/myVenn.go))

(CTD (http://CTD.mdibl.org)

Muska neplodnost Kriptorhidizam Hipospadija Neoplazme Tumor germinativnih
testisa éelija testisa
DEHP AHR, AR, BAX, BCL2, CYP17A1, CASP3, HSD3B2, ATF3, BAP1, FGFR3, MMP2
CYP1A1, ENOL, ESR1, FSHB, GNRH1, INSL3 HSD3B2, DMRT1
LHB, LHCGR, MDM2, NOS3, NR1H4, MAMLD1
NR5A1, SELENOP, SOD2, TP53
DBP AHR, ALDH2, AR, BAX, BCL2, CASP3, CHRM3, ATF3, HHIP DMRT1 BCL10, FGFR3, KIT,
CDC14A, CST8, CYP17A1, CYP1AL, GPX4, INSL3 MAD1L1, MMP2,
DROSHA, ELOVLZ2, ENO1, ESR1, STK11
FSHB, GPX4, LHB, LHCGR, NR5A1,
SELENOP, SOD2, TDRD7, TSC22D3
BPA ACE, AHR, ALDH2, AR, AURKC, BAX, ATRX, BCL2L1, ATF3, DGKK, ATF7IP, ALOX12B, ALOXS5,
BCL2, CBL, CDC14A, CFTR, CSTS, CASP3, CBL, HHIP, BAP1, BCL10, DAZL, FGFRS3,
CYP17A1, CYP1A1, DNAAF4, CHRM3, GPX4, HSD3B2, DMRT1, HPGDS, KIT, MAD1L1,
DROSHA, ELOVL2, ENO1, ENO4, HSD3B2, INSL3 MAMLD1 ERCC1, MMP2, PITX1,
ESR1, FSHB, GNAT3, GNRH1, GPX4, ERCC4, PRDM14, RFWD3,
HOXD11, KMT2D, LDHC, LHB, KITLG STK11
LHCGR, MDM2, MTHFR, MTR, MTRR,
NANOS2, NOS3, NR1H4, NR5AL,
NSUN7, OGGL1, POLG, PON1, RAD23B,
SELENOP, SOD2, STX2, TAS1R3,
TDRD7, TP53, TSC22D3
DEHP/DBP/ AHR, AR, BAX, BCL2, CYP17Al, CASP3, INSL3 ATF3 DMRT1 FGFR3, MMP2
BPA CYP1Al, ENO1, ESR1, FSHB, LHB,
LHCGR, NR5A1, SELENOP, SOD2

DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP - dibutil ftalat; BPA — bisfenol A
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Izdvojeno je 83 razliita gena povezanih sa poremecéajima muskog reproduktivnog sistema
(muska neplodnost, kriptorhidizam, hipospadija, neoplazme testisa i tumor zametnih ¢elija testisa),
na koje je delovala neka od tri ispitivane supstance, dok je 20 ovih gena bilo zajednicko za sve tri
(Tabela 18). Utvrdeno je da ovih 20 gena pripada slede¢im porodicama gena: osnovni proteini
heliks-petlje (AHR), osnovni proteini leucinskog zatvaraca (ATF3), BCL2 porodica (BAKS,
BCL2), kaspaze (CASP3), citohnrom P450 porodica 1 ( CIP1Al), citohrom P450 porodica 17
(CIP17A1), DMRT porodica (DMRT1), endogeni ligandi (LHB, FSHB, INS3), familija enolaza
(ENOL1), receptori glikoproteinskih hormona (LHCGR), gvozde/mangan superoksid dismutaza 2
porodica (SOD Matricne metalopeptidaze (MMP2), receptori nuklearnih hormona (AR, ESR1,
NR5AL), receptorske tirozin kinaze|regulatorne podjedinice proteinske fosfataze 1 (FGFR3),
selenoproteini (SELENOP).

Tacan nacin interakcije izmedu ispitivanih supstanci i skupa koji sadrzi 20 zajednickih gena,
ukljucujuci aktivnost proteina, ekspresiju IRNK, ekspresiju proteina i vezivanje za proteine,
prikazan je u Tabeli 18. Od uocenih interakcija, za sve tri supstance i sve zajedniCke gene,
najbrojnije su se odnosile na ekspresiju IRNK. Utvrdeno je da su neke od interakcija dvostruke
prirode (povecanje u odnosu na smanjenje aktivacije gena, npr), u zavisnosti od dizajna studije,
ukljucujuci razlicite faktore (doza, put, duzina ekspozicije, razvojni faza itd).

Tabela 18. Interakcije izmedu svake od ispitivanih supstanci (DEHP, DBP i BPA) i 20 zajednickih
gena povezanih sa poremecajima muskog reproduktivnog sistema - neplodnoscu, kriptorhidizmom,

hipospadijom,
(http://CTD.mdibl.org))

neoplazmama

testisa

tumorom  germinativnih

celija

testisa

(CTD

Supstanca

DEHP

DBP

BPA

Interakcija

Aktivnost
proteina

Ekspresija

iIRNK

Ekspresija

proteina

Vezivanje

Aktivnost
proteina

Ekspresija
iRNK

Ekspresija
proteina

Vezivanje

Aktivnost
proteina

Ekspresija
iRNK

Ekspresija
proteina

Vezivanje

AHR

1

1

1

!

1

1

AR

1

!

T

p

i

1

i

T

T

ATF3

1

1

T

BAX

T

T

1

T

T

BCL2

T

T

i

T

T

CASP3

T

i

T

T

T

CYP7A1

!

T

i

T

T

CYP1Al

T

T

DMRT1

T

T

ENO1

T

ESR1

I

1

1

FGFR3

T

FSHB

Tl

Tl

INSL3

!

Tl

LHB

T

T

LHCGR

Tl

Tl

MMP2

1

NR5A1

T

SELENOP

Tl

SOD2

!

!

Tl

Tl

1 - povecava; | - smanjuje; 1| - moze i da poveca i da smanji; DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP — dibutil ftalat; BPA
— bisfenol A.
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Da bi se istrazile interakcije u okviru dobijenog seta gena, konstruisana je molekularna
mreza na koju potencijalno utice ispitivana smesa, zajedno sa 20 srodnih gena. Rezultati su pokazali
da vecina ovih gena pripada istom putu (29,85%), server je predvideo 29,53% interakcija, dok je
17,54% gena bilo u ko-ekspresiji, 8,97% u fizickim interakcijama, 8,19% je delilo proteinske
domene, dok je 5,92% bilo u ko-lokalizaciji (Slika 19A). Da bi se utvrdili molekularni mehanizmi i
povezanost izmedu odabranog skupa gena i molekularnih puteva, konstruisana je mreza puteva
gena. Funkcionalno povezani geni su grupisani oko puteva dobijenih iz baza podataka KEGG,
Reactome i WikiPathways. Rezultati su pokazali da su ispitivani geni grupisani oko pet glavnih
puteva: neplodnost, SUMOilacija intracelularnih receptora, molekularni put receptora za aromati¢ne
ugljovodonike, steroidogeneza jajnika i apoptoza izazvana nanomaterijalom (Slika 19).
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Slika 19. Konstruisane mreze gena ukljuenih u poremecaje muskog reproduktivnog sistema i

povezanih sa smesom DEHP/DBP/BPA

A. mreza 20 gena sa kojima intereaguju ispitivane supstance (DEHP, DBP i BPA), zajedno sa 20 srodnih gena,
povezanih sa poremecajima muskog reproduktivnog sistema - muskom neplodnoscu, kriptorhidizmom, hipospadijom,
neoplazmom testisa i tumorom germinativnih ¢elija testisa (GeneMania prediktivni server - https://genemania.org). B.
Mreza molekularnih puteva u koje je ukljuéeno 20 gena na koje uticu ispitivane supstance (DEHP, DBP i BPA),
povezani sa odabranim poremecajima muskog reproduktivnog sistema — muskom neplodnoséu, kriptorhizmom,
hipospadijom, neoplazmama testisa i tumorom germinativnih celija testisa (Citoscape plug-in ClueGO+CluePedia
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verzija 2.5.6 i 1.5.6 dvostrani hipergeometrijski test + Bonferonijeva korekcija na niZe i k rezultat = 0,3). Geni su
rasporedeni u sredini i povezani sa putevima koje reguliSu (putevi su predstavljeni kao ¢vorovi). Putevi su grupisani u 5
klastera: geni uklju¢eni u musku neplodnost (maslinasto zelena), molekularni put receptora za aromati¢ne
ugljovodonike (svetlo zelena), steroidogeneza jajnika (tamno plava), SUMQilacija intracelularnih receptora (svetlo
plava), apoptoza izazvana nanomaterijalom (ruzicasta).

Da bi se razjasnili bioloski procesi 1 molekularne funkcije najrelevantnije za uticaj ispitivane
smes$e supstanci na poremecaje muske reproduktivne funkcije, izvrSena je analiza ontologije gena
(GO). 10 najvaznijih bioloskih procesa i molekularnih funkcija za 20 zajednic¢kih gena prikazano je
u Tabeli 19, sortirano prema statistickoj znacajnosti.

Tabela 19. Ontologija gena - GO: bioloski procesi i molekularne funkcije povezani sa uticajem
ispitivane smese (DEHP, DBP i BPA) na poremecaje muskog reproduktivnog sistema - muSku
neplodnost, kriptorhidizam, hipospadiju, neoplazme testisa i tumor germinativnih celija testisa

(ToppGene ToppFun funkcija)
O ID

G Ime p-Vrednost Broj gena Geni
G0:0007548 diferencijacija pola 1,903E-21 14 DMRT1, AHR, CASP3, LHB, BAX, LHCGR,
AR, CYP17Al, ESR1, BCL2, NR5AL, FSHB,
INSL3, MMP2
G0:0008406 razvoj gonada 1,697E-20 13 DMRT1, AHR, CASP3, LHB, BAX, LHCGR,
AR, ESR1, BCL2, NR5A1, FSHB, INSL3,
MMP2,
G0:0045137 razvoj primarnih polnih karakteristika 2,286E-20 13 DMRT1, AHR, CASP3, LHB, BAX, LHCGR,
AR, ESR1, BCL2, NR5A1, FSHB, INSL3,
MMP2
G0:0008585 razvoj zenskih polnih zlezda 1,027E-17 10 AHR, CASP3, LHB, BAX, LHCGR, ESR1,
BCL2, NR5A1, FSHB, MMP2
Biolotki G0:0046545 | razvoj primarnih Zenskih polnih karakteristika 1,539E-17 10 AHR, CASP3, LHB, BAX, LHCGR, ESR1,
. BCL2, NR5A1, FSHB, MMP2
procesi GO:0046660 diferencijacija zenskog pola 4.729E-17 10 AHR, CASP3, LHB, BAX, LHCGR, ESRL,
BCL2, NR5A1, FSHB, MMP2
G0:0008584 razvoj muskih polnih zlezda 1,068E-16 10 DMRT]1, LHB, BAX, LHCGR, AR, ESR1,
BCL2, NR5A1, FSHB, INSL3
G0:0046546 | razvoj primarnih muskih polnih karakteristika 1,139E-16 10 DMRT]1, LHB, BAX, LHCGR, AR, ESR1,
BCL2, NR5A1, FSHB, INSL3
G0:0048608 razvoj reproduktivne strukture 1,186E-16 13 DMRT1, AHR, CASP3, LHB, BAX, LHCGR,
AR, ESR1, BCL2, NR5A1, FSHB, INSL3,
MMP2
G0:0061458 razvoj reproduktivnog sistema 1,311E-16 13 DMRT1, AHR, CASP3, LHB, BAX, LHCGR,
AR, ESR1, BCL2, NR5A1, FSHB, INSL3,
MMP2
G0:0004879 aktivnost nuklearnih receptora 2,054E-7 4 AHR, AR, ESR1, NR5A1
G0:0098531 | aktivnost transkripcionog faktora aktiviranog 2,054E-7 4 AHR, AR, ESR1, NR5AL,
ligandom
G0:0001091 RNK polimeraza II vezivanje opstog faktora 1,261E-6 3 AHR, AR, ESR1
inicijacije transkripcije
G0:0019825 Vezivanje kiseonika 8,565E-6 3 CYP1A1, CYP17A1, SOD2
G0:0042802 Vezivanje identi¢nih proteina 9,726E-6 10 DMRT1, AHR, BAX, LHCGR, ENO1, ATF3,
ESR1, BCL2, FGFR3, SOD2
Molekularne
funkcije G0:0051434 Vezivanje za BH3 1,024E-5 2 BAX, BCL3
G0:0031072 Vezivanje heat shock proteina 1,327E-5 4 AHR, BAX, CYP1A1, ENO1
G0:0043565 Sekvenca-specifiéno DNK vezivanje 1,422E-5 8 DMRT1, AHR, ENO1, AR, ATF3, ESR1, BCL2,
NR5A1
G0:0140296 Vezivanje opstog faktora inicijacije 1,512E-5 3 AHR, AR, ESR1
transkripcije
GO0:0000977 Vezivanje DNK regulacionog regiona 1,531E-5 7 DMRT1, AHR, ENO1, AR, ATF3, ESR1, BCL2,
transkripcije RNK polimeraze II specifi¢no za NR5A1
sekvencu



https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=3af8e7f6-eecd-4f06-9a1e-c4e25eb0aa0e&feature=gop&row=0
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=3af8e7f6-eecd-4f06-9a1e-c4e25eb0aa0e&feature=gop&row=1
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=3af8e7f6-eecd-4f06-9a1e-c4e25eb0aa0e&feature=gop&row=2
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=3af8e7f6-eecd-4f06-9a1e-c4e25eb0aa0e&feature=gop&row=3
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=3af8e7f6-eecd-4f06-9a1e-c4e25eb0aa0e&feature=gop&row=4
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=3af8e7f6-eecd-4f06-9a1e-c4e25eb0aa0e&feature=gop&row=5
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=3af8e7f6-eecd-4f06-9a1e-c4e25eb0aa0e&feature=gop&row=6
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=3af8e7f6-eecd-4f06-9a1e-c4e25eb0aa0e&feature=gop&row=7
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=3af8e7f6-eecd-4f06-9a1e-c4e25eb0aa0e&feature=gop&row=8
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=3af8e7f6-eecd-4f06-9a1e-c4e25eb0aa0e&feature=gop&row=9
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=fc2cde52-7cd3-428f-85de-e597f0407393&feature=gof&row=0
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=fc2cde52-7cd3-428f-85de-e597f0407393&feature=gof&row=1
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=fc2cde52-7cd3-428f-85de-e597f0407393&feature=gof&row=2
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=fc2cde52-7cd3-428f-85de-e597f0407393&feature=gof&row=3
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=fc2cde52-7cd3-428f-85de-e597f0407393&feature=gof&row=4
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=fc2cde52-7cd3-428f-85de-e597f0407393&feature=gof&row=5
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=fc2cde52-7cd3-428f-85de-e597f0407393&feature=gof&row=6
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=fc2cde52-7cd3-428f-85de-e597f0407393&feature=gof&row=7
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=fc2cde52-7cd3-428f-85de-e597f0407393&feature=gof&row=8
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=fc2cde52-7cd3-428f-85de-e597f0407393&feature=gof&row=9

4.1.3.4. Dijabetes

Geni relevantni za razvoj dijabetes melitusa tipa 2 (T2DM) i povezani sa ispitivanim
supstancama (DEHP, DBP i BPA) i njihovom smesom (DEHP/DBP/BPA) prikazani su u Tabeli 20.
Kao sto se moze videti u CTD bazi podataka, DEHP, DBP 1 BPA stupaju u interakciju sa 85, 73 1
180 gena ukljucenih u razvoj T2DM, redom, sa 44 gena zajednicka za sve tri ispitivane supstance.

Tabela 20. Geni ukljuéeni u razvoj T2DM izazvanog DEHP, DBP, BPA i njihovom smesom (CTD
(http://CTD.mdibl.org) i MyVenn CTD alat (http://ctdbase.org/tools/myVenn.go))

Dijabetes melitus, tip 2

DEHP ABCCS8, ADIPOQ, AKT1, AKT2, ATF3, ATP2A2, BAX, BCL2, BCL2L11, BHMT, C3, CASP3, CASP8, CAT,
CBS, CCND2, CD36, CDO1, CPT1A, CYP1A2, CYP3A2, CYP3A23-3A1, EDN1, EDNRA, EDNRB, EGFR,
FAS, FGF21, GCK, GPD2, GPX1, GRB14, GSTM1, HMOX1, HNF1A, HNF4A, HP, ID1, IGF2BP2, INS, INS1,
IRS1, IRS2, ITGAL, KCNQ1, KSR2, LEP, LIPC, MIR141, MIR144, MIR195, MIR200A, MIR204, MIR221,
MIR222, MIR30A, MIR375, MIR423, NFATC2, NFKB1, NOS2, NOS3, NOTCH2, PAX4, PAX6, PDX1, PEPD,
PPARA, PPARG, PPARGCI1A, PPP1R3A, RELA, S100A6, SHBG, SIRT1, SLC1A2, SLC2A1, SLC2A2,
SLC2A4, SOD1, SOD2, TGFB1, TIMP1, TNF, UCP2

DBP ADCYS5, AKT1, ATF3, ATP2A2, ATP2A3, BAX, BCL2, BCL2L11, CAPN10, CASP3, CASP8, CAT, CCND2,
CD36, CISD2, CPT1A, CYP1A2, CYP3A23-3A1, EDN1, EDNRA, EDNRB, EGFR, ENPP1, ETS1, FAM234A,
FGF21, GCG, GCLC, GCLM, GPX1, GRB14, HK1, HMOX1, HNF1A, ICAM1, ID1, IL13RAL, IRS2, ITGAL,
JAZF1, LEPR, MAPK8IP1, MIR141, MIR30A, MRAS, NFKB1, NOTCH2, NUS1, PAM, PCX, PEPD, PPARA,
PPARG, PPARGC1A, PSMD6, PTPN1, RELA, RNF6, S100A6, SCTR, SHBG, SIRT1, SLC1A2, SLC2AZ2,
SOD1, SOD2, TGFB1, TIMP1, TNF, TNFRSF1A, WFS1, ZC3HC1, ZFAND3

BPA A, ABCC8, ADAMTS9, ADCYS5, ADIPOQ, AKT1, AKT2, AP3S2, ATF3, ATP2A2, ATP2A3, AUTS2, BAX,
BCL2, BCL2L1, BCL2L11, BHMT, BRAF, C2CD4A, C2CD4B, C3, CAPN10, CASP3, CASP8, CAT, CBS,
CCDC92, CCND2, CD36, CDKAL1, CDO1, CISD2, CMIP, CNKSR2, CPT1A, CYBA, CYP1A2, CYP3A2,
CYP3A23-3A1, DGKD, ECE1, EDN1, EDNRA, EDNRB, EGFR, ENPP1, EPC2, ETS1, FAM234A, FAS, FGF21,
FTO, GCG, GCK, GCKR, GCLC, GCLM, GLP1R, GNB3, GP2, GPD2, GPX1, GRB14, GSTM1, HBAL, HHEX,
HK1, HMG20A, HMGAL, HMOX1, HNF1A, HNF1B, HNF4A, HP, HPX, IAPP, ICAM1, ID1, IGF2BP2,
IL13RAL, INPPL1, INS, INS1, IRS1, IRS2, ITGAL, ITLN1, JADE2, JAZF1, KCNJ11, KCNK16, KCNQ1, KL,
KLF14, KSR2, LEP, LEPR, LIPC, MAEA, MAPKS8IP1, MATI1A, MIR127, MIR140, MIR141, MIR144,
MIR17HG, MIR192, MIR195, MIR200A, MIR205, MIR214, MIR215, MIR221, MIR222, MIR335, MIR423,
MIR532, MIR885, MIR92B, MOK, MRAS, NEUROD1, NFATC2, NFKB1, NKX6-1, NOS2, NOS3, NOTCH2,
NUS1, OGG1, PAM, PAX4, PAX6, PCSK2, PDX1, PEPD, PIK3CG, PLEKHAL, PPARA, PPARG, PPARGCI1A,
PPP1R3A, PRKCB, PROX1, PSMD6, PTPN1, RELA, RETN, RNF6, S100A6, SCTR, SFRP4, SHBG, SIRT1,
SLC1A2, SLC22A3, SLC2A1, SLC2A2, SLC2A4, SLC30A8, SMAD5, SNAP25, SOD1, SOD2, ST6GALL,
TCF7L2, TGFB1, THADA, TIMP1, TMEM18, TNF, TNFRSF1A, TNFRSF1B, UBE2E2, UCP2, USP48,
VPS26A, WFS1, ZC3HC1, ZFAND3

DEHP/DBP/BPA | AKT1, ATF3, ATP2A2, BAX, BCL2, BCL2L11, CASP3, CASP8, CAT, CCND2, CD36, CPT1A, CYP1A2,
CYP3A23-3A1, EDN1, EDNRA, EDNRB, EGFR, FGF21, GPX1, GRB14, HMOX1, HNF1A, ID1, IRS2, ITGA1L,
MIR141, NFKB1, NOTCH2, PEPD, PPARA, PPARG, PPARGCI1A, RELA, S100A6, SHBG, SIRT1, SLC1A2,
SLC2A2, SOD1, SOD2, TGFB1, TIMP1, TNF

DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP — dibutil ftalat; BPA — bisfenol A; T2DM: tip 2 dijabetes melitus.

Istrazivanje interakcija gen-gen izmedu 44 zajednicka DEHP/DBP/BPA gena sprovedena su
pomo¢u GeneMANIA Cytoscape dodatka. Kao rezultat ove analize, konstruisana je mreza gena,
zajedno sa dodatkom 20 funkcionalno srodnih gena (Slika 20A). Najveci procenat ovih gena bio je
u fizickoj interakciji (31,39%), 21,17% interakcija predvideo je GeneMANIA server, dok je 21,02%
bilo u ko-ekspresiji. 17,39% gena pripada istom molekularnom putu, 6,97% je kolokalizovano,
1,33% deli proteinski domen, dok je samo 0,73% interakcija bilo genetskog tipa. Mreze gena
konstruisane za svaki tip interakcija odvojeno i predstavljene su na Slici 20B.
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Slika 20. Konstruisane mreze gena uklju¢enih u razvoj T2DM i povezanih sa smeSom
DEHP/DBP/BPA

A. mreza interakcija zajedni¢kih gena DEHP/DBP/BPA, zajedno sa 20 predvidenih funkcionalno povezanih gena
relevantnih za razvoj T2DM; B. Mreza za svaki tip interakcije (fizi¢ka interakcija, interakcija predvidena od strane
servera, ko-ekspresija, zajedni¢ki molekularni put, ko-lokalizacija, zajednicki domeni proteina i genetske interakcije)
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(GeneMANIA, http://geneMANIA.org/plug -in/); DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP - dibutil ftalat; BPA — bisfenol A;
T2DM: tip 2 dijabetes melitus.

CTD baza podataka pretrazena je kako bi se utvrdio nacin interakcije izmedu DEHP, DBP,
BPA i konstruisanog skupa od 44 DEHP/DBP/BPA zajednicka gena. Dok su nebinarne interakcije
izostavljene iz daljeg istrazivanja, tri razliita tipa interakcije prikazana su kao najistaknutija:
aktivnost proteina, ekspresija iIRNK i ekspresija proteina (Tabela 21). Takode su primecene
interakcije dvostruke prirode (npr. ako je utvrdeno da supstanca povecava i smanjuje ekspresiju
IRNK), dok je ova vrsta interakcija uglavnom bila prisutna u slu¢aju BPA.

Tabela 21. Interakcije izmedu svake od pojedinac¢nih supstanci (DEHP, DBP i BPA) i 44 zajednic¢ka
gena povezana sa razvojem T2DM (CTD (http://CTD.mdibl.org))

Supstanca DEHP DBP BPA
Interakcija Aktivnost Ekspresija Ekspresija | Aktivnost | Ekspresija Ekspresija | Aktivnost | Ekspresija Ekspresija
proteina iRNK proteina proteina iRNK proteina proteina iRNK proteina
ATF3 ! 1 1
ATP2A2 1 1 1 1
BAX 1 ! ! 1 1 1
BCL2 1 1 1 ! 1 1
BCL2L11 i | T 1
CASP3 1 1 1 1 ! 1 1 1 1
CASP8 1 1l ! 1 1 1l 1l
CAT 1l 1l 1l 1 1l 1l 1l
CCND2 1l 1 ! 1l
CD36 1 1 I
CPT1A 1 ! T
CYP1A2 l ! 1
CYP3A23- ! 1 1 1
3A1
EDN1 ! 1l 1l
EDNRA 11 1 1
EDNRB 1 1 11
EGFR Tl ! ! T 1
FGF21 1 1 1 1l
GPX1 ! ! 1 1 1 ! ! 1 !
GRB14 1 1 1 !
HMOX1 1 ! ! 1 1 1
HNFIA ! ! ! 1l
ID1 ! 1 ! T
IRS2 ! ! 1 1l !
ITGAL l ! 1 !
MIR141 7 B 1
NFKB1 7 1 1 1
NOTCH2 1 1
PEPD 11
PPARA 1 1 1 1 ! ! [ !
PPARG 1 1l 1l 1 1 1 1 1
PPARGCIA 1 1 1 11 1
RELA 7 1 1 1
S100A6 1 1 1 !
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http://ctd.mdibl.org)/

SHBG l T T

SIRT1 l ! l 1 1
SLC1A2 l ! T i
SLC2A2 l ! l 1 !
SoD1 ! ! 1 ! ! l T t
SOD2 ! Il Il 1 T T
TGFBL T T T Tl
TIMP1 1 " T

TNF T 1 1 1 1 1

1 - povetava; | - smanjuje; 1] - moze i da poveéa i da smanji (interakcije dvojne prirode); DEHP: bis(2-etilheksil)
ftalat; DBP — dibutil ftalat; BPA — bisfenol A; T2DM: tip 2 dijabetes melitus.

Dalje je uradena analiza GO i KEGG molekularnih puteva pomoc¢u ToppGene Suite alata, sa
kona¢nim ciljem da se izdvoji 15 najvaznijih bioloskih procesa (Tabela 22) i molekularnih puteva
(Tabela 23) uklju¢enih u razvoj T2DM pod uticajem DEHP, DBP i BPA (p < 0,05 koriséen je kao
grani¢ni kriterijum). Molekularni putevi koji nisu povezani sa dijabetesom su izostavljeni iz
kona¢nih rezultata.

Tabela 22. Ontologija gena - GO: bioloski procesi povezani sa uticajem ispitivane smese (DEHP,
DBP i BPA) na T2DM (TopGenne'’s ToppFun funkcija -
https://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp)

ID

Bioloski proces

p-vrednost

Geni

G0:1901700

odgovor na jedinjenje koje sadrzi kiseonik

8,423E-28

TGFB1, CASP3, 1ID1, CYP1A2, GRB14, CASPS,
PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, BCL2, IRS2,
TNF, PPARA, HMOX1, PPARG, CPT1A, BCL2L11, EGFR,
TIMP1, ATP2A2, SLC1A2, EDNL1, SLC2A2, FGF21, SIRTL,
CD36, EDNRA, EDNRB, NFKB1, SOD1, SOD2, GPX1

G0:0010941

regulisanje ¢elijske smrti

7,461E-24

TGFB1, CASP3, BAX, ID1, CASP8, PPARGC1A, AKTL,
CAT, RELA, ATF3, BCL2, IRS2, TNF, ITGA1l, PPARA,
HMOX1, PPARG, BCL2L11, EGFR, TIMP1, EDN1, FGF21,
SIRT1, CD36, EDNRA, NOTCH2, EDNRB, NFKB1, SOD1,
SOD2, GPX1, CCND2

G0:0042981

regulacija apoptotickog procesa

2,229E-22

TGFB1, CASP3, BAX, ID1, CASP8, PPARGCI1A, AKTIL,
CAT, RELA, ATF3, BCL2, IRS2, TNF, ITGAl, HMOX1,
PPARG, BCL2L11, EGFR, TIMP1, EDN1, FGF21, SIRT1,
EDNRA, NOTCH2, EDNRB, NFKBL1, SOD1, SOD2, GPX1,
CCND2

G0:0043067

regulisanje programirane ¢éelijske smrti

3,739E-22

TGFB1, CASP3, BAX, ID1, CASP8, PPARGCI1A, AKTIL,
CAT, RELA, ATF3, BCL2, IRS2, TNF, ITGAl, HMOX1,
PPARG, BCL2L11, EGFR, TIMP1, EDN1, FGF21, SIRT1,
EDNRA, NOTCH2, EDNRB, NFKBL1, SOD1, SOD2, GPX1,
CCND2

G0:0060548

negativna regulacija celijske smrti

1,451E-21

CASP3, BAX, ID1, CASP8, PPARGCI1A, AKT1, CAT,
RELA, BCL2, IRS2, TNF, PPARA, HMOX1, EGFR, TIMP1,
EDN1, FGF21, SIRT1, EDNRA, NOTCH2, EDNRB, NFKB1,
SOD1, SOD2, GPX1, CCND2

G0:0043066

negativna regulacija apoptoti¢kog procesa

1,503E-21

CASP3, BAX, ID1, CASP8, PPARGCI1A, AKT1, CAT,
RELA, BCL2, IRS2, TNF, HMOX1, EGFR, TIMP1, EDN1,
FGF21, SIRT1, EDNRA, NOTCH2, EDNRB, NFKB1, SOD1,
SOD2, GPX1, CCND2

G0:0043069

negativna regulacija programirane celijske
smrti

2,548E-21

CASP3, BAX, ID1, CASP8, PPARGCI1A, AKT1, CAT,
RELA, BCL2, IRS2, TNF, HMOX1, EGFR, TIMP1, EDN1,
FGF21, SIRT1, EDNRA, NOTCH2, EDNRB, NFKB1, SOD1,
SOD2, GPX1, CCND2

G0:0010243

odgovor na organsko azotno jedinjenje

9,992E-21

TGFB1, CASP3, ID1, GRB14, PPARGC1A, AKT1, CAT,
RELA, IRS2, TNF, PPARA, PPARG, BCL2L11, EGFR,
TIMP1, ATP2A2, SLC1A2, EDN1, FGF21, SIRT1, CD36,
EDNRA, EDNRB, NFKB1, SOD1

G0:1901698

odgovor na azotno jedinjenje

5,865E-20

TGFB1, CASP3, ID1, GRB14, PPARGC1A, AKT1, CAT,
RELA, IRS2, TNF, PPARA, PPARG, BCL2L11, EGFR,
TIMP1, ATP2A2, SLC1A2, EDN1, FGF21, SIRT1, CD36,
EDNRA, EDNRB, NFKB1, SOD1

G0:0009628

odgovor na abiotski stimulans

1,062E-18

TGFB1, CASP3, BAX, CASP8, PPARGC1A, AKT1, CAT,
RELA, BCL2, TNF, PPARA, HMOX1, PPARG, EGFR,
ATP2A2, SLC1A2, EDN1, SIRT1, CD36, EDNRA, NFKB1,
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SOD1, SOD2, GPX1, CCND2

G0:0009725 odgovor na hormon 1,114E-18 | TGFB1, CASP3, CYP1A2, GRB14, CASP8, PPARGCI1A,
AKT1, CAT, RELA, BCL2, IRS2, TNF, PPARA, PPARG,
BCL2L11, EGFR, TIMP1, ATP2A2, EDN1, FGF21, SIRT1,
EDNRB, NFKB1

G0:0014070 odgovor na organsko cikli¢no jedinjenje 1,262E-18 | TGFB1, CASP3, ID1, CYP1A2, CASP8, PPARGCI1A, AKT1,
CAT, RELA, BCL2, TNF, PPARA, PPARG, CPT1A,
BCL2L11, EGFR, EDNL1, SIRT1, CD36, EDNRA, EDNRB,
NFKB1, SOD1

G0:0009719 odgovor na endogeni stimulus 4,131E-18 | TGFB1, CASP3, 1ID1, CYP1A2, GRB14, CASPS8,
PPARGC1A, AKT1, CAT, RELA, BCL2, IRS2, TNF,
PPARA, PPARG, BCL2L11, EGFR, TIMP1, ATP2A2,
EDN1, FGF21, SIRT1, CD36, NOTCH2, EDNRB, NFKB1,
SOD1

G0:0006979 odgovor na oksidativni stres 4,131E-18 | CASP3, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, BCL2,
TNF, HMOX1, EGFR, ATP2A2, EDN1, SIRT1, CD36,
NFKB1, SOD1, SOD2, GPX1

G0:0000302 odgovor na reaktivne vrste kiseonika 5,006E-18 | CASP3, PPARGC1A, AKT1, CAT, RELA, BCL2, TNF,
HMOX1, EGFR, EDN1, SIRT1, CD36, SOD1, SOD2, GPX1

Bioloski procesi su navedeni po statistickoj znadajnosti, dok je p < 0,05 koris¢en kao kriterijum; DEHP: bis(2-
etilheksil) ftalat; DBP — dibutil ftalat; BPA — bisfenol A; T2DM: tip 2 dijabetes melitus; GO — ontologija gena.

Tabela 23. Molekularni putevi povezani sa uticajem ispitivane smeSe (DEHP, DBP i BPA) na
razvoj T2DM (TopGenne'’s ToppFun funkcija - https://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp)

ID Molekularni put p-value Geni
1319989 Put regulacije dugovecnosti 8,970E-12 BAX, PPARGCI1A, CAT, RELA, IRS2, PPARG, SIRTL,
NFKB1, SOD2
P00006 Signalni put apoptoze 3,136E-11 | CASP3, BAX, CASP8, RELA, ATF3, BCL2, TNF, BCL2L11,
NFKB1
M10462 Signalni put adipocitokina 3,652E-11 PPARGC1A, RELA, IRS2, TNF, PPARA, CPT1A, CD36,
NFKB1
1272486 Insulinska rezistencija 4,853E-11 PPARGCI1A, RELA, IRS2, TNF, PPARA, CPT1A, SLC2A2,
CD36, NFKB1
M96 Apoptoza izazvana slobodnim radikalima 7,311E-11 RELA, TNF, NFKB1, SOD1, GPX1
1270345 Transkripciona regulacija diferencijacije belih 3,425E-10 | TGFB1, PPARGCI1A, RELA, TNF, PPARA, PPARG, CD36,
adipocita NFKB1
1319988 AGE-RAGE signalni put kod dijabetickih 8,890E-10 TGFB1, CASP3, BAX, RELA, BCL2, TNF, EDN1, NFKB1
komplikacija
M144 Ceramidni signalni put 5,446E-9 BAX, CASP8, RELA, BCL2, TNF, NFKB1
921162 FokO signalni put 8,845E-9 TGFB1, CAT, IRS2, BCL2L11, EGFR, SIRT1, SOD2,
CCND2
M162 RKSR i RAR heterodimerizacija sa drugim 1,836E-8 TGFB1, BCL2, TNF, PPARA, PPARG
nuklearnim receptorom
1108784 degradacija reaktivnih vrsta kiseonika 2,055E-8 CAT, SOD1, SOD2, GPX1
695200 HIF-1 signalni put 3,251E-8 RELA, BCL2, HMOX1, EGFR, TIMP1, EDN1, NFKB1
M14971 Indukcija apoptoze kroz DR3 i DR4/5 receptore 3,292E-8 CASP3, CASP8, RELA, BCL2, NFKB1
smrti
PW:0000009 programirana ¢elijska smrt 1,320E-7 CASP3, BAX, CASP8, BCL2
1270268 Unutrasnji put za apoptozu 2,904E-7 CASP3, BAX, CASP8, BCL2, BCL2L11

Molekularni putevi su navedeni po statistickoj znacajnosti, dok je p < 0,05 koris¢en kao kriterijum DEHP: bis(2-
etilheksil) ftalat; DBP — dibutil ftalat; BPA — bisfenol A; T2DM: dijabetes melitus tip 2.

U poslednjem koraku analize, set od 44 DEHP/DBP/BPA gena unet je u ToppGene
ToppFun funkciju sa ciljem da se identifikuju i analiziraju bolesti povezane sa T2DM i pomenutim
genima (Tabela 24). Broj prikazanih bolesti je 15, dok su bolesti sa p < 0,05 smatrane statisticki
znacajnim.

Tabela 24. Najvaznijih 15 bolesti povezanih sa T2DM u kojima su uklju¢ena 44 gena zajednicka za
DEHP, DBP, BPA (TopGenne’s ToppFun funkcija -https://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp)

ID Disease p-value Genes

C2711227 | Steatohepatitis 3,446E-30 | TGFB1, CASP3, BAX, CASP8, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, ATF3, MIR141,
BCL2, IRS2, TNF, ITGA1, PPARA, HMOX1, PPARG, CPT1A, EGFR, TIMP1, SLC1A2, EDN1,
SLC2A2, FGF21, SIRT1, CD36, EDNRA, SOD1, SOD2, SHBG

C4529962 | Masna bolest jetre 1,097E-29 | TGFB1, CASP3, BAX, CYP1A2, CASP8, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, MIR141,
BCL2, IRS2, TNF, PPARA, HMOX1, PPARG, CPT1A, EGFR, TIMP1, SLC2A2, FGF21,
SIRT1, CD36, SOD1, SOD2, GPX1, SHBG

C0020456 | Hiperglikemija 1,431E-28 | TGFB1, CASP3, BAX, CASP8, PPARGCI1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, ATF3, BCL2, IRS2,
TNF, PPARA, HMOX1, PPARG, CPT1A, EGFR, TIMP1, EDN1, SLC2A2, FGF21, SIRTL,
CD36, EDNRA, NFKBL1, SOD1, SOD2, GPX1, SHBG

C0011881 | Dijabeticka 6,848E-28 | TGFB1, CASP3, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, MIR141, BCL2, IRS2, TNF,

62




nefropatija ITGAL, PPARA, HMOX1, PPARG, CPT1A, EGFR, TIMP1, ATP2A2, EDN1, SLC2A2, FGF21,
SIRT1, CD36, NOTCH2, NFKB1, SOD1, SOD2, GPX1, SHBG
C0022658 | Bolesti bubrega 6,827E-27 | TGFB1, CASP3, ID1, PPARGCI1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, MIR141, BCL2, IRS2, TNF,
PPARA, HMOX1, PPARG, EGFR, TIMP1, EDN1, SLC2A2, FGF21, SIRT1, CD36, EDNRA,
NOTCH2, EDNRB, NFKB1, SOD1, SOD2, SHBG
C0239946 | Fibroza, jetra 1,020E-26 | TGFB1, CASP3, BAX, S100A6, CASP8, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, BCL2, IRS2, TNF,
ITGAL, PPARA, HMOX1, PPARG, EGFR, TIMP1, EDN1, FGF21, SIRT1, CD36, NOTCH2,
EDNRB, NFKB1, SOD2, GPX1, CCND2, SHBG
C1561643 | Hroni¢ne bolesti 5,549E-26 | TGFB1, CASP3, S100A6, CYP1A2, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, ATF3, BCL2,
bubrega IRS2, TNF, PPARA, HMOX1, PPARG, EGFR, TIMP1, EDN1, FGF21, SIRT1, CD36, EDNRA,
NFKB1, SOD1, SOD2, GPX1, SHBG
C0029456 | Osteoporoza 8,150E-26 | TGFB1, CASP3, BAX, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, BCL2, IRS2, TNF, ITGAL,
PPARA, HMOX1, PPARG, CPT1A, EGFR, TIMP1, FGF21, SIRT1, EDNRA, NOTCH2,
NFKB1, SOD1, SOD2, GPX1, SHBG
C0011884 | Dijabeti¢na 2,943E-25 | TGFB1, CASP3, BAX, CASP8, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, BCL2, TNF,
retinopatija PPARA, PPARG, EGFR, TIMP1, EDN1, FGF21, SIRT1, CD36, NOTCH2, NFKB1, SODI,
SOD2, SHBG
C0856169 | Endotelna 3,465E-25 | TGFB1, CASP3, BAX, PPARGCIA, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, ATF3, BCL2, TNF,
disfunkcija HMOX1, PPARG, EGFR, EDN1, FGF21, SIRT1, CD36, EDNRA, EDNRB, NFKB1, SOD1,
SOD2, GPX1, SHBG
C0524620 | Metabolicki 4,231E-25 | TGFB1, CASP3, BAX, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, ATF3, BCL2, IRS2, TNF,
sindrom X PPARA, HMOX1, PPARG, CPT1A, EGFR, TIMP1, EDN1, SLC2A2, FGF21, SIRT1, CD36,
SOD1, SOD2, GPX1, CCND2, SHBG
C0015695 | Masna jetra 1,373E-24 | TGFB1, CASP3, CASP8, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, ATF3, MIR141, IRS2, TNF,
ITGAL, PPARA, HMOX1, PPARG, CPT1A, EGFR, SLC1A2, SLC2A2, FGF21, SIRT1, CD36,
EDNRA, SOD1, SHBG
C0400966 | Bezalkoholna 2,370E-24 | TGFB1, CASP3, BAX, CASP8, PPARGC1A, AKT1, CAT, RELA, ATF3, MIR141, BCL2, IRS2,
masna bolest jetre TNF, PPARA, HMOX1, PPARG, CPT1A, EGFR, TIMP1, SLC2A2, FGF21, SIRT1, CD36,
SOD1, SOD2, GPX1, SHBG
C0032460 | Sindrom 7,513E-24 | TGFB1, CASP3, BAX, S100A6, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, MIR141, BCL2, IRS2,
policisti¢nih TNF, PPARA, HMOX1, PPARG, CPT1A, EGFR, EDN1, FGF21, SIRT1, CD36, SOD2, GPX1,
ovarijuma CCND2, SHBG
C0010054 | Koronarna 2,797E-23 | TGFB1, CASP3, BAX, S100A6, PPARGC1A, AKT1, CAT, HNF1A, RELA, BCL2, IRS2, TNF,
arterioskleroza PPARA, HMOX1, PPARG, EGFR, TIMP1, EDN1, FGF21, SIRT1, CD36, EDNRA, EDNRB,
NFKB1, SOD1, SOD2, GPX1, SHBG

Bolesti su definisane i prikazane po opadajucoj p-vrednosti; DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP — dibutil ftalat; BPA —
bisfenol A; T2DM: dijabetes melitus tip 2.

4.1.3.5.
Rezultati in silico istrazivanja su pokazali da postoji 39, 35 i 80 gena povezanih sa razvojem

Astma

astme sa kojima DEHP, DBP i BPA stupaju u interakciju, redom. Od toga, 24 gena su istovremeno
bila povezana i sa sve tri ispitivane supstance i sa razvojem astme (Tabela 25).

Tabela 25. Geni ukljuceni u razvoj astme izazvane DEHP, DBP, BPA i njihovom smeSom (CTD
(http://CTD.mdibl.org) + MyVenn CTD alat (http://ctdbase.org/tools/myVenn.go))

ADCYAPIRI [ ADRB2 | BCL2 | CAT | CCL2 | CYP2EL | DNMT1 | EDN1 | GSTM1 | GSTP1 | HLA-DQB1 | HMOX1 |
HNMT | HSD11B2 | IKZF3 | IL10 | IL1B | ILIRLL | IL4 | IL6 | KRT19 | MMP9 | MYB | NOS2 | NPY | NQO1 |
ORMDL3 | OVAL | PARP1 | PLAU | PTEN | PYHIN1 | SCGB3A2 | SOD1 | TGFB1 | TIMP3 | TNC | TNF | VEGFA

ADCYAPIRI | ALDH2 | AREG | ARG1 | ARG2 [ BCL2 [ CAT | CCL2 | CTLA4 | CYP2EL | DNMT1 | EDN1 | GSTP1 |
HMOX1 | HSD11B2 | ICAM1 | IL1B | IL4 | IL6 | KRT19 | MMP9 | NQO1 | ORMDL3 | PARPL | PDE4B | PPP2CA |
PTEN | RAD50 | SOD1 | TGFB1 | TIMP3 | TNF | TRPAL | TSLP | VEGFA

ADCY2 | ADCYAPIR1 | ADRB2 | ALDH2 | ALOX5 | AREG | ARG1 | ARG2 | BCL2 | BGLAP | CAT | CCL11 | CCL2|
CCL5| CD14 | CTLA4 | CTNNAS3 | CXCL14 | CYP2EL | DNAH5 | DNMT1 | EDN1 | FOXP3 | GSTM1 | GSTP1 | HLA-
DQAL | HLA-DRB1 | HLA-G | HMOX1 | HNMT | HSD11B2 | ICAML | IFNL3 | IKZF3 | IL10 | IL13 | IL1B | IL1RL1 |
ILIRN | IL33 | IL4 | IL5 | IL6 | IL6R | KIF3A | KRT19 | MMP1 | MMP10 | MMP9 | MYB | NOS2 | NPSR1 | NPY | NQO1
| ORMDL3 | OVAL | PARP1 | PDE4B | PDE4D | PLA2G7 | PLAU | PPP2CA | PTEN | PTGDR2 | RAD50 | RNASE3 |
SCGB3A2 | SOD1 | SPRR2B | STAT4 | TBX21 | TGFB1 | TIMP3 | TNC | TNF | TNIPL | TRPAL | TSLP | VEGFA |

Astma
DEHP (39)
DBP (35)
BPA (80)

WDR36
DEHP/DBP/BPA (24)

ADCYAPIRI | BCL2 | CAT | CCL2 | CYP2EL | DNMTL | EDNI | GSTP1 | HMOX1 | HSD11B2 | IL1B | IL4 | IL6 |
KRT19 | MMP9 | NQO1 | ORMDL3 | PARP1 | PTEN | SOD1 | TGFB1 | TIMP3 | TNF | VEGFA

DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP: dibutil ftalat; BPA: bisfenol A

Svi geni iz zajedni¢kog skupa su kasnije analizirani da bi se utvrdio tip interakcija sa

v w7

ispitivanim supstancama. Naj

cesce

interakcije su navedene u Tabeli 26 (aktivnost proteina,

ekspresija iRNK 1 ekspresija proteina). U tabeli je nacin interakcije prikazan strelicama. Dok
strelice nadole predstavljaju inhibiciju pomenute interakcije, strelice nagore predstavljaju
stimulaciju. U slucaju nekih interakcija, mogu se uociti oba trenda.
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Tabela 26. Interakcije izmedu svake od pojedinac¢nih supstanci (DEHP, DBP i BPA) i 24 zajednicka
gena povezana sa razvojem astme (CTD (http://CTD.mdibl.org)).

Substance DEHP DBP BPA
Interaction Aktivnost Ekspresija Ekspresija | Aktivnost | Ekspresija Ekspresija | Aktivnost | Ekspresija Ekspresija
proteina iIRNK proteina proteina iRNK proteina proteina iRNK proteina
ADCYAP1R1 l ! 1
BCL2 I ! T \ Tl Tl
CAT T T T 1 T 1l 1l
CCL2 T T Tl Tl
CYP2E1 l l 1
DNMT1 Tl T | Tl Tl
EDN1 1 1 1
GSTP1 Tl T Tl !
HMOX1 T T ! 1 1l 1
HSD11B2 ! ! I ! ! T T
IL1B 1 1 ! 1 1l 1
IL4 ! T T
IL6 1 ! 1 1 1
KRT19 1 1 T
MMP9 7 T 1 1 T 1
NQO1 1 1 1 T
ORMDL3 1 1 1
PARP1 T T !
PTEN ! T 1 1l 1l
SOD1 T ! I ! \ T T
TGFB1 1 T 1l 1l
TIMP3 1 1 11
TNF 1 1 1 1 1 1
VEGFA ! 1l 1l 1l

DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP: dibutil ftalat; BPA: bisfenol A; 1 - povecava; | - smanjuje; 1| - moZe i da poveca i da smanji (interakcije dvojne
prirode).

Zajednicki skup gena je dalje koriS¢en za istrazivanje najrelevantnije ontologije gena
(bioloski procesi i molekularne funkcije), kao i molekularnih putevi indirektno povezanih sa
smeSom ispitivanih supstanci (Tabela 27). Kao $to se moze videti u tabeli, veéina izdvojenih
funkcija bilo je povezano sa apoptozom, inflamacijom i oksidativnim stresom.

Tabela 27. Ontologija gena (GO: bioloski procesi i molekularne funkcije) i molekularni putevi
povezani sa uticajem ispitivane smese (DEHP, DBP i BPA) na razvoj astme (TopGenne’s ToppFun
funkcija — https://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp).

1D Ime p-vrednost Broj gena
Bioloski procesi G0:0042493 odgovor na lek 6,886E-18 18
G0:0010941 regulisanje ¢elijske smrti 4,175E-17 20
G0:0000302 odgovor na reaktivne vrste 5,378E-17 12
kiseonika
G0:0042981 regulacija apoptotickog procesa 2,371E-16 19
G0:0060548 negativna regulacija celijske 2,785E-16 17
smrti
G0:0043067 regulisanje programirane céelijske 3,305E-16 19
smrti
G0:1901700 odgovor na jedinjenje koje sadrzi 4,398E-16 19
kiseonik
G0:0043066 negativna regulacija 1,275E-15 16
apoptotickog procesa
G0:0043069 negativna regulacija 1,793E-15 16
programirane ¢elijske smrti
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G0:0072593 metaboli¢ki proces reaktivnih 2,839E-14 11
vrsta kiseonika

Molekularne G0:0005125 aktivnost citokina 1,927E-10 8
funkcije G0:0005102 vezivanje za signalni receptor 4,121E-8 13
G0:0005126 vezivanje za receptor citokina 7,510E-8 7

G0:0048018 aktivnost receptorskog liganda 9,547E-8 8

G0:0030546 aktivnost aktivatora signalnih 1,031E-7 8

receptora

G0:0016209 antioksidativna aktivnost 1,154E-7 5

G0:0016491 aktivnost oksidoreduktaze 1,174E-7 10

G0:0004672 aktivnost protein kinaze 1,581E-7 11

G0:0030545 aktivnost regulatora receptora 1,990E-7 8

G0:0004784 aktivnost superoksid dismutaze 2,792E-7 3

Molekularni putevi 1470923 Interleukin-4 i 13 signalizacija 4,652E-15 10
1474302 Stres smicanja tenosti i 4,412E-14 10

ateroskleroza
1319988 AGE-RAGE signalni put kod 7,641E-12 8
dijabetickih komplikacija

M167 AP-1 mreza faktora transkripcije 4,050E-11 7

200309 Reumatoidni artritis 1,420E-8 6

1474301 IL-17 signalni put 1,732E-8 6
1269318 Signalizacija od strane 1,998E-8 10

Interleukina

1470924 Interleukin-10 signalizacija 3,003E-8 5

152665 Malarija 3,003E-8 5

812256 TNF signalni put 4,267E-8 6

*sortirani po statistickoj znacajnosti (p < 0.05); DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP: dibutil ftalat; BPA: bisfenol A

4.1.3.6.

Gojaznost

Na osnovu CTD analize, otkriveno je da DEHP, DBP i BPA interaguju sa 84, 90 i 186 gena

povezanih sa gojazno$¢u. Medu njima, 53 su bila zajednicka za sve tri ispitivane supstance:
ACADM, ACLI, AHR, AKT1, ALDH6A1, ANGPTL4, CCL2, CD40, CEBPA, CNR1, CICS,
CIP1B1, CIP2E1, DPID, ESR1, FASN, GASG7 GPKS1, HADH, HK2, HMOKS1, HSD11B1,
HSPAS, IGF2, IL6, KCNMAL, LDLR, LPL, ME1, MIR184, MMP9, NAMPT, NPI1R, NKO1,
NROB2, NR1I2, NROB2, NR1I2, NROB2, NR1I2, NRRKPARP, PPARP1, PPARP1, PARP1,
PPARP SATI, SCDI1, SERPINEI1, SOD1, SOD2, SREBF1, STS, TFRC i TNF. CTD je koris¢en za
dalju analizu ovih gena, otkrivaju¢i 31 gen sa podudaraju¢im interakcijama za sve tri supstance
(Tabela 28). Ovo ukazuje na to da ispitivane supstance dele zajedni¢ku molekularnu aktivnost i
sugeriSe da bi mogle imati sposobnost da deluju zajedno na aditivni nacin.

Tabela 28. 31 DEHP/DBP/BPA gen povezan sa razvojem gojaznosti na koji sve tri supstance deluju

na isti na¢in (CTD (http://CTD.mdibl.org))

Gen Interakcije zajednicke za sve tri ispitivane supstance
ACADM Povecana ekspresija ACADM iRNK
AHR Povecana aktivnost AHR proteina *
AKT1 Povecana fosforilacija AKT1 proteina
CEBPA Povecana ekspresija CEBPA iIRNK*
CCL2 Povecana ekspresija CCL2 iRNK
CD40 Povecana ekspresija CD40 iRNK
CNR1 Smanjena ekspresija CNR1 iRNK*
CYCS Povecana ekspresijaCYCS iRNK*
CYP1B1 Povecana ekspresija koja rezultuje pove¢anom aktivnoséu CYP1BL1 proteina
DPYD Smanjena ekspresija DPYD iRNK*
ESR1 Vezuje se za ESR1 $to rezultuje Povecana ekspresija ESR1 iRNK
poveéanom aktivno$cu proteina
FASN Smanjena ekspresija FASN iRNK*
HSD11B1 Smanjena ekspresija HSD11B1 iRNK*
HSPA5 Smanjena ekspresija HSPA5 préotein*
IL6 Povecana ekspresija IL6 protein*
KCNMA1 Smanjena ekspresija KCNMA1 iRNK
LPL Povecana ekspresija LPL iRNK*
ME1 Povecana ekspresija MEL iRNK*
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https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=gof&row=2
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https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=gof&row=7
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=gof&row=8
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=gof&row=9
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=pt&row=0
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=pt&row=1
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=pt&row=2
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=pt&row=3
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=pt&row=4
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=pt&row=5
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=pt&row=6
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=pt&row=7
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=pt&row=8
https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=97699056-f25e-4a18-bd55-07c4b1ae093f&feature=pt&row=9

MMP9 Poveéana ekspresija MMP9 protein | Poveéana ekspresija MMP9 iRNK
NROB2 Povecana ekspresija NROB2 iRNK*
NR112 Povecana aktivnost NR112 protein
NR1I3 Vezuje se za NR1I3 | Povecana aktivnost NR1I3 protein
PPARA Vezuje se za PPARA Povecana aktivnost PPARA Smanjena ekspresija
protein proteina PPARA iRNK
PPARG Vezuje se za PPARG protein | Povecana aktivnost PPARG proteina
SAT1 Povecana ekspresija SAT1 iRNK
SCD1 Povecana ekspresija SCD1 iRNK
SERPINE1 Poveéana ekspresija SERPINEL iRNK
SOD1 Smanjena ekspresija SOD1 iRNK*
SOD2 Smanjena ekspresija SOD2 proteina*
SREBF1 Smanjena ekspresija SREBF1 iRNK*
TNF Povecana ekspresija TNF iRNK* | Povecana ekspresija TNF proteina*

Interakcije oznacene sa ,,*” znace da neka od tri ispitivanih supstanci stupa u interakciju sa odredenim genom na vise
nacina, dok je za neke od interakcija utvrdeno da su suprotne (povecava i smanjuje aktivaciju gena, npr), u zavisnosti od
razli¢itih faktora povezanih sa izloZzeno$¢u hemikalijama, kao $to su doza, put i trajanje izlozenosti, metabolizam,
razvojna faza izlozenosti, itd.

CTD SetAnalyser alat je iskoris¢en da bi se izdvojila lista od 97 interakcija za dobijeni skup
od 31 gena. U 72 od ovih interakcija Homo sapiens je bio oznaen i kao izvorni i kao ciljni
organizam, $to ukazuje na znacajnost ovih interakcija za ljude. Mapa molekularnih puteva ovih
gena (Slika 21) preuzeta je koris¢enjem alata CTD SetAnalyzer, pri ¢emu su prikazane interakcije
gen-gen izvedene iz BioGRID baze podataka (baza podataka posvecena arhiviranju proteinskih,
genetskih i hemijskih interakcija) [159,160]. Mapa interakcija je ruéno konfigurisana (spojene ivice
1 izgled stabla). Na osnovu rezultata CTD analize, sve ove interakcije su bile fizicke, osim jedne
(SOD1 sa SOD2), koja je bila genetska.
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Slika 21. Mreza interakcija izmedu 31 gena povezanih sa razvojem gojaznosti na koji deluju DEHP,
DBP i BPA dobijena pomoc¢u SetAnalyzer alata (SetAnalyzer CTD tool -
http://ctdbase.org/tools/analyzer.go; integrisano iz BioGRID baze podataka)

Da bi se pruzio detaljniji prikaz molekularnih mreZa na koje potencijalno uticu ispitivane
supstance, GeneMANIA server je iskori§¢en za analizu interakcija izmedu dobijenog skupa gena.
Identifikovana je mreZa interakcija koja se sastoji od 31 zajednickog gena, zajedno sa 20 srodnih
gena. Ukupan broj veza izmedu ovih 51 gena bio je 471 (Slika 22). Rezultati su pokazali da je
59,49% naseg skupa gena bilo u ko-ekspresiji, Sto znaci da su njihovi nivoi ekspresije slicni u
razli¢itim uslovima u studiji o ekspresiji gena. Server je predvideo 20,78% interakcija, 9,48% je
pripadalo istom putu, 6,29% je bilo u fizickim interakcijama, 3,49% je bilo sa zajedni¢kim
proteinskim domenima, 3,28% je bilo u kolokalizaciji, dok su 0,19% bile genetske interakcije.
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Slika 22. Konstruisana mreza gena ukljucenih u razvoj gojaznosti i povezanih sa smeSom
DEHP/DBP/BPA (GeneMANIA prediktivni server - https://genemania.org)

Da bi se razjasnio bioloski znacaj izdvojenog skupa gena, izvrSena je analiza molekularnih
puteva i ontologije gena (GO). Alat CTD SetAnalyser je otkrio da su geni/proteini sa kojima DEHP,
DBP i BPA interaguju ukljuceni u 67, 66 i 117 molekularnih puteva, redom, dok je 42 od njih bilo
zajednicko za sve tri supstance. Navedeni prema statistickoj znacajnosti (p < 0,01), 42 zajednicka
molekularna puta prikazana su u Tabeli 29. TopGenne ToppFun funkcija iskoris¢ena je za
izdvajanje 10 najvaznijih GO: bioloskih procesa ukljuc¢enih u razvoj gojaznosti na koje uti¢u sve tri
ispitivane supstance (p < 0,05) (Tabela 30).

Tabela 29. Molekularni putevi povezani sa uticajem ispitivane sme$e (DEHP, DBP i BPA) na
razvoj gojaznosti (CTD (http://CTD.mdibl.org) — MyVenn (http://ctdbase.org/tools/myVenn.go) i
SetAnalyzer CTD alati (http://ctdbase.org/tools/analyzer.go))

Molekularni putevi* Identifikacioni broj

Metabolizam REACT:R-HSA-1430728
Metabolizam lipida i lipoproteina REACT:R-HSA-556833

Nealkoholna masna bolest jetre KEGG:hsa04932

Metabolicki putevi KEGG:hsa01100
Metabolizam masnih kiselina, triacilglicerola i ketonskih tela REACT:R-HSA-535734
PPARA aktivira ekspresiju gena REACT:R-HSA-1989781
Regulacija metabolizma lipida pomoc¢u receptora alfa aktiviranog REACT:R-HSA-400206

proliferatorom peroksizoma (PPAR«)

Transkripciona regulacija diferencijacije belih adipocita REACT:R-HSA-381340
Put transkripcije nuklearnih receptora REACT:R-HSA-383280

68


https://genemania.org/
http://ctd.mdibl.org/

Insulinska rezistencija

KEGG:hsa04931

Interleukin-4 i 13 signalizacija

REACT:R-HSA-6785807

PPAR signalni put

KEGG:hsa03320

Detoksikacija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta

REACT:R-HSA-3299685

Stres smicanja teCnosti 1 ateroskleroza

KEGG:hsa05418

Signalna transdukcija

REACT:R-HSA-162582

Malarija

KEGG:hsa05144

AGE-RAGE signalni put kod dijabetickih komplikacija

KEGG:hsa04933

HIF-1 signalni put

KEGG:hsa04066

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS)

KEGG:hsa05014

Cakasova bolest (ameri¢ka tripanosomijaza)

KEGG:hsa05142

Metabolizam vitamina i kofaktora

REACT:R-HSA-196854

TNF signalni put

KEGG:hsa04668

Integracija energetskog metabolizma

REACT:R-HSA-163685

Molekularni putevi povezani sa kancerom

KEGG:hsa05200

Metabolizam ugljenika

KEGG:hsa01200

Varenje lipida, mobilizacija i transport

REACT:R-HSA-73923

AMPK signalni put

KEGG:hsa04152

Genericki put transkripcije

REACT:R-HSA-212436

Transport lipida posredovan hilomikronom

REACT:R-HSA-174800

Cirkadijalni ritam

REACT:R-HSA-400253

Insulinski signalni put

KEGG:hsa04910

Metabolizam lipoproteina

REACT:R-HSA-174824

Metabolizam masnih kiselina

KEGG:hsa01212

Interleukin-10 signalizacija

REACT:R-HSA-6783783

Steroidogeneza jajnika

KEGG:hsa04913

Signalizacija citokina u imunom sistemu

REACT:R-HSA-1280215

Regulacija lipolize u adipocitima

KEGG:hsa04923

Biosinteza steroidnih hormona

KEGG:hsa00140

Hemostaza

REACT:R-HSA-109582

Put regulacije dugovecnosti - vise vrsta

KEGG:hsa04213

Signalni put adipocitokina

KEGG:hsa04920

Signalizacija od strane Interleukina

REACT:R-HSA-449147

*Navedeni po statisti¢koj znacajnosti (p < 0,01)

Tabela 30. Ontologija gena — GO: bioloski procesi i molekularne funkcije povezani sa uticajem
ispitivane smese (DEHP, DBP i BPA) na razvoj gojaznosti (TopGenne’s ToppFun funkcija -
https://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp)

Name 1D p-value

odgovor na organsko cikli¢no jedinjenje SREBF1, KCNMAL, AHR, CYP1B1, CCL2, DPYD,

G0:0014070 3,813E-17 AKT1, TNF, NR112, PPARA, CEBPA, PPARG, HSPAS5,
NROB2, IL6, NR1I3, ESR1, CNR1, SOD1

odgovor na jedinjenje koje sadrzi kiseonik SREBF1, KCNMA1, AHR, CYP1B1, CCL2, AKT1,
G0:1901700 2,386E-15 TNF, PPARA, PPARG, MMP9, ME1, HSPAS5, NROB2,
SCD, IL6, ESR1, CNR1, LPL, SOD1, SOD2, SERPINE1
Biologki odgovor na lipide SREBF1, KCNMAL, AHR, CCL2, AKT1, TNF, NR1I2,

procesi G0:0033993 8,096E-15 PPARA, PPARG, NROB2, SCD, IL6, NR1I3, ESR1,

CNR1, LPL, SERPINE1,

lipidni metabolic¢ki proces SREBF1, KCNMAL, CYP1B1, AKT1, FASN, TNF,

G0:0006629 1,371E-14 NR1I2, PPARA, CEBPA, HSD11B1, PPARG, ACADM,
ME1, NROB2, SCD, ESR1, CNR1, LPL, SOD1

regulacija metabolizma lipida . , SREBF1, KCNMA1, AKT1, FASN, TNF, PPARA,

G0:0019216 4,9138-14 PPARG, ACADM, ME1, SCD, ESR1, CNR1, SOD1

metabolizam steroidnih hormona G0:0008202 1,117E-13 SREBF1, KCNMAL1, AHR, CYP1B1, DPYD, TNF,
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NR1I2, PPARA, PPARG, MMP9, HSPAS, IL6, CNR1,
LPL, SOD1, SOD2, SERPINE1,
odgovor na lek SREBF1, KCNMAL, AHR, CYP1B1, DPYD, TNF,
G0:0042493 1,475E-13 NR1I2, PPARA, PPARG, MMP9, HSPAS, IL6, CNR1,
LPL, SOD1, SOD2, SERPINE1,
¢elijski odgovor na lipide SREBF1, KCNMAL1, AHR, CYP1B1, DPYD, TNF,
G0:0071396 2,001E-13 NR1I2, PPARA, PPARG, MMP9, HSPAS, IL6, CNR1,
LPL, SOD1, SOD2, SERPINE1,
celijski odgovor na organsko cikli¢no . ) AHR, CYP1B1, CCL2, AKT1, TNF, NR112, PPARA,
jedinjenje GO0071407 | 2,266E-13 | £ppAa PPARG, HSPAS, NROB2, NR1I3, ESRL, SOD1
zapaljenski odgovor . B CCL2, AKT1, TNF, PPARA, CEBPA, PPARG, MMP9,
GO:0006954 ) 3,331E-12 IL6, ESRL, CNRL, LPL, SOD1, CD40, SERPINEL
aktivnost nuklearnih receptora G0:0004879 1,496E-12 SREBF1, AHR, NR112, PPARA, PPARG, NR1I3, ESR1
ﬁ';gxggf; transkripcionog faktora aktiviranog | - ~.0090531 | 1496E-12 | SREBFL, AHR, NR1I2, PPARA, PPARG, NR1I3, ESR1
aktivnost oksidoreduktaze CYP1B1, DPYD, AKT1, FASN, TNF, PPARA,
G0:0016491 5,257E-12 HSD11B1, ACADM, MEL1, SCD, ESR1, CNR1, SOD1,
SOD2, CYCS,
aktivnost receptora steroidnih hormona G0:0003707 3,204E-10 NR1I2, PPARA, PPARG, NROB2, NR1I3, ESR1
identi¢no vezivanje za proteine KCNMAI1, AHR, DPYD, AKT1, FASN, TNF, CEBPA,
G0:0042802 1,117E-9 PPARG, MMP9, SAT1, ACADM, HSPA5, NR0OB2,
Molekularne ESR1, LPL, SOD1, SOD2
funkcije vezivanje jona prelaznog metala . : CYP1B1, DPYD, NR1I2, PPARA, PPARG, MMP9,
GO:0046914 7,500E-8 ME1, SCD, NR113, ESR1, SOD1, SOD2
aktivnost dimerizacije proteina . SREBF1, KCNMA1, AHR, DPYD, AKT1, FASN,
G0:0046983 3,116E-7 PPARA, CEBPA, PPARG, HSPA5, NROB2, LPL, SOD1
aktivnost superoksid dismutaze G0:0004784 6,187E-7 TNF, SOD1, SOD2
aktlvnost_ ok5|dc_)reduktaze, koja deluje na GO:0016721 6,187E-7 TNF, SOD1, SOD2
superoksidne radikale kao akceptor
aktivnost oksidoreduktaze, koja deluje na
uparene donore, sa ugradnjom ili redukcijom | GO:0016705 1,564E-6 CYP1B1, AKT1, TNF, SCD, ESR1, CNR1
molekularnog kiseonika

*[zvrstani na osnovu statisticke znacajnosti (p < 0.05)

Skup od 31 gena je dalje analiziran koris¢enjem ToppGene ToppFun funkcije otkrivaju¢i 10
najvaznijih komorbiditeta gojaznosti u koje su ovi geni ukljuceni (Tabela 31). Utvrdeno je da je
sedam gena (CCL2, IL6, LPL, PPARA, PPARG, SERPINELl i TNF) povezano sa svih 10
najvaznijih komorbiditeta koje je ToppFun funkcila navela.

Tabela 31. Najvaznijih 10 komorbiditeta gojaznosti u koje je ukljucen 31 gen zajednicki za sve tri

ispitivane  supstance  (DEHP, DBP, BPA) (TopGenne’s ToppFun funkcija -
https://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp)
Bolest* p vrednost Geni
Metaboli¢ki sindrom X 1,114E-28 SREBF1, AHR, CCL2, AKT1, TNF, NR1I2, PPARA,
CEBPA, HSD11B1, PPARG, MMP9, SAT1, HSPAS,
NROB2, SCD1, IL6, NR1I3, ESR1, CNR1, LPL, SOD2,
CD40, SERPINE1
Steatohepatitis 2,083E-28 SREBF1, AHR, CYP1B1, CCL2, DPYD, AKT1, FASN,
TNF, NR1I2, PPARA, CEBPA, PPARG, MMP9, HSPAS,
NROB2, SCD1, IL6, CNR1, LPL, SOD1, SOD2, CYCS,
SERPINE1
Masna jetra 4,781E-27 SREBF1, AHR, CYP1B1, CCL2, FASN, TNF, NR1I2,
PPARA, CEBPA, HSD11B1, PPARG, MMP9, HSPAS,
NROB2, SCD1, IL6, LPL, SOD1, SOD2, CYCS,
SERPINE1
Dijabetes melitus, 6,425E-23 SREBF1, AHR, CZP1B1, CCL2, AKT1, FASN, TNF,
nezavisan od insulina NR112, PPARA, CEBPA, HSD11B1, PPARG, MMP9,
SAT1, ME1, HSPA5, NROB2, SCD1, IL6, NR1I3, ESR1,
CNR1, LPL, SOD2, SERPINE1
Secerna bolest 6,160E-20 SREBF1, KCNMA1, CCL2, AKT1, FASN, TNF, NR1I2,
PPARA, CEBPA, HSD11B1, PPARG, MMP9, HSPAS5,
NROB2, SCD1, IL6, NR1I3, ESR1, CNR1, LPL, SOD1,
SOD2, CD40, SERPINE1
Bezalkoholna masna bolest 1,110E-19 SREBF1, CCL2, AKT1, FASN, TNF, NR1I2, PPARA,
jetre CEBPA, HSD11B1, PPARG, HSPA5, NROB2, IL6, LPL,
SOD2, SERPINE1
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Neoplazme jetre

1,849E-19

SREBF1, AHR, CYP1B1, CCL2, DPYD, AKT1, FASN,
TNF, NR112, PPARA, CEBPA, PPARG, MMP9, SATL,
HSPAS5, NROB2, SCD1, IL6, NR1I3, ESR1, LPL, SOD1,
SERPINE1

Koronarna arterijska bolest

2,705E-19

SREBF1, KCNMAL, CCL2, AKT1, TNF, NR112, PPARA,
HSD11B1, PPARG, MMP9, HSPA5,SCD1, IL6, ESR1,
CNR1, LPL, SOD1, SOD2, CD40, SERPINE1

Kardiovaskularne bolesti

2,257E-18

CYP1B1, CCL2, TNF, NR1I2, PPARA, CEBPA,
HSD11B1, PPARG, MMP9, NROB2, SCD, IL6, ESR1,
CNR1, LPL, SOD2, CD40, SERPINE1

Koronarna arterioskleroza

3,199E-18

SREBF1, CCL2, AKT1, TNF, NR1I2, PPARA, HSD11B1,
PPARG, MMP9, HSPAS, SCD, IL6, ESR, CNR1, LPL,

SOD1, SOD2, CD40, SERPINE1

Geni/proteini ukljuceni u sve komorbiditete: CCL2, IL6, LPL, PPARA, PPARG, SERPINE1, TNF

*Definisani i sortirani po statistickoj znacajnosti (p < 0.05)

Zatim, DisGeNET baza podataka iskoris¢ena je za izdvajanje najznacajnijih parova gen-
bolest za odabranih 7 gena. Ova baza podataka moze se koristiti za integraciju i rangiranje
povezanosti gena i bolesti. DisGeNET rangiranje uzima u obzir broj publikacija koje podrzavaju
asocijaciju, pri ¢emu se dodeljene vrednosti krecu od 0 do 1. Visi rezultat predstavlja vecu
povezanost [161]. Medu filtriranim uparenim gen-bolest parovima, najvisi rezultat povezanosti je
pronaden izmedu LPL i hiperlipoproteinemije tipa I (1.000) i PPARG i porodi¢ne delimi¢ne
lipodistrofije, tip 3 (0.940). Za gojaznost je utvrdeno da PPARG i1 LPL imaju najvisi rezultat
povezanosti, 0,900 i 0,600, redom (Tabela 32).

Tabela 32. Najznacajniji gen-bolest parovi za odabranih 7 gena - CCL2, IL6, LPL, PPARA,

PPARG, SERPINE1, TNF (DisGeNET baza podataka - http://www.disgenet.org)

Gen Bolest Klasa bolesti Jacina povezanosti
gen-bolest
LPL Hiperlipoproteinemija Urodene, nasledne i neonatalne bolesti i 1,000
tip | abnormalnosti; Bolesti ishrane i metabolizma
PPARG Porodi¢na delimi¢na Bolesti ishrane i metabolizma; Bolesti koze i 0,940
lipodistrofija, tip 3 vezivnog tkiva
PPARG Gojaznost Bolesti ishrane i metabolizma; Patoloska stanja, 0,900
znaci i simptomi
TNF Reumatoidni artritis Bolesti imunskog sistema; Bolesti misi¢no- 0,700
skeletnog sistema; Bolesti kozZe i vezivnog tkiva
PPARG Hipertenzivna bolest Kardiovaskularne bolesti 0,700
TNF Inflamatorne bolesti Bolesti digestivnog sistema 0,600
creva
TNF Dijabetes melitus, Bolesti endokrinog sistema; Bolesti ishrane i 0,600
nezavisan od insulina metabolizma
LPL Gojaznost Bolesti ishrane i metabolizma; Patoloska stanja, 0,600
znaci i simptomi
PPARG Maligni tumor debelog Bolesti digestivnog sistema; Neoplazme 0,600
creva
TNF Kongestivna sréana Kardiovaskularne bolesti 0,600
insuficijencija
TNF Otkazivanje srca Kardiovaskularne bolesti 0,600
SERPINE1 Hipertenzivna bolest Kardiovaskularne bolesti 0,600
TNF Hipertenzivna bolest Kardiovaskularne bolesti 0,600
TNF Infarkt miokarda Kardiovaskularne bolesti 0,600
CCL2 Zatajenje bubrega, Urogenitalne bolesti i komplikacije u trudnogi 0,600
hroni¢no
PPARG Porodi¢na parcijalna Bolesti ishrane i metabolizma; Bolesti koze i 0,600
lipodistrofija vezivnog tkiva
LPL Hiperholesterolemija, Urodene, nasledne i neonatalne bolesti i 0,600
porodi¢na abnormalnosti; Bolesti ishrane i metabolizma
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4.2. ISPITIVANJE PROTEKTIVNOG DEJSTVA PROBIOTIKA

4.2.1. Invitro rezultati uticaja probiotika na smanjenje koncentracije ftalata i bisfenola A

IzraCunati procenat smanjenja koncentracije za tri ispitivane supstance bio je sledeci: za
visekomponentni probiotski preparat (P) procenat smanjenja ispitivanih supstanci unutar smese
iznosio je 29,25, 29,04 i 41,75% za DEHP, DBP i BPA, redom, a za Saccharomyces boulardii (B)
16,79, 15,66% i 15,66% za DEHP, DBP i BPA, redom. Koncentracije supernatanta ispitivanih
supstanci takode su uporedene sa onima u pozitivnoj kontroli (Slika 23), ukazuju¢i na to da se
najniza koncentracija u supernatantu mogla primetiti nakon inkubacije sa viSekomponentnim
probiotikom.
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Slika 23. Koncentracije ispitivanih supstanci DEHP, DBP, BPA prisutnih u smesi nakon inkubacije
kada je prisutna sama smesa ispitivanih supstanci (MIX metanolni rastvor), nakon inkubacije sa
jednokomponentnim probiotskim preparatom (MIX metanolni rastvor + B), nakon inkubacija sa
visekomponentnim probiotskim preparatom (MIX rastvor metanola + P)

*p < 0,05 ** p<0,01; *¥* p < 0,001 (uporedenju sa pozitivnom kontrolom — MIX); # p < 0,05 (u poredenju sa
koncentracijom u MIX + B supernatantu).

4.2.2. Invivo rezultati na modelu pacova

422.1. Prirast telesne mase

Tabela 33 prikazuje prirast telesne mase (engl. Body weight gain, BWG) u cetiri praena
perioda tokom eksperimenta, kao i procentualnu razliku sa kontrolom za sve vrednosti.

Nakon prve nedelje eksperimenta, zabeleZen je znacajan pad telesne mase u MIX grupi u
poredenju sa kontrolom, kao i u poredenju sa P i MIX + P grupom, dok u MIX + P i P grupi nije
zabeleZena znacajna promena u poredenju sa kontrolom. Nakon druge nedelje zabelezen je znacajan
pad samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolom. Nakon tre¢e nedelje, smanjenje prirasta mase u
poredenju sa kontrolom bilo je prisutno u svim tretiranim grupama, mada je bilo izraZenije u MIX
grupi (-20%) nego u P (-13%) i MIX + P (-15%) grupi. Medutim, nakon Cetvrte nedelje tretmana,
smanjenje prirasta mase mogo je da se primeti samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolom.

Tabela 33. Prirast telesne mase nakon subakutne izloZzenosti pacova probiotiku, smesi DEHP, DBP i
BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

1. nedelja 2. nedelja 3. nedelja 4. nedelja
Kontrola BWG 0,4344 £ 0,05996 0,8265 + 0,1092 1,151 +0,1708 1,425+ 0,2461
P BWG 0,3964 + 0,01380 0,7632 £ 0,01317 0,9973 £ 0,03611* 1,317 +0,07116
% u odnosu | -9 -8 -13 -8
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na kontrolu

MIX BWG 0,3190 + 0,03681**'* 0,6459 + 0,04416*** | 0,9237 + 0,3505** 1,147 +0,1048**
% u odnosu | -27 -22 -20 -20
na kontrolu

MIX + P BWG 0,3887 + 0,02272% 0,7486 + 0,009676 0,9759 + 0,05624* 1,277 £0,02415
% u odnosu | -11 -9 -15 -10
na kontrolu

Eksperimentalne grupe: Kontrola: kukuruzno ulje; P: probiotik; MIX: 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg b.w/day
DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA; MIX + P: 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg b.w/day DBP + 25 mg/kg t.m./dan
BPA + Probiotik; * p < 0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001 (u odnosu na kontrolu); T p < 0.01 (u odnosu na P grupu), 1
p < 0.01 (u odnosu na MIX grupu. Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike
(engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti i standardne
devijacije. (n = 6). BWG: prirast telesne mase (engl. Body weight gain).

4.2.2.2. Unos hrane i vode

ANOVA za ponovljena merenja sa LSD post hoc testom sprovedena je kako bi se procenilo
da li postoji promena u unosu hrane i vode tokom vremena u svakoj eksperimentalnoj grupi izmedu
pet razli¢itih vremenskih perioda tokom eksperimenta (1, 7, 14, 21. i 28. dan studije) (Slike 24A i
24B). U grupi MIX, smanjenje unosa hrane primeceno je nakon prve nedelje tretmana (p <0,05).
Unos hrane nastavio je da se smanjuje kako je eksperiment tekao (p<0,01 nakon druge nedelje
tretmana, ostaju¢i na tom nivou znacajnosti do kraja eksperimenta). U svim ostalim grupama nisu
zabelezene znacajne razlike u unosu hrane izmedu odabranih vremenskih perioda (slika 24A). Kao
Sto je prikazano u Tabeli 34, primecen je znacajan pad ukupnog unosa hrane u MIX grupi u
poredenju sa kontrolom, kao i u poredenju sa grupama P i MIX + P. Ukupni unos hraneiuP i u
MIX + P grupi bio je nesto nizi u poredenju sa kontrolom (p <0,05). Medutim, primeceni pad nije
bio toliko izrazen kao u MIX grupi (p <0,001) (Tabela 34).

Fluktuacije u unosu vode bile su najuoéljivije u MIX grupi, gde su uo¢ene znacajne razlike
izmedu 1.17,1.114,7.121,14.121,7.1 28, kao i 14. i 28. dana, §to nije bio slucaj u svim ostalim
grupama. Ukupan unos vode bio je zna¢ajno nizi u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom, P i MIX
+ P grupom. Znacajna razlika u poredenju sa kontrolom moze se zabeleziti i u MIX + P grupi (p
<0,05), ali nije bila tako izraZzena kao u MIX grupi (p <0,001).
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Slika 24. A. Unos hrane (g/dan) i B. vode (mL/dan) nakon subakutne izloZenosti pacova probiotiku,
smesi DEHP, DBP i1 BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

Eksperimentalne grupe: Kontrola: kukuruzno ulje; P: probiotik; MIX: 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg b.w/day
DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA; MIX + P: Smesa (50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg b.w/day DBP + 25 mg/kg
t.m./dan BPA) + Probiotik. * p < 0,05, ** p < 0,01 (u odnosu na 1. dan eksperimenta). T p < 0,05, 11 p < 0,001 (u
odnosu na 7. dan eksperimenta), I p < 0,05, £1f p <0.001 (u odnosu na 14. dan eksperimenta). Jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Svaki
dijagram predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), linija unutar okvira predstavlja srednju vrednost, a krajnje
ivice minimalne i maksimalne vrednosti unutar grupe.

Tabela 34. Ukupan unos hrane i vode nakon subakutne izloZenosti pacova probiotiku, smesi DEHP,
DBP i BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

Kontrola P MIX MIX + P
Ukupan unos hrane | Srednia 25,16 24,36* 22,66%*+1T 24,42+
p vrednost
' ) 1,261 1373 1,102 1,439
Ukupan unos vode Sregr”a 44,68 44,21 41,18%%11T 43,04%"
(mL) vrednost
) 3,198 2,843 2,294 2,116

Eksperimentalne grupe: Kontrola: kukuruzno ulje; P: probiotik; MIX: 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg b.w/day
DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA; MIX + P: Smesa (50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg b.w/day DBP + 25 mg/kg
t.m./dan BPA) + Probiotik. Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike (engl.
Fisher's Least Significant Difference, LSD). Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti i standardne devijacije
(n=6). * p < 0.05, *** p < 0.001 (u odnosu na kontrolu), + p <0.05, T+t p <0.001 (u odnosu na P grupu), £ p <0.05 (u
odnosu na MIX grupu).
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4.2.2.3. Relativne mase organa

Relativne mase organa pacova nakon 28 dana izlaganja DEHP, DBP, BPA smesi, smesi sa
dodatkom probiotika i probiotiku tokom 28 dana predstavljene su na Slici 25. Zabelezen je znacajan
porast relativne mase jetre u MIX grupi u poredenju sa kontrolom (p <0,001), kao i u poredenju sa
P grupom (p <0,05). U grupi MIX + P takode je zabeleZen znacajan porast relativne mase jetre u
poredenju sa kontrolom (p <0,05), mada ne toliko izraZzen kao u grupi MIX (Slika 25A). Znacajan
pad zabelezen je u relativnoj tezini slezine u poredenju sa kontrolom, kao i kod svih ostalih
tretiranih grupa (Slika 25B), dok je zabeleZen znadajan porast relativne mase bubrega u poredenju
sa kontrolom (Slika 25C). Medutim, nije bilo znacajne promene u relativnoj tezini mozga medu
eksperimentalnim grupama (Slika 25D).
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Slika 25. Relativna masa organa nakon subakutne izlozenosti pacova probiotiku, smesi DEHP, DBP
i BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

A. relativna masa jetre, B. relativna masa slezine, C. relativna masa bubrega, D. relativha masa mozga. Eksperimentalne
grupe: Kontrola: kukuruzno ulje; P: probiotik; MIX: smesa (50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25
mg/kg t.m./dan BPA); MIX + P: smesa (50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA)
+ probiotik * p < 0,05, *** p < 0,001 (u poredenju sa kontrolom), T p < 0,05, 71 p < 0,01 (u poredenju sa P grupom); 1§
p < 0,01 (u poredenju sa MIX grupom). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje zna¢ajne
razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD). Svaki dijagram predstavlja interkvartilni opseg (25-75.
percentil), linija unutar okvira predstavlja srednju vrednost, a krajevi minimalne i maksimalne vrednosti unutar grupe.

4.2.2.4. HematoloSki parametri

Hematoloski parametri izmereni u delu istrazivanja u sklopu ove doktorske disertacije koje
se ti¢e ispitivanja protektivnog dejstva probiotika predstavljeni su u Tabeli 35. Nakon izlaganja
smesi ftalata i BPA tokom 28 uzastopnih dana, u MIX grupi zabelezeno je znacajno povisenje
vrednosti WBC, LIM, NEU, MON, RBC, HGB, HCT i MCHC u poredenju sa kontrolom. Primena
probiotika u MIX + P grupi smanjila je sve gore pomenute parametre, Sto je rezultiralo time da se
nijedan od njih nije znacajno razlikovao u poredenju sa kontrolom. Nijedan od izmerenih
parametara u P grupi se takode nije razlikovao u poredenju sa kontrolom. Medutim, znacajna
razlika u koncentraciji HGB primecena je u MIX grupi u poredenju sa MIX + P i P grupama.
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Tabela 35. Hematoloski parametri nakon subakutne izloZenosti pacova probiotiku, smesi DEHP,

DBP i BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

Parametar Kontrola P MIX MIX +P
Srednja vrednost | 5,400 5,680 8,700** 5,833
9 3 ] ] 3
WBC (10°7L) SD 1,740 1,740 0,8958 1,924
Srednja vrednost | 6,680 6,580 5,833 6,800
0,
NEU (%) SD 1,983 1,608 0,7581 0,3916
LYM (%) Medijana 86,40 73,30 93,10* 87,55
Opseg 84,75 - 88,20 72,80 — 87,40 91,48 -93,53 74,68-90,55
Srednja vrednost | 0,4333 0,6200 0,9200* 0,7000
o ; , , ,
MON (%) SD 0,1633 1,643 0,3114 0,3578
EOS (%) Medijana 0,4500 0,2000 0,1500 0,2500
Opseg 0,2750 — 0,5250 0,1500 - 0,3000 | 0,1000 - 0,3750 0,2000 — 0,3500
BAS (%) Srednja vrednost | 0,6000 0,4800 0,5167 0,5333
0 SD 0,2000 0,2387 0,2639 0,1211
Srednja vrednost | 0,4583 0,4600 0,6260* 0,4100
9 3 ) ] )
NEU (107L) SD 0,1157 0,1427 0,05737 0,09345
Srednja vrednost | 4,810 4,960 7,440** 5,033%
9 3 ’ [} 3
LYM (10°L) SD 0,3540 1,179 2,180 1,958
Srednja vrednost | 0,03667 0,03833 0,06333 0,0400
9 3 f} ] ]
MON (10°L) SD 0,02503 0,01941 0,04274 0,02098
EOS (10°1L) Medijana 0,0200 0,0200 0,0150 0,0150
Opseg 0,0150 - 0,0250 | 0,0100-0,0200 | 0,0100-0,0225 | 0,0100 — 0,0200
Srednja vrednost | 0,03333 0,0408 0,04317 0,0395
9 ] ] ] ]
BAS (10°L) D 0,01325 0,02126 0,02740 0,02038
Srednja vrednost | 7,100 7,070 7,940* 7,348
12 i ’ ) )
RBC (107/L) D 0,5571 0,4006 0,6403 0,4528
HGB (g/L) Srednja vrednost | 138,0 138,0 15117*T 140,7+
SD 2,550 6,481 2,0101 7,967
HCT (%) Srednja vrednost | 0,4400 0,4292 0‘4940**7“ 0,4448%
SD 0,02052 0,02349 0,01937 0,0281
Srednja vrednost | 61,37 60,53 62,23 60,53
MCV (L) SD 1,857 2,099 1,773 0,8618
MCH (pg) Srednja vrednost | 19,12 19,08 19,10 19,03
Pg SD 0,5020 05933 03735 0,2422
Srednja vrednost | 313,2 3144 317,5* 315,0
MCHC (g/L) sD 3,114 5367 4215 2,966
Srednja vrednost | 548,0 520,6 589,4 521,2
9 ] 3 3 3
PLT (10°L) SD 22,64 56,65 55,89 71,42

Eksperimentalne grupe: Kontrola: kukuruzno ulje; P: probiotik; MIX: 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan
DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA; MIX + P: 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan
BPA + probiotik. * p < 0,05, ** p < 0,01 (u poredenju sa kontrolom); + p < 0,05 (u poredenju sa P grupom); I p < 0,05
(u poredenju sa MIX grupom). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne razlike
(engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test. WBC: Bela krvna
zrnca, NEU: Neutrofili, LYM: Limfociti, MON: Monociti, EOS: Eozinofili, BAS: Bazofili, RBC: Crvena krvna zrnca,
HGB: Hemoglobin, HCT: Hematokrit, MCV: Srednja korpuskularna zapremina, MCH: Srednja korpuskularna
hemoglobin, MCHC: Srednja koncentracija korpuskularnog hemoglobina, PLT: Trombociti.

4.2.2.5.

Tabela 36 predstavlja serumske biohemijske parametre nakon 28 dana izlaganja DEHP,
DBP, BPA smesi, smesi sa dodatkom probiotika i probiotiku. Od parametara povezanih sa jetrom, u
MIX grupi zabelezeno je znaCajno povisenje aktivnosti ALT, AST i koncentracije ukupnog
bilirubina u poredenju sa kontrolom. Ukupni nivo bilirubina i ALT takode su se znacajno
razlikovali u poredenju sa P grupom. Takode, doslo je do znacajnog povisenja aktivnosti ALT u
MIX grupi u poredenju sa MIX + P. U slu€aju ukupnog nivoa bilirubina 1 aktivnosti AST, nije bilo
znacajne razlike izmedu MIX 1 MIX + P grupa, ali ni znacajne razlike izmedu MIX + P grupe i
kontrole. Nije bilo znacajne razlike u De Ritis odnosu i direktnom nivou bilirubina ni u jednoj
eksperimentalnoj grupi u poredenju sa kontrolom, kao ni izmedu tretiranih grupa. Znacajan porast
nivoa glukoze u poredenju sa kontrolom zabelezen je samo u MIX grupi. Od parametara lipidnog
profila, zabelezen je znacajan pad nivoa holesterola samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolom.
Znacajno poviSenje nivoa LDL moglo se zabeleziti u poredenju sa kontrolom (p <0,05), Sto je bilo
jos§ izrazenije u poredenju sa P grupom (p <0,001). Znacajno snizenje nivoa HDL zabelezeno je
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samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolom. Postojala je znacajna razlika izmedu nivoa gvozda u
serumu u MIX grupi u poredenju sa P grupom, kao 1 izmedu MIX 1 MIX + P grupa.

Tabela 36. Biohemijski parametri nakon subakutne izlozenosti pacova probiotiku, smesi DEHP,
DBP i BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

Parametar Parametar Kontrola P MIX MIX + P
Glukoza (mmol/L) Srednja vrednost 11,78 12,72 14,58* 13,68
SD 2,931 1,169 1,941 1,968
CRP (mg/L) Medijana 0,4500 0,5000 0,8000*** 0,5500
Opseg 0,4000 - 0,5000 0,4000 - 0,6000 0,6750 - 0,9000 0,5000 - 0,7500
Urea (mmol/L) Srednja vrednost 6,980 6,880 8,033*'f 6,083%
SD 0,8075 0,2588 0,8779 0,4119
Kreatinin (umol/L) Srednja vrednost 43 42,80 42,50 42,83
SD 4,743 2,588 2,345 3,251
Mokracna kiselina Srednja vrednost 337,2 326,2 355,8 338,0
(umol/L) SD 71,71 14,92 59,18 24,68
Ukupni proteini Srednja vrednost 76,20 76,80 76,17 76,50
(9/L) SD 4,207 3,271 2,639 3,619
Albumin (g/L) Srednja vrednost 50,75 50,60 53,00 51,83
SD 2,500 0,5477 2,530 2,137
Ukupni bilirubin Srednja vrednost 1,020 1,120 1,520%*" 1,250
(umol/L) ) 03271 0,1483 0,1789 0,2588
Direktan bilirubin Srednja vrednost 0,6500 0,6400 0,7500 0,7000
(umol/L) SD 0,1291 0,1517 0,1378 0,1095
ALT (U/L) Srednja vrednost 57,8 58,83 73,00%* Tt 57,60+
SD 6,140 7,600 2,309 7,232
AST (U/L) Srednja vrednost 134,6 135,3 154,5* 138,4
SD 7,733 7,230 12,26 8,444
De Ritis odnos Medijana 2,377 2,351 2,053 2,468
Ratio 2,031 - 2,663 2,080 - 2,562 1,980 - 2,227 2,193 - 2,641
ALP (U/L) Srednja vrednost 363,00 348,6 385,0 364,8
SD 36,98 27,26 34,29 30,86
Holesterol (mmol/L) | Srednja vrednost 1,584 1,486 1,290* 1,488
SD 0,2031 0,1459 0,1377 0,2084
HDL (mmol/L) Srednja vrednost 0,9980 1,032 0,8425* 0,9560
SD 0,07225 0,09960 0,09605 0,1326
LDL (mmol/L) Srednja vrednost 0,2960 0,2520 0,3450* 11 0,2780%+
SD 0,02608 0,02168 0,01243 0,04970
Trigliceridi Srednja vrednost 1,122 1,042 1,115 1,064
(mmol/L) SD 0,1535 0,1190 0,1097 0,04827
Serumsko gvozde Srednja vrednost 46,33 48,56 41,13t 47,354
(umol/L) ) 3,963 4,150 5,086 4,377

Eksperimentalne grupe: Kontrola: kukuruzno ulje; P: probiotik; MIX: 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan
DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA; MIX + P: (50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan
BPA) + probiotik. * p < 0,05, ** p < 0,01 (u poredenju sa kontrolom); 1 p < 0,05 (u poredenju sa P grupom); 1 p <
0,01, T+t p <0,001; £ p <0,05, £ p <0,01 (u poredenju sa MIX grupom). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA)
+ Fiserov test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal—
Wallis test + Dunn test; CRP: C-reaktivni protein, AST: Aspartat aminotransferaza, ALT: Alanin aminotransferaza,
ALP: Alkalna fosfataza, HDL: Lipoprotein visoke gustine, LDL: Lipoprotein niske gustine.

4.2.2.6. Nivoi hormona

Na slici 26 prikazani su hormonski parametri izmereni kod pacova nakon 28 dana izlaganja
DEHP, DBP, BPA smesi, smes$i sa dodatkom probiotika i probiotiku. Nije bilo znacajne razlike u
nivou T3 u poredenju sa kontrolom u svim tretiranim grupama, kao ni medu tretiranim grupama
(Slika 26A). U MIX grupi zabeleZen je znaCajan porast nivoa T4 u serumu u poredenju sa
kontrolnom i P grupom. Medutim, tretman probiotikom regulisao je nivo T4 u MIX + P grupi,
¢inedi ga znacajno nizim u poredenju sa MIX grupom i ne znacajno razli¢itim u odnosu na kontrolu
(Slika 26B). Doslo je do znacajnog snizenja odnosa T3/T4 samo u MIX grupi, dok je u MIX + P
grupi odnos ova dva hormona bio na nivou kontrole (Slika 26C). Sli¢an trend mogao se primetiti i u
nivou testosterona u serumu, gde je zabelezen znacajan pad u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom
i P grupom, dok je tretman probiotikom ublazio pomenuti efekat u MIX + P grupi (Slika 26D).
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Slika 26. Nivoi hormona u serumu nakon subakutne izloZenosti pacova probiotiku, smesi DEHP,

DBP i BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

Eksperimentalne grupe: Kontrola: kukuruzno ulje; P: probiotik; MIX: 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan
DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA; MIX + P: (50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan
BPA) + probiotik. ** p < 0,01 (u poredenju sa kontrolnom), ¥ p < 0,05 (u poredenju sa P grupom), £ p < 0,05, I p <
0,01 (u poredenju sa MIX grupom). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + FiSerov test najmanje znacajne
razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test. Svaki
dijagram predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), linija unutar okvira predstavlja srednju vrednost, a krajnje
ivice minimalne i maksimalne vrednosti unutar grupe.

4.2.2.7. Patohistoloski nalazi
4.2.2.7.1. Jetra

Prilikom mikroskopskog pregleda preseka tkiva jetre tretiranih Zivotinja uocene su
histoloske promene, dok u tkivima jetre kontrolne i P grupe nisu uocene nikakve abnormalnosti. U
ove dve grupe portni prostori bili su uniformne morfologije, Sirine i celularnosti (Slika 27A i 27B).
Parenhim jetre je ispoljio normalne hepatocite rasporedene oko centralnih vena (Slika 27A). Svi
pacovi kojima je davana smeSa toksi¢nih supstanci imali su umerenu sinusoidnu dilataciju u
lobulusima, pretezno oko centralne vene. U nekim sluc¢ajevima, portni prostori bili su lako
prosireni, zbog povecanog broja inflamatornih celija (pretezno limfocita, u manjem broju
eozinofilnih granulocita) — portni hepatitis (Slika 27C i 27D). Primena probiotika umanjila je
pomenute efekte, $to je rezultiralo samo umerenom dilatacijom sinusoida oko centralnih vena (Slika
27E).
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Slika 27. Patohistoloski nalazi na jetri nakon subakutne izloZenosti pacova probiotiku, smesi DEHP,
DBP i BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

A. Kontrola: nema znaéajnih morfoloskih promena, uveli¢anje: X20; B. P grupa: nema znacajnih morfoloskih promena,
uveli¢anje: x20; C. MIX grupa: lako prosireni portovi, povec¢an broj inflamatornih ¢elija (strelice), uveli¢anje: x20; D.
MIX grupa: povecéan broj inflamatornih ¢éelija (pretezno limfocita, u manjem broju eozinofilnih granulocita) (strelica),
uvelianje: x40; E. MIX + P grupa, umerena sinusoidna dilatacija oko centralnih vena (strelica), Uveli¢anje: x20.
Eksperimentalne grupe: Kontrola: kukuruzno ulje; P: probiotik; MIX: 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan
DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA; MIX + P: (50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan
BPA) + probiotik.

4.2.2.7.2. Testisi

U intersticijumu tkiva testisa, u kontrolnoj grupi i grupi koja je primala probiotik nisu
uoCena bitna odstupanja u morfologiji (Slika 28A i 28B). U MIX grupi bile primetne promene
poput lako atrofi¢nih seminifernih tubula, smanjenja debljine germinativnog epitela, lakostepene
dilatacije tubularnog lumena, deskvamiranih celija germinativnog epitela (eksfolijacija), kao i veci
broj uvecanih celija, u kojima su se mogla uociti hiperhromatska jezgra, kao i sporadi¢ni
multinuklearni oblici celija (Slika 28C i 28D). U grupi koja je uz sme$su DEHP/DBP/BPA primala i
probiotik, u najve¢em broju seminifernih tubula, kontinuitet spermatogeneze bio je o¢uvan, a tubuli
su bili uobicajene veliCine 1 oblika. U malobrojnim fokusima, zapaZena je laka atrofija tubula i
redukcija debljine germinativnog epitela, odnosno naruSen kontinuitet spermatogeneze, u smislu
smanjenja ili potpunog gubitka spermatida, uz laku dilataciju lumena tubula. Eksfolijacija i/ili
intracitoplazmatska vakuolizacija ¢elija germinativnog epitela nije uoCena. Takode, nisu uocene
krupne ili visejedarne Celijske forme (Slika 28E).
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Slika 28. Patohistoloski nalazi na testisima nakon subakutne izlozenosti pacova probiotiku, smesi
DEHP, DBP i BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

A. Kontrola: uzduzno i popreéno presedeni seminiferni tubuli, uobicajene veli¢ine i oblika, obloZeni germinativnim
epitelom, uveli¢anje x10; B. P grupa: seminiferni tubul, uobicajene veli¢ine i oblika, obloZen germinativnim epitelom,
ocuvanog kontinuiteta spermatogeneze; u intersticijumu se uocavaju grupice Lajdigove ¢elije, uveliCanje x40; C. MIX
grupa: pojedini seminiferni tubuli pokazuju znake lake atrofije, redukciju debljine germinativnog epitela i laku
dilataciju lumena; u lumenu pojedinih tubula, nalaze se deskvamovane celije germinativnog epitela (eksfolijacija),
uveli¢anje x10; D. MIX grupa: uzduzno preseCeni seminiferni tubul, u kome se uocCava eksfolijacija Celija
germinativnog epitela u lumen tubula; vidi se veéi broj ¢elija krupnog, hiperhromati¢nog jedra, kao i jedna viSejedarna
¢elijska forma; u jednom broju ¢elija uocavaju se intracitoplazmatske vakuole (vakuolizacija), uvelicanje x40; E. MIX +
P grupa: jedan deo seminifernih tubula pokazuje znake lake atrofije, sa redukcijom debljine germinativnog epitela i
lakom dilatacijom lumena, dok su preostali tubuli uobicajene veli¢ine i debljine germinativnog epitela.

4.2.2.7.3. Bubrezi

Ocekivano, nisu primecene znacajne morfoloske promene u medularnim sabirnim
kanali¢ima i intersticijumu ni u kontrolnoj (Slika 29A), niti u P grupi (Slika 29B).

U MIX grupi, primec¢en je fokalni gubitak cetkastog pokrova tubulocita u korteksu, sa
blagom dilatacijom tubula. Nisu uocene znacajne morfoloske promene u glomerulu i intersticijumu
u poredenju sa kontrolom (slika 29C). U grupi MIX + P uocene su promene u poredenju sa
kontrolnom, ali blaze u poredenju sa MIX grupom. One su uklju¢ivale veoma retke fokuse
primecene u korteksu sa gubitkom Cetkastog pokrova tubula (epitel bubreznih tubula). Glomeruli i
intersticijum bili su regularne morfologije (slika 29D).
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Slika 29 Patohistoloski nalazi na bubrezima nakon subakutne izlozenosti pacova probiotiku, smesi
DEHP, DBP 1 BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

A. Kontrola: nema znacajnih morfoloskih promena u medularnim sabirnim kanali¢ima i intersticijumu, uvelicanje: x20;
B. P grupa: nema znac¢ajnih morfoloskih promena u medularnim sabirnim kanali¢ima i intersticijumu, uvelianje: x20;
C. MIX grupa: gubitak ¢etkastog pokrivaca tubulocita u korteksu; blago prosirenje tubula (strelica), uveli¢anje: x20; D.
MIX + P grupa: veoma retki fokusi u korteksu sa gubitkom cetkastog pokrova tubula. Glomeruli i intersticijum
regularne morfologije, uveli¢anje: x20. Eksperimentalne grupe: Kontrola: kukuruzno ulje; P: probiotik; MIX: 50 mg/kg
t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA; MIX + P: (50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg
t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA) + probiotik.

4.2.27.4. Slezina

I u kontrolnoj (Slika 30A i 30B) i u P grupi (Slika 30C i 30D), uoceno je tkivo slezine
pravilne morfologije crvene i bele pulpe. U svim uzorcima slezine MIX grupe, bela pulpa je
pokazala vrlo blago smanjenje veliCine periarterijskog limfocitnog omotaca (PALS), dok je
marginalna zona bila oCuvane veli¢ine, ali blago smanjene celularnosti (Slika 30E). Dodatno,
ekstramedularna hematopoeza (prvenstveno eritroidne i mijeloidne loze) bila je lako poveéana u
crvenoj pulpi. Limfni folikuli sa germinativnim centrima su uglavnom bili uobi¢ajenog broja (Slika
30F). U beloj pulpi grupe MIX + P nisu primec¢ene promene u poredenju sa kontrolnom (Slika
30G). Medutim, u nekim od uzoraka MIX + P crvene pulpe, primeéeno je blago povecana
ekstramedularna hematopoeza eritroidne i mijeloidne loze (Slika 30H).
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Slika 30. Patohistoloski nalazi na slezini nakon subakutne izlozenosti pacova probiotiku, smesi

DEHP, DBP 1 BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

A. Kontrola, bela pulpa: germinalni centar, periarterijski limfocitni omota¢ (PALS) i marginalna zona, uveli¢anje: x20;
B. Kontrola: Crvena pulpa: ekstramedularna hematopoeza, uveli¢anje: x20; C. P grupa: Bela pulpa: PALS i marginalna
zona zajedni¢ke celularnosti, uveli¢anje x20; D. P grupa: Crvena pulpa: najéesée zastupljeni elementi ekstramedularne
hematopoeze; E. MIX grupa: bela pulpa: svetlo smanjenje veli¢ine PALS, sa smanjenjem celularnosti marginalne zone
(strelica), uveli¢anje: x10; F. MIX grupa: crvena pulpa: poveéan broj céelija eritroidne i mijeloi¢ne linije
ekstramedularne hematopoeze (strelice), uveli¢anje: x40; G. MIX + P: Bela pulpa: PALS i marginalna zona - pravilna
zastupljenost elemenata bele pulpe, uvelianje: x20; H. MIX + P: blago povecana eritroidna i mijeloidna linija
ekstramedularne hematopoeze (strelice), uveli¢anje x40. Eksperimentalne grupe: Kontrola: kukuruzno ulje; P:
probiotik; MIX: 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA; MIX + P: (50 mg/kg
t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA) + probiotik.

4.2.2.75. Mozak

Patohistoloskom analizom pokazano je da ni u jednom uzorku tretiranih grupa nisu uocene
znacajne morfoloske razlike u tkivu mozga — ni u strukturi mozdane kore, niti u strukturi malog
mozga u poredenju sa kontrolom. Mozak Zivotinja u svim grupama imao je karakteristi¢an izgled
normalnog cerebralnog korteksa, dok je laminarna grada kore velikog mozga i malog mozga bila
regularne morfologije (Slika 31).

Slika 31. Patohistoloski nalazi na mozgu pacova nakon subakutne izloZenosti pacova probiotiku,

smesi DEHP, DBP i BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

A. Kontrola: laminarna grada kore velikog mozga. Tkivo velikog mozga (cerebralni korteks) i malog mozga regularne
morfologije, Cerebralni korteks, uveli¢anje x10; B. Kontrola: Mali mozak — laminarna grada kore malog mozga —
molekularni sloj, sloj Purkinjeovih ¢elija, granularni sloj; bela masa normalne morfologije, uvelicanje x40; C. P grupa:
laminarna grada kore velikog mozga. Tkivo velikog mozga (cerebralni korteks) i malog mozga regularne morfologije,
Cerebralni korteks, uveli¢anje x10; D. P grupa: Mali mozak — laminarna grada kore malog mozga — molekularni sloj,
sloj Purkinjeovih ¢elija, granularni sloj; bela masa normalne morfologije, uveli¢anje x40; E. MIX grupa: laminarna
grada kore velikog mozga. Tkivo velikog mozga (cerebralni korteks) i malog mozga regularne morfologije, Cerebralni
korteks, uveli¢anje x10; F. MIX grupa: Mali mozak — laminarna grada kore malog mozga — molekularni sloj, sloj
Purkinjeovih ¢elija, granularni sloj; bela masa normalne morfologije, uveli¢anje x40; G. MIX + P grupa: laminarna
grada kore velikog mozga. Tkivo velikog mozga (cerebralni korteks) i malog mozga regularne morfologije, Cerebralni
korteks, uveli¢anje x10; H. MIX + P grupa: Mali mozak — laminarna grada kore malog mozga — molekularni sloj, sloj
Purkinjeovih ¢elija, granularni sloj; bela masa normalne morfologije, uveli¢anje x40.

4.2.2.8. Parametri oksidativnog stresa/antioksidativne zastite

Parametri oksidativnog stresa izmereni u plazmi i homogenatima tkiva testisa, jetre,
bubrega, pankreasa, slezine, mozga, srca, plu¢a i timusa nakon subakutne izloZenosti probiotiku (P),
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DEHP, DBP, BPA smesi (MIX) i smesi sa dodatkom probiotika (MIX + P) predstavljeni su u
Tabeli 37.

Dodatak probiotika otklonio je sve statisti¢ki znaajne promene u parametrima oksidativnog
stresa (u poredenju sa kontrolnom grupom) prisutne u plazmi pacova, ukljucujuci povisenje TOS 1
snizenje aktivnost SOD 1 koncentracije SH grupa. Medutim, od ova tri parametra, samo u slu¢aju
TOS, uocena je znacajna razlika izmedu MIX 1 MIX + P grupa.

S druge strane, u homogenatu tkiva testisa, dodatak probiotika je u potpunosti otklonio
uocene znacCajne promene (u poredenju sa kontrolnom grupom) u slucaju pojedinih parametara
(TOS, 027, MDA), a ublazio znacajne promene u slucaju drugih (TAS, SOD). Kod pojedinih
parametara takode se mogla primetiti i statisticki znacajna razlika izmedu MIX 1 MIX + P grupa
(TAS, TOS, O27, SOD). Takode, u slu¢aju pojedinih parametara MIX grupe (TAS, TOS, 027, SOD,
MDA) i MIX + P grupe (SOD) uocene su znacajne razlike i sa P grupom.

U slucaju homogenata tkiva jetre, uoceno je da povisenje TOS i koncentracije MDA
prisutno u MIX grupi nije bilo prisutno u grupi koja je osim smese toksi¢nih supstanci primala i
probiotik. Isto tako, u slucaju parametara kod kojih nije prime¢ena znacajna promena u odnosu na
kontrolnu grupu, moglo se uociti da su vrednosti O>~ blago, iako ne statisticki znac¢ajno, snizene u
MIX + P grupi, u poredenju sa MIX grupom, kao i da su vrednosti SH grupa bile blago, iako ne
statisticki zna¢ajno, snizene u MIX grupi, u poredenju sa MIX + P.

U homogenatu tkiva bubrega, dodatak probiotika ublazio je povisenje koncentracije MDA,
iako je ovaj parametar bio blago, iako ne statisti¢ki zna¢ajno povisen i u MIX + P grupi u odnosu na
kontrolnu.

Povisenje TOS zapazeno u homogenatu tkiva pankreasa moglo se uociti u MIX grupi u
poredenju sa kontrolom (p < 0,001), ali i u poredenju sa MIX + P i P grupama (p <0,01). Sli¢no
tome, smanjenje SOD uoceno je samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolom (p <0,01), ali i u
poredenju sa MIX + P i P grupama (p <0,05). S druge strane, snizenje koncentracije SH grupa bilo
je prisutno samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolom, ukazujuéi na to da je dodatak probiotika
otklonio ovu promenu. Povec¢anje MDA moglo se zabeleZiti zabeleziti u MIX grupi u poredenju sa
kontrolom (p <0,05), ali i poredenju sa P grupom (p <0,01).

U homogenatima tkiva slezine, od znacajnih promena zabelezenih u MIX grupi u odnosu na
kontrolnu, tretman probiotikom povoljno je uticao u slu¢aju MDA i SH grupa, pri ¢emu su
koncentracije SH u MIX + P grupi bile u nivou kontrolne, dok je poveéanje koncentracije MDA
bilo izrazenije u MIX grupi (p < 0,001) nego u MIX + P grupi u odnosu na kontrolnu (p < 0,01).
Takode, 1ako nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu kontrolne 1 tretiranih grupa, kao 1 medu
tretiranim grupama u slucaju koncentracije O2~ i AOPP, moglo se zapaziti da su koncentracije ovog
parametra blago poviSene u MIX grupi u odnosu na ostale tretirane grupe i kontrolnu. Takode,
koncentracija AOPP bila je blago snizena u P grupi u odnosu na ostal grupe, ukjucujuci i kontrolnu.

Od parametara redoks statusa izmerenih u homogenatima tkiva srca, povoljno dejstvo
probiotika jedino se moglo se zapaziti u slu¢aju koncentracije TOS, koja je bila nesto niza u P grupi
u odnosu na kontrolnu.

U homogenatu tkiva pluéa primeceno je da je dodatak probiotika ublaZio smanjenje
aktivnosti SOD primec¢eno u MIX grupi (u odnosu na kontrolnu i na P grupu). Takode, povisena
koncentracija AOPP uocena je samo u MIX grupi u odnosu kako na kontrolnu tako i na P grupu,
dok je dodatak probiotika u potpunosti otklonio ovu promenu. Takode, uoceno je statisticki
znacajno povisenje TOS u MIX grupi kako u odnosu na P, tako i u odnosu na MIX + P grupu.

I, na kraju, u homogentu tkiva timusa povoljno dejstvo probiotika bilo je potvrdeno u
slu¢aju TOS, TAS i SH grupa, pri ¢emu su sve pomenute promene nastale pod dejstvom smese
toksic¢nih supstanci bile u potpunosti uklonjene dodatkom probiotika. Takode, u slucaju sva tri ova
parametra, uocena je znacajna razlika izmedu MIX i P grupe, Sto se takode moglo primetiti i kod
koncentracije O2", koja je bila znacajno visa kako u odnosu na P, tako i u odnosu na MIX + P
grupu, iako ne i u odnosu na kontrolnu. Takode, znacajna razlika izmedu MIX 1 MIX + P grupa
uocena je 1 u sluc¢aju koncentracije SH, znacajno vise u MIX grupi.
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Tabela 37. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u plazmi i tkivima nakon
subakutne izlozenosti pacova probiotiku, smesSi DEHP, DBP i BPA, ili smesSi sa dodatkom

probiotika
Uzorak Parametar Kontrola P MIX MIX + P
Plazma? TOS (umol/L) Srednja 20,31 18,10 24,5811 21,22¢
vrednost
SD 2,289 2,261 3,676 2,029
0, (ug/min/L) Srednja 114,3 117,2 126,8 1198
vrednost
SD 10,67 4,550 13,33 14,34
SOD (U/L) Medijana 143,4 1423 130,8* 1418
Opseg 3,209 3,304 16,01 6,099
MDA (umol/L) | Medijana 2,519 2,741 3,889 2,833
Opseg 2,259-2593 | 2,667-2,741 | 3,370-3,991 | 2,454 -2,944
SH grupe Srednja 0,1842 0,2306 0,1441* 0,2062
(mmol/L) vrednost
SD 0,04895 0,08436 0,02646 0,05959
Testis TAS (umol/g Srednja 159,3 148,3 99,85***1tt 131,9%*H
proteina) vrednost
SD 20,84 15,16 11,68 16,76
TOS (umol/g Srednja 0,8973 0,7050 1,746%*TT 1,113
proteina) vrednost
SD 0,1448 0,3464 0,1714 0,6446
OSl indeks Srednja 0,007205 0,005386 0,01837 0,008600
vrednost
SD 0,001712 0,002945 0,006461 0,005306
O, (ng/min/g Srednja 36,34 37,09 48,99%*=Tt 40,42*
proteina) vrednost
sD 3,937 2,268 7,816 1,528
SOD (U/g Srednja 24,64 24,44 19,38***TTt 22,31%H
proteina) vrednost
SD 1,212 1,351 2,271 0,8457
AOPP Srednja 12,20 12,33 12,97 12,77
(umol/g vrednost
proteina SD 1,303 1,516 1,520 2,146
MDA (pmol/g Medijana 0,2053 0,2194 0,3787**1* 0,2900
proteina) Opseg 0,1948 - 0,1541 - 0,3601 - 0,2611 -
0,2707 0,2704 0,3933 0,2971
SH grupe Medijana 0,08741 0,1021 0,06853 0,07424
(mmol/g Opseg 0,07724 - 0,08156 - 0,06551 - 0,04884 -
proteina) 0,09357 0,1542 0,07500 0,1177
Jetra TAS (umol/g Srednja 46,68 63,09 40,39 47,10
proteina) vrednost
SD 16,02 23,53 12,95 28,26
TOS (umol/g Srednja 2,488 2,595 3,939*" 2,879
proteina) vrednost
SD 0,2893 0,6660 1,179 1,004
OSl indeks Medijana 0,04945 0,04971 0,07191 0,04786
Opseg 0,04233 - 0,03030 - 0,05499 - 0,03489 -
0,1137 0,06508 0,1392 0,06494
0" (ng/min/g Medijana 33,10 29,44 34,60 33,96
proteina) Opseg 32,48-38,16 | 28,95-30,80 | 31,73-38,70 | 28,33-36,17
SOD (U/g Srednja 11,01 12,10 9,360 11,09
proteina) vrednost
SD 1,353 1,188 1,754 1,675
MDA (pumol/g Medijana 0,1925 0,1899 0,2664* 0,2010
proteina) Opseg 0,1720 - 0,1858 - 0,2474 - 0,1944 -
0,2142 0,2261 0,2813 0,2218
SH grupe Medijana 0,07132 0,08130 0,06573 0,07838
(mmol/g Opseg 0,06476 - 0,07145 - 0,04491 - 0,06719 -
proteina) 0,1025 0,09935 0,07032 0,08555
Bubreg?® TOS (umol/g Srednja 3,851 3,788 4,407 3,934
proteina) vrednost
SD 0,6090 0,4690 1,281 0,7383
SOD (U/g Srednja 22,47 20,82 18,42 18,51
proteina) vrednost
SD 5,718 2,620 3,287 4,385
O, (ng/min/g Medijana 28,48 26,50 30,28 29,33
proteina) Opseg 24,45 - 25,49 - 25,98 - 2457 -
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32,59 28,78 37,17 31,22
MDA (pumol/g Medijana 0,6395 0,6900 1,425*7 1,200
proteina) Opseg 0,4615 - 0,5850 - 1,119 - 0,8350 -
0,8194 0,7600 1,592 1,290
SH grupe Srednja 0,1943 0,1925 0,1650 0,1740
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,06024 0,04924 0,05972 0,01517
AOPP Srednja 4,980 6,850 6,844 6,678
(umol/g vrednost
proteina) SD 1,183 1,099 1,005 1,185
Pankreas? TOS (umol/g Srednja 1,436 1,829 3,004***ft 1,724#
proteina) vrednost
SD 0,6239 0,4296 0,7061 0,8932
SOD (Ulg Srednja 14,18 13,27 11,64**" 13,35}
proteina) vrednost
SD 12,72-14,87 | 1323-1424 | 11,15-12,17 | 12,91-14,46
O, (ng/min/g Srednja 31,89 36,18 37,74 37,09
proteina) vrednost
SD 10,38 5,840 9,542 10,75
MDA (pumol/g Srednja 0,1667 0,1508 0,2268* 0,2100
proteina) vrednost
SD 0,1487 - 0,1468 - 0,2074 - 0,1376 -
0,1883 0,1573 0,2722 0,2155
SH grupe Srednja 0,06488 0,04811 0,04305* 0,04621
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,02060 0,02034 0,01479 0,009405
Slezina® TOS (umol/g Medijana 8,160 6,595 7,885 7,820
proteina) Opseg 7,920 - 4,828 -8,130 | 7,295-8,948 | 6,985 - 8,525
8,770
0" (ng/min/g Srednja 20,50 20,65 24,71 20,75
proteina) vrednost
SD 4,770 1,980 3,875 3,385
SOD (U/g Srednja 16,44 18,58 19,81 19,68
proteina) vrednost
SD 2,417 1,660 4,499 4,655
MDA (pumol/g Medijana 0,7702 1,006 1,305%**" 1,173**
proteina) Opseg 0,1673 0,08651 0,3663 0,2399
SH grupe Srednja 1,117 1,459 1,893*** 1,535
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,2426 0,1465 0,5312 0,2300
AOPP Srednja 5,450 4,253 5,603 5,130
(umol/g vrednost
proteina) SD 1,754 0,8072 0,5393 0,6481
Mozak? TOS (umol/g Srednja 2,279 1,993 2,343 1,949
proteina) vrednost
SD 0,5511 0,6374 0,3005 0,3614
O;" (pug/min/g Srednja 41,09 36,20 38,12 36,46
proteina) vrednost
SD 7,232 3,046 1,782 0,9016
SOD (U/g Srednja 22,36 23,21 24,54 23,42
proteina) vrednost
SD 3,264 1,774 2,052 6,358
MDA (pumol/g Srednja 2,165 2,103 2,324 2,289
proteina) vrednost
sD 0,4455 0,8051 0,5315 0,6084
SH grupe Srednja 0,2088 0,2140 0,1932 0,1978
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,05200 0,08042 0,03616 0,02626
AOPP Srednja 12,20 13,21 13,94 13,34
(nmol/g vrednost
proteina) SD 1,392 0,8892 1,940 1,885
Srce? TOS (umol/g Srednja 3,863 3,010* 3,623 3,328
proteina) vrednost
SD 0,4118 0,5171 0,5207 0,6983
SOD (U/g Srednja 9,667 8,994 8,934 8,108
proteina) vrednost
SD 1,668 2,510 0,9344 0,9452
O, (pug/min/g Srednja 13,57 13,26 13,46 13,23
proteina) vrednost
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SD 0,9924 0,5582 1,133 1,084
MDA (pumol/g Srednja 0,2196 0,1944 0,2152 0,1967
proteina) vrednost
SD 0,02367 0,01075 0,03572 0,02192
SH grupe Srednja 0,04999 0,05362 0,05905 0,05292
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,008988 0,006080 0,01316 0,009582
AOPP Srednja 5,968 5,738 7,336" 6,643
(umol/g vrednost
proteina) SD 1,061 1,172 1,600 0,7967
Pluéa® TOS (umol/g Srednja 4,89 4,37 5,35" 4,341
proteina) vrednost
SD 0,80 0,55 0,85 0,57
SOD (Ulg Srednja 21,04 21,18 15,21 %**Fft 18,31*
proteina) vrednost
SD 2,20 2,03 2,04 1,02
O, (ug/min/g Srednja 22,92 21,34 25,617 20,74%
proteina) vrednost
SD 3,08 2,51 2,66 1,41
MDA (pmol/g Srednja 0,84 0,85 1,02 0,83
proteina) vrednost
SD 0,12 0,13 0,26 0,10
SH grupe Srednja 0,18 0,18 0,18 0,18
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,073 0,073 0,063 0,036
AOPP Srednja 9,34 8,95 11,69**T 9,52+
(umol/g vrednost
proteina) SD 1,58 2,09 0,81 1,05
Timus TOS (umol/g Srednja 2,94 3,60 4,00* 3,75
proteina) vrednost
SD 0,76 0,85 0,76 0,57
TAS (umol/g Srednja 170,1 167,1 135,5%**Tt 164,7+#
proteina) vrednost
SD 16,85 16,49 14,32 6,605
OSl indeks Srednja 0,018 0,022 0,030**" 0,023¢
vrednost
SD 0,006 0,005 0,005 0,003
SOD (Ulg Srednja 19,18 18,58 16,25 17,89
proteina) vrednost
sD 0,92 2,56 3,73 3,92
O, (png/min/g Srednja 21,55 20,57 25,987 20,69¢
proteina) vrednost
SD 4,34 1,98 3,71 3,20
MDA (pumol/g Srednja 0,64 0,64 0,84 0,62
proteina) vrednost
SD 0,14 0,16 0,19 0,17
SH grupe Srednja 0,082 0,072 0,051*** 0,069*
(mmol/g vrednost
proteina) SD 0,015 0,012 0,010 0,012
AOPP Srednja 16,44 14,49 18,13f 16,43
(umol/g vrednost
proteina) SD 1,95 0,97 3,34 2,67

TAS: totalni antioksidativni status, TOS: totalni oksidativni status, O.: superoksidni anjon radikal, SOD: aktivnost
enzima superoksid dismutase, AOPP: uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. Advanced oxidation protein
products), MDA: malondialdehid, SH grupe: ukupne sulfhidrilne grupe. Kontrola: kukuruzno ulje; P: probiotik; MIX:
50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA; MIX + P: (50 mg/kg t.m./dan DEHP +
50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA) + probiotik. Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + Fiserov
test najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test +
Dunn test. U o0zna¢enim uzorcima nije bilo moguce odredivanje TAS i izracunavanje OSI indeksa.

4.2.2.9.

Bioelementi mereni u tkivu jetre, bubrega, srca, pluca i timusa (Cu, Zn i Fe) posle peroralne
izloZenosti probiotiku (P), smesi DEHP, DBP, BPA (MIX), kao i smes$i sa dodatkom probiotika
(MIX + P) u trajanju od 28 dana prikazani su u Tabeli 38. Kao sto se iz tabele moze videti, u tkivu
jetre zabelezen je pad nivoa Zn i porast Fe u MIX grupi, dok je dodatak probiotika otklonio ove
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promene. Nije bilo znacajnih promena ni u tkivu bubrega, niti u tkivu srca ni za jedan od merenih
bioelemenata. Primeceno je znacajno snizenje nivoa Zn u grupi MIX u tkivu plu¢a u poredenju sa
svim ostalim grupama, dok je probiotik otklonio ovu promenu. U slucaju tkiva timusa, primeceno je
da je dodatak probiotika ublazilo promene u koncentraciji Fe i Zn.

Tabela 38. Bioelementi u tkivima nakon subakutne izlozenosti pacova probiotiku, smesi DEHP,
DBP i BPA, ili smesi sa dodatkom probiotika

Uzorak Parametar Kontrola P MIX MIX + P
(pmol/kg)
Jetra Cu Srednja
vrednost 3,231 3,090 3,212 3,248
SD 0,1339 0,3224 0,2376 0,4193
Zn Srednja
vrednost 26,13 25,12 23,29* 25,39
SD 1,620 3,180 1,570 2,273
Fe Srednja
vrednost 60,91 59,45 67,841 61,37
SD 6,176 6,933 5,798 2,523
Bubreg Cu Medijana 5,36 5,20 4,60 4,99
Opseg 0,65 0,44 0,40 0,94
Zn Srednja 20,63 19,62 19,71 20,41
vrednost
SD 0,93 0,88 0,98 0,44
Fe Srednja 58,70 60,41 61,37 58,07
vrednost
SD 5,79 5,58 6,52 3,31
Pluéa Cu Srednja 0,74 0,99 1,00 0,96
vrednost
SD 0,28 0,18 0,26 0,21
Zn Srednja 16,60 17,28 15,4471 17,36*
vrednost
SD 1,10 0,66 0,94 0,72
Fe Srednja 79,33 77,93 75,63 77,46
vrednost
SD 12,20 13,53 11,41 8,687
Srce Cu Srednja 4,812 4,987 4,704 4,579
vrednost
SD 0,7997 0,8536 0,6848 0,6344
Zn Srednja 13,98 14,87 14,97 14,99
vrednost
SD 1,291 0,6928 1,292 0,9753
Fe Srednja 60,22 55,15 55,39 59,91
vrednost
SD 9,920 4,328 6,467 6,370
Timus Cu Srednja 0,71 0,69 1,09 0,93
vrednost
SD 0,44 0,39 0,60 0,35
Zn Srednja 14,98 15,31 17,45%*F 17,02*
vrednost
SD 1,81 1,08 1,22 1,48
Fe Srednja 14,15 14,59 20,07**% 18,52*
vrednost
SD 3,76 3,39 2,86 3,19

Cu: bakar, Zn: cink, Fe: gvozde, Kontrola: kukuruzno ulje; P: probiotik; MIX: 50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg
t.m./dan DBP + 25 mg/kg t.m./dan BPA; MIX + P: (50 mg/kg t.m./dan DEHP + 50 mg/kg t.m./dan DBP + 25 mg/kg
t.m./dan BPA) + probiotik. Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) + Fiserov test najmanje znacajne razlike (engl.
Fisher's Least Significant Difference, LSD)/Neparametarski Kruskal-Wallis test + Dunn test

4.2.3. Invivo rezultati na modelu zebrice

4.2.3.1.

Na slici 32A i 32B prikazani su efekti razli¢itih koncentracija visekomponentnog i
jednokomponentnog probiotika na zebricama, na osnovu kojih je izvrSen odabir koncentracije
probiotika od 5 pL u kasnijem ispitivanju protektivnog dejstva protiv letalnih i teratogenih efekata
DEHP, DBP, BPA i njihove smese. Na osnovu ovih rezultata, Saccharomyces boulardii pokazao se
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toksi¢nosti na modelu zebrice, jednokomponentni probiotik Saccharomyces boulardii nije ispoljio
vidljivo protektivno dejstvo protiv teratogenih efekata smese DEHP/DBP/BPA, niti je umanjio
perikardijalni edem indukovan dejstvom BPA. S druge strane, viSekomponentni probiotik ispoljio je
vrlo jasno protektivno dejstvo, prilikom cega su Svi embrioni zebrica izlozeni najviSim
koncentracijama ove tri supstance u smesi preziveli. Medutim, probiotik nije uspeo u potpunosti da
otkloni kardio- i hepatotoksi¢ne efekte. Takode, tretman embriona viSekomponentnim probiotikom
sprecio je nastanak perikardijalnog edema kod embriona izloZenih 10 ug/mL BPA.
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EnteroBiotik® Forte BULARDI®

Slika 32. Efekti razli¢itih koncentracija visekomponentnog i jednokomponentnog probiotika na
embrionima zebrica
A. Letalni i efekti na rast i razvoj; B. Prikaz embriona zebrice tretiranih pojedinim koncentracijama probiotika.

4.2.3.2. Hepatotoksicnost

Na slici 33 prikazan je uticaj visekomponentnog i jednokomponentnog probiotika na
hepatotoksi¢ne efekte izazvane smeSom DEHP/DBP/BPA kod embriona zebrice Tg(-
2.8fabpl0a:EGFP) sa fluorescentno obelezenom jetrom. Prilikom tretmana pojedinacnim
supstancama, gde je hepatotoksi¢nost BPA bila najizraZenija, viSekomponentni probiotik ispoljio je
svoje protektivno dejstvo spreCiv§i nastanak perikardijalnog edema, dok se u slucaju
jednokomponentnog probiotika edem prouzrokovan BPA javio, iako manje naglasen nego u slucaju
odsustva probiotika. Pri tretmanu smeSom, i viSekomponentni i jednokomponentni probiotik (5 pL)
ispoljili su protektivno dejstvo kada je re¢ o tretmanu nizom dozom ispitivanih supstanci prisutnih u
smesi (5 + 10 + 10 pg/mL), pri ¢emu je fluorescencija u oba slucaja bila jasno vidljiva, a
perikardijalni edem i neresorbovano zumance nisu bili prisutni. Ipak, pri najvisoj dozi ispitivanih
supstanci prisutnih u smesi (10 + 20 + 20 pg/mL) jedino su embrioni zebrica tretirani najvisom
koncentracijom i visekomponentnim probiotikom prezivele, iako sa vidljivim toksi¢nim efektima:
razvojem perikardnijalnog edema i neresorbovanog Zzumanceta 1 gotovo neprimetnom
fluorescencijom (Slika 33A). Takode, prilikom tretmana i viSekomponentnim i jednokomponentnim
probiotikom, LA index vraéen je u nivo kontrole, osim u slu¢aju tretmana najvisom koncentracijom
supstanci prisutnih u smesi, gde je ostao snizen (Slika 33B).
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Slika 33. Protektivni efekat probiotika protiv hepatotoksi¢nosti DEHP, DBP, BPA i njihove smese
kod embriona zebrice Tg(-2.8fabp10a:EGFP) sa fluorescentno obelezenom jetrom (n = 10)
Hepatotoksi¢nost se procenjuje prema A. fluorescenciji jetre i B. indeksu povrSine jetre u odnosu na kontrolnu grupu
(tretiranu DMSO). Indikovan je razvoj perikardnog edema (isprekidana strelica) i neresorbovanog zumanceta (zvezdica)
nakon primenjenih tretmana. Statisticka znaCajna razlika u indeksu povrsine jetre (engl. Liver area index, LA) izmedu
tretiranih i netretiranih grupa oznacena je zvezdicama (***p < 0,001). DEHP: bis(2-etilheksil) ftalat; DBP: dibutil ftalat;
BPA: bisfenol A; MIX: DEHP + DBP + BPA.
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5. Diskusija

Siroka upotreba razli¢itih ftalata i BPA u prirodnom okruZenju otvara niz moguénosti za
istovremenu izloZenost ljudi ovim jedinjenjima. Ove toksi¢ne supstance su predmet brojnih nauc¢nih
istrazivanja sa ciljem da se sagledaju Stetni efekti koji nastaju nakon njihove kombinovane primene,
iz razloga $to toksi¢ni efekti smeSe mogu biti izmenjeni u odnosu na efekte pojedinac¢nih supstanci.
Tassinari i sar. (2020) sugerisali su da, nakon izlaganja pacova razli¢itim kombinovanim dozama
DEHP i BPA tokom 28 dana, u metaboli¢kom sistemu, sinergisticki efekti preovladuju kod zenki
pacova, dok su kod muzjaka najceSée aditivni. S druge strane, ovi autori su utvrdili postojanje
antagonistickih efekata ove dve supstance u reproduktivnom i endokrinom sistemu [162].
Howdeshell i sar. (2008) izveli su eksperiment u kome su gravidne Zenke pacova istovremeno bile
izloZzene dejstvu pet ftalata, Sto je dovelo do adekvatnog smanjenja proizvodnje fetalnog
testosterona [163]. Takode se pokazalo da prenatalna izlozenost kombinaciji DBP i DEHP menja
proizvodnju fetalnog testosterona i ekspresiju INSL3 gena, $to dovodi do razli¢itih abnormalnosti u
reproduktivnom traktu [164]. Na primer, pojedinacni ftalati koji imaju slican nacin delovanja
(DEHP i1 DBP), ali razlicite glavne metabolite (monoetilheksil ftalat (MEHP) naspram monobutil
ftalata (MBP)) mogu proizvesti aditivne efekte kada su prisutni u smesi [86,88,165,166]. Takode,
najnovijim izmenama regulative uvedena su dodatna ograni¢enja za upotrebu ftalata ne samo u
igraCkama ve¢ 1 drugim prozvodima, dok se ograni¢enja za BPA za sada nisu prosirivala. Imajuéi u
vidu potencijalne interakcije supstanci, smeSa dva ftalata (DEHP i1 DBP), najces¢e koriS¢ena i
najznacajnija na osnovu njihove toksi¢nosti, i BPA za sada nije dovoljno ispitana, odnosno postoje
samo ograniceni rezultati istrazivanja istovremene izlozenosti smes§i DEHP/DBP/BPA. Stoga je u
okviru ove doktorske disertacije ispitivana toksi¢nost navedene smesSe u odnosu na toksi¢nost
pojedina¢nih supstanci na dva eksperimentalna modela, pacovima i zebricama. Dodatno, in silico
toksikogenomickom analizom podataka razmatrani su mehanizmi toksi¢nosti smeSe
DEHP/DBP/BPA. Takode, u okviru doktorske disertacije ispitana je potencijalna efikasnost
probiotskih kultura u smanjenju izlozenosti, a time 1 Stetnih efekata smeSe DEHP/DBP/BPA kod
pacova i zebrica, kako bi se pronasao nacdin da se, osim uvodenja novih ogranienja za njihovu
primenu, smanji izloZenost ovim sveprisutnim supstancama u nasem okruzenju. Stoga je diskusija
ove doktorske disertacije organizovana u dva dela. U prvom delu su diskutovani rezultati dobijeni
in vivo ispitivanjem na dva eksperimentalna modela, kao i in silico rezultati o uticaju ispitvane
smeSe ftalata i BPA na razvoj razliCitih poremecaja/bolesti. Drugim re¢ima, primenjen je
integrativan pristup u analizi dobijenih rezultata i dostupnih literaturnih podataka. Identifikovani
molekurani mehanizmi toksi¢nosti diskutovani Su po utvrdenoj znacajnosti prema in silico
rezultatima uz istovremeno razmatranje dobijenih rezultata kod pacova i zebrica. U drugom delu
diskusije rezultati dobijeni in vivo studijom protektivnog dejstva probiotika ispitanog na pacovima i
zebricama, kao i in vitro ispitivanjem sprovedenim u okviru ove doktorske disertacije analizirani su
prema dostupnim literaturnim podacima.

5.1. TOKSICNOST FTALATA, BISFENOLA A I NJIHOVE SMESE

5.1.1. Prirast mase, unos hrane i vode

Potvrdena je sposobnost ispitivanih supstanci da uticu na prirast mase, unos hrane i vode
pacova. lako se primenjena doza BPA smatra NOAEL vrednos¢u za efekte na telesnu masu, u
ovom istrazivanju je zabeleZeno smanjenje telesne mase pacova iz BPA grupe u gotovo svim
predstavljenim vremenskim periodima, kao i u sluc¢aju ukupnog prirasta telesne mase. Uprkos tome
Sto je ukupan unos hrane u sluc¢aju DBP 1 BPA grupe bio znatno visi u poredenju sa kontrolnom,
kod ovih grupa je zabeleZzen nizi prirast telesne mase u poredenju sa kontrolom u svim
predstavljenim vremenskim periodima. To bi moglo ukazivati na to da neki drugi mehanizmi stoje
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iza uocenih pojacanih anaboli¢kih reakcija. Smanjene unosa vode i hrane primeéeno je u MIX
grupi, pra¢eno znatno nizim prirastom telesne mase u poredenju sa kontrolom. Medutim, nije bilo
znacajne razlike u prirastu telesne mase izmedu MIX i DEHP, DBP i BPA grupa. lako je
primenjena doza bila mnogo viSa nego u istrazivanju sprovedenom u sklopu ove doktorske
disertacije, studija u kojoj su pacovi primali 1000 mg/kg t.m./dan DEHP tokom 10 dana, takode je
pokazala sniZenje telesne mase nakon 10 dana izlozenosti DEHP [167]. U studiji od 90 dana,
zabelezeno je sniZenje telesne mase nakon 30 dana primene smese ftalata (DEHP, DBP, DMP,
DEP, BBP i DNOP). Svaka od komponenata smese bila je primenjena u jednakoj dozi, pri ¢emu je
doza za svaku od njih iznosila 26,7 mg/kg t.m./dan tokom 90 dana [168]. Ista grupa autora
zabeleZila je smanjenje telesne mase pacova nakon primene tri razlicite doze iste smese ftalata (1,6,
16 i 160 mg/kg t.m./dan) tokom 15 nedelja [85].

5.1.2. Inflamacija i dejstvo na slezinu

Primeceno je da su tretmani u DEHP, DBP i MIX grupi prouzrokovali zna¢ajan porast nivoa
limfocita, dok nije bilo znacajne razlike u BPA grupi u poredenju sa kontrolom. Ovo, zajedno sa
nivoom CRP, znafajno poviSenim u ovim grupama, moglo bi se povezati sa sistemskom
inflamacijom niskog stepena izazvanom ispitivanim supstancama, §to je u skladu sa rezultatima
dobijenim u studiji sprovedenoj od strane Zhou i sar. (2019) u kojoj su pacovi bili oralno izlozeni 0,
5, 50 i 500 mg/ kg/dan DEHP tokom 8 nedelja. Njihovi rezultati ukazali su na povecane vrednosti
inflamacije (IL-1R i TNF-a), pri ¢emu je zaklju¢eno da inflamacija moze igrati regulatornu ulogu u
poremeéajima u metabolizmu lipida izazvanim od strane DEHP [117]. Stavise, autori jo§ jedne
studije na pacovima izvestili su o visokoj korelaciji izmedu koncentracije antitela protiv tiroidne
peroksidaze i stepena limfocitne infiltracije Stitaste zlezde nakon pet nedelja izlozenosti DBP u
dozama od 5 i 50 mg/kg t.m./dan [169,170]. Imajuéi u vidu da je slezina primarna meta za signale u
eferentnom putu inflamatornog refleksa [171], u istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije
ispitana je sposobnost DEHP, DBP, BPA i njihove smeSe da izazovu patohistoloske promene i
oksidativno oStecenje u tkivu ovog organa. Rezultati patohistoloske analize slezine zabelezeni u
ovoj studiji ukazali su na promene u beloj pulpi u svim tretiranim grupama. S druge strane, promene
u crvenoj pulpi javile su se u DEHP 1 BPA grupi, ali ne i u DBP grupi. Uocena je lako poviSena
ekstramedularna hematopoeza (prvenstveno eritroidne i mijeloidne linije) u crvenoj pulpi DEHP,
BPA i MIX grupe, §to bi se moglo povezati sa primefenim porastom eritrocita i hemoglobina u
punoj krvi. Takode, u beloj pulpi primeéeno je smanjenje veli¢ine PALS. Od merenih parametara
oksidativnog stresa, u homogenatima tkiva slezine zabelezen je porast MDA i SH grupa jedino u
MIX grupi u poredenju sa kontrolom, ukazujuéi na moguce aditivne efekte tri ispitivane supstance.
lako ne statisti¢ki znacajan, takode je uo€en 1 porast SOD u MIX grupi u poredenju sa ostalim
tretiranim grupama i kontrolnom, verovatno (kao i u slucaju povisenih SH grupa) kao
kompenzatorni mehanizam usled indukovanog oksidativnog oStecenja.

5.1.3. Dejstvo na lipidni profil

U studiji na pacovima u okviru ove doktorske disertacije primecen je pad nivoa holesterola u
DEHP, DBP 1 MIX grupi u poredenju sa kontrolom, dok je nivo holesterola u BPA bio znacajno
visi u poredenju sa MIX grupom. Koncentracija triglicerida bila je znac¢ajno poviSena u DBP i BPA
grupama u poredenju sa kontrolom. Smanjenje nivoa holesterola moze se objasniti mogucim
ostecenjem funkcije jetre, u slu¢aju DEHP grupe, kod koje je primecen porast relativne mase jetre,
zajedno sa povecanjem aktivnosti ALP u poredenju sa kontrolom. Ovo takode moze biti povezano i
sa smanjenjem nivoa T4 i promenom funkcije Stitaste Zlezde prisutne u DBP grupi [172]. Dalje,
promene nivoa holesterola i triglicerida mogu biti povezane sa inflamacijom prime¢enom u DBP i
MIX grupama, opste prihvacenom kao jednim od kljuénih koraka u procesu metabolickih
poremecaja lipida [117]. Rezultati studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije mogu se
uporediti sa rezultatima 13-nedeljne studije na pacovima, u kojoj su Majeed i sar. (2017) pokazali
smanjenje nivoa holesterola u serumu nakon primene iste doze DBP (50 mg/kg t.m/dan). U BPA
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grupi primeceno je blago, ali ne i znacajno povisenje holesterola, dok su nivoi LDL i triglicerida bili
znacajno poviSeni [173]. Abdel-Wahab i sar. (2014) takode su zabeleZili porast LDL i triglicerida
nakon oralne primene nize doze BPA (10 mg/kg t.m./dan) u toku istog vremenog perioda. U ovoj
studiji primecen je znacajan porast ukupnog holesterola. Jedna od uloga tiroidnih hormona je i
regulacija energetskog metabolizma. Imajuci u vidu da je nivo T4 u studiji sprovedenoj u okviru
ove doktorske disertacije bio zna¢ajno snizen u DBP i BPA grupama, ovaj rezultat se moze povezati
sa poviSenim nivoom triglicerida u pomenutim grupama. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima
studije u kojoj su muzjaci pacova bili izlozeni 7,5 i 75 mg/kg t.m./dan tokom 30 dana [175]. U ovoj
studiji nije zabeleZena znacajna promena u istim parametrima lipidnog profila koji su ispitivani u
studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije [175]. Medutim, u osmonedeljnoj studiji na
pacovima, Zhou i sar. (2019) pokazali su porast ovog parametra, kao i LDL i HDL, pri vi$oj dozi
DEHP (500 mg/kg t.m/dan) [117]. U animalnoj studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske
disertacije nisu primec¢ene znacajne promene u nivou triglicerida, LDL i HDL u poredenju sa
kontrolom nakon primene DEHP tokom 28 dana.

5.1.4. Dejstvo na jetru

Jetra je primarni organ koji se proucava u toksikoloskim istrazivanjima jer igra klju¢nu
ulogu u metabolizmu, deponovanju, distribuciji 1 izlu¢ivanju kako endogenih tako i stranih
hemikalija iz organizma. StaviSe, to je primarni organ odgovoran za metabolizam ftalata i BPA
kako kod Zivotinja tako i kod ljudi. Ftalati se metabolisu u dve faze - faza 1 (hidroliza, oksidacija) i
faza 2 (konjugacija) [176]. Kratkolancani ftalati (npr. DBP, DMP, DEP, itd) obi¢no se izlucuju
putem urina kao monoestri, dok se dugolacani ftalati (npr. DEHP, DINP, DIDP) prolaze kroz brojne
biotransformacije, uklju¢ujué¢i dodatnu hidroksilaciju i oksidaciju, pre nego Sto budu izluceni
urinom i fecesom [177]. S druge strane, BPA se transformiSe u glukuronid i izlu¢uje putem zu¢i ili
urina [178,179]. Pokazalo se da ove hemikalije izazivaju razli¢ite Stetne efekte na jetru. Ftalati
mogu izazvati akumulaciju lipida i povecati oksidativni stres u hepatocitima blokiranjem
JAK2/STATS puta u BRL-3A ¢elijama, §to potencijalno dovodi do progresije nealkoholne masne
bolesti jetre. Pored toga, izloZenost ftalatima moZe uticati na metabolizam holesterola u zvezdastim
¢elijama jetre, Sto kasnije pogorSava fibrozu jetre [50]. Utvrdeno je da su koli¢ine proteina i
fosfoproteina ukljucene u razlicite bioloske procese povezane sa hepatotoksi¢nos¢u, masnom jetrom
i kancerom izmenjene nakon izlozenosti BPA. Pretpostavlja se da BPA indukuje promene redoks
statusa, proteoma i fosfoproteoma u jetri pacova, $to moze da podstakne patogenezu poremecaja
ovog organa [82].

U studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije, funkcija jetre ispitana je
kombinovanjem in silico sa dva in vivo modela, pacova i zebrica. In silico istrazivanjem istaknuto je
148, 136 i 338 gena sa kojima DEHP, DBP i BPA interaguju, a istovremeno su povezani sa
hemijski-indukovanim oste¢enjem jetre, redom. Cak 75 od ovih gena bilo je zajedni¢ko za sve tri
ispitivane supstance. Od ovih gena izdvojeno je 10 najvaznijih u izgradenoj mrezi (CLU, AHR,
SERPING1, GSN, MMP9, APOE, SOD1, IL6, CTNNB1 i BLVRB) [150].

Nakon istrazivanja ontologije gena, aktivnost oksidoredukstaze (delovanje na superoksidne
radikale kao akceptor), aktivnost superoksid dismutaze i aktivnost oksidoreduktaze izdvojili su se
kao 4 najvaznija bioloska procesa, oznaCavajuc¢i oksidativni stres/antioksidativnu odbranu kao
posebno vazne mehanizme u oSte¢enju jetre izazvanom smesom DEHP/DBP/BPA. S druge strane,
aktivnost receptora i aktivnost citokina bile su medu najvaznijim molekularnim funkcijama. Ovo se
takode odrazilo na 10 najznacajnijih gena. SOD1 1 APOE su ukljuceni u antioksidativno dejstvo,
dok su IL6, AHR, CLU, SERPING1, MMP9, APOE, SOD1, GSN i CTNNBL1 ukljuceni u proces
funkcionisanja imunskog sistema. Utvrdeno je da sve tri supstance smanjuju ekspresiju iRNK SOD,
dok DEHP 1 DBP takode smanjuju aktivnost SOD proteina. Ovaj gen kodira enzim superoksid
dismutazu, koji predstavlja veoma vazan odbrambeni mehanizam od oksidativnog stresa u
organizmu, deluju¢i protiv ROS, ali i kao antiinflamatorno sredstvo [180]. Takode je prikazan
znacaj APOE u antioksidativnoj zastiti. Nedostatak ovog molekula je povezan sa oSte¢enjem jetre,
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povecanim nivoom oksidativnog stresa u jetri, §to je Cesto udruzeno sa smanjenom ekspresijom
SOD i CAT [181]. Medutim, imajuéi u vidu da je nasa in silico studija pokazala da DEHP povecava
ekspresiju APOE IRNK, a da DBP smanjuje ekspresiju ovog gena, dok BPA moze delovati na oba
nacina, teSko je izvesti zakljuCak i predvideti konacan ishod u slucaju izloZenosti smesi ove tri
supstance. To je bio slu¢aj i sa jednim od 10 najvaznijih

gena, CLU, koji se moZe smatrati biosenzorom za ROS [182]. Dok DEHP smanjuje ekspresiju
iRNK ovog gena, DBP povecava njenu ekspresiju, a BPA moze delovati na oba nacina. Ostecenje
jetre izazvano alkoholom povezano je sa povecanjem aktivnosti MMP-9 kao rezultat razvoja
oksidativnog stresa i inflamatornog odgovora. Ovaj gen je eksprimiran u leukocitima tokom
ishemijske/reperfuzione povrede, dok je matriksna metaloproteinaza-9 (MMP-9), kodirana ovim
genom, zabelezena u visokoj meri kod pacijenata sa cirozom jetre. Leukociti proizvode MMP-9
tokom ishemije jetre i oStec¢enja reperfuzije. MMP-9 je multifunkcionalna metaloproteinaza koja
inhibira regeneraciju jetre [183]. Rezultati studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije su
pokazali da svaka od tri hemikalije ima sposobnost poveéanja ekspresije MMP-9 proteina. Stavise,
sve tri supstance povecale su ekspresiju IL-6 proteina, dok su DEHP i BPA takode povecali
ekspresiju IL6 iRNK. IL-6 protein je klju¢ni medijator regeneracije tkiva jetre, a njegov nivo takode
je visok kod hroni¢nih poremecaja kao $to su masna jetra i ciroza. Ovaj protein moze da podstakne
regeneraciju i reparaciju tkiva jetre. Medutim, kontinuirana izloZenost toksi¢nim supstancama ne

U studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije na modelu pacova zabelezena je
statisti¢ki znacajna poviSena vrednost ukupnog bilirubina, AST i ALT u MIX grupi, kao i blago, ali
ne i statisti¢ki znacajno smanjenje De Rihterovog odnosa. Ovo, zajedno sa povecanjem relativne
mase jetre, sugeriSe moguce hepatocelularno oSte¢enje izazvano ispitivanom smeSom, kao i
intrahepati¢nu bilijarnu opstrukciju koja se moze povezati sa agonistima PPAR i ER [30]. U DEHP
grupi zabelezen je znacajan porast samo aktivnosti ALP, zajedno sa porastom relativne mase jetre.
Mnogobrojne studije su pokazale da agonisti PPARa, uklju¢uju¢i DEHP i DBP, potiskuju apoptozu
jetre pri niskim dozama, a povecéavaju ucestalost apoptoti¢nih hepatocita pri visSim dozama [185—
188]. Jos jedan parametar povezan sa funkcijom jetre ispitivan u ovoj studiji bio je albumin.
Medutim, nije primecena znacajna promena u njegovoj koncentraciji u poredenju sa kontrolom ni u
jednoj od tretiranih grupa. Ipak, imajuci u vidu da bi dehidratacija (potencijalno prisutna u DBP i
MIX grupi) mogla dovesti do prividno viSih koncentracija ovog parametra u serumu, postoji
mogucénost da bi koncentracija albumina bila neSto niza u tim grupama da nije bilo promena u
ukupnoj zapremini krvi usled smanjenog unosa vode i dehidratacije.

Rezultatima patohistoloske analize u okviru ove doktorske disertacije ustanovljeno je da sve
tri ispitivane supstance, kao i njihova smesa, mogu izazvati degenerativne promene u tkivu jetre,
kao $to je blago proSirenje sinusoida u lobulusima, uglavnom oko centralne vene. Pored toga,
DEHP i MIX doveli su do blagog uvec¢anja i povecanja broja inflamatornih celija, pretezno
limfocita, sa manjim brojem eozinofila. Medutim, dok su ove promene bile prisutne u uzorcima
svih Zivotinja koje su primale smeSu toksicnih supstanci, one su se mogle uociti samo u
sporadi¢nim uzorcima DEHP grupe, §to ukazuje na moguce aditivne/sinergisticke efekte.

IstraZivanje u kome je pacovima aplikovano 0,05, 5 1 500 mg/kg DEHP dnevno tokom 8§
nedelja pokazalo je da doze DEHP koje izazivaju oStecenje jetre dovode prvenstveno do povecéanja
inflamacije i edema [189]. Ye i sar. (2017) otkrili su da ¢ak i vise doze DEHP (250, 500 i 750
mg/kg) primenjene svakodnevno tokom 30 dana dovode do histoloskih promena u jetri, ukljucujuci
smanjenje broja i uvecanja hepatocita [190]. Nakon izlaganja miSeva istoj dozi DBP tokom istog
vremenskog perioda kao u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije (50 mg/kg
t.m./dan tokom 28 uzastopnih dana), primecen je edem celija jetre, sinusoidna vena bila je suzena, a
centralna prosirena, §to je takode praceno povecanjem ROS i MDA u tkivu jetre [191]. Sli¢no,
Zhang i sar. (2021) su pokazali da DBP (aplikovan pacovima u toku 6 nedelja u dozi od 5 mg/kg
t.m./dan) dovodi do povec¢anja MDA i smanjenja aktivnosti SOD, dok su uocene histoloske
promene kao §to su agregacija inflamatornog faktora, delimi¢na fuzija hepatocita i fokalna nekroza
[192]. Elswefy i sar. (2016) otkrili su da doza BPA dvostruko visa od one koja je koris¢ena u studiji
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sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije (50 mg/kg t.m./dan), davana odraslim pacovima
tokom 8 nedelja, izaziva fibrozu jetre. Ovo se odrazilo na povecanje aktivnosti ALT i AST u
serumu, kao I na povecanje koncentracije hidroksiprolina u jetri. Rezultati ove studije takode su
pokazali da su zapaljenje, oksidativni stres i apoptoza ukljuceni u oStecenje jetre i fibrozu izazvanu
od strane BPA [81].

Mnoge od pomenutih studija tragale su za vezom izmedu uocenih histoloskih promena i
oksidativnog stresa kao jednog od glavnih uzroka ostecenja jetre pod dejsvom toksi¢nih supstanci.
NasSe in silico istrazivanje ukazalo je na povezanost izmedu ispitivane smeSe i poremecaja
oksidativnog statusa. Ovo se moze primetiti u identifikovanim zajednickim genima, bioloSkim
procesima, kao i molekularnim funkcijama. U naSem in vivo eksperimentu, od izmerenih
parametara redoks statusa i bioelemenata, moglo se primetiti da su odredene promene bile ili
najizrazenije, ili prisutne samo u MIX grupi, $to ukazuje na moguce aditivne efekte. TOS i Fe bili
su poviSeni samo u MIX grupi, dok su promene MDA i Zn bile najizrazenije u grupi koja je primala
smesu toksi¢nih supstanci. Iako nisu bile statisti¢ki znacajne, uocene su blage promene u TAS, Koji
je bio nesto nizi u DBP 1 MIX grupama u poredenju sa drugim grupama. Sli¢no, nivoi SOD i SH
grupa bili su najnizi u MIX grupi.

Zhao i sar. (2021) primetili su da DEHP, u dozama mnogo vi$im nego u studiji sprovedenoj
u okviru ove doktorske disertacije (500 ili 1000 mg/kg), izaziva hepatomegaliju, povecava aktivnost
OH" i nivoe MDA i H202, zajedno sa poremecajem homeostaze enzimskog sistema citohroma P450
(CYP450). Ovi autori su zakljuc¢ili da DEHP-indukovane ROS aktiviraju nuklearni eritoidni faktor
2 (Nrf2) i nuklearne ksenobiotiCke receptore (NKSRs), koji ukljuuju receptor za aromaticne
ugljovodonike (AHR), pregnan X receptor (PXR), kao i konstitutivni androstan receptor (CAR)
[193]. Ovo je delimi¢no u skladu sa rezultatima naSe in silico studije, ¢iji rezultati su istakli AHR
kao jedan od najznacajnijih izdvojenih gena, pri ¢emu je DEHP povecao ekspresiju AHR iRNK,
kao i ekspresiju proteina. Ha i sar. (2016) dodatno su pokazali da DEHP dovodi do oksidativnog
stresa u jetri aktiviranjem p53, koji bi mogao posredovati u apoptozi kod hepatotoksi¢nosti izazvane
DEHP kod pacova kojima je svakodnevno oralno aplikovan DEHP (250, 500 i 750 mg/kg t.m./dan)
tokom 30 dana [194]. Prema Hasanu i sar. (2012), BPA moZe povecati proizvodnju ROS i smanjiti
nivoe ekspresije antioksidativnih gena u tkivu jetre, Sto dovodi do hepatotoksi¢nosti, koja je
ispitivana nakon oralne primene BPA (0,1, 1, 10, 50 mg/kg t.m./dan) pacovima u toku ¢etiri nedelje.
U njihovoj studiji, grupa zivotinja koja je primala 50 mg/kg t.m/dan BPA (Sto je dvostruko visa
doza od one primenjene u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije) imala je znacajno
nize nivoe SDH, SOD, GPX, GST, GSR i aktivnosti katalaze [195].

Kada je u pitanju remecenje nivoa bioelemenata, Aydemir 1 sar. (2018) sugeriSu da se ono
moze svrstati u vazne mehanizme oStecenja jetre izazvanog DEHP. U njihovoj studiji, pacovima je
davan DEHP u znatno visim dozama nego u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije
(0, 100, 200 1 400 mg/kg t.m./dan). Uoceno je da je izloZenost DEHP dovela do smanjenja sadrzaja
natrijuma (Na), kalcijuma (Ca), kalijuma (K), litijuma (Li), rubidijuma (Rb) i cezijuma (Cs), kao i
povecanja sadrzaja Fe i selena (Se). Medutim, u njihovom eksperimentu nisu primecéene znacajne
promene u tkivu jetre [196]. Ovo nije u skladu sa rezultatima studije sprovedene u okviru ove
doktorske disertacije, imajuci u vidu da su ispitivane supstance dovele do promena i u nivou Zn i
Fe. Erkekoglu i sar. (2015) takode su proucavali uticaje vise doze DEHP (1000 mg/kg) primenjene
na pacovima per os tokom 10 dana na koncentracije bioelemenata u plazmi, jetri i bubrezima. Nivoi
Se 1 Zn u krvi bili su znatno niZi u poredenju sa kontrolom, kao i Se, Cu i Mn u bubrezima i Fe u
jetri [197]. Tanoren i sar. (2015), s druge strane, nakon prenatalnog tretmana pacova umerenim
kolicinama DEHP ili DBP (61 pg/kg t.m./dan od Sestog do devetnaestog dana graviditeta),
detektovali su poviSeni nivoi Zn i Cu u jetri pacova [198]. S druge strane, Nair (2015) je otkrio
povecanje nivoa Cu i Zn u tkivu testisa nakon tretmana DBP u dozama od 500, 1.000 i 1.500 mg/kg
t.m. [199]. Treba napomenuti da je Zn posebno vazan kao deo strukture pojedinih proteina, ima
ulogu kofaktora u brojnim enzimima i uc¢estvuje u vaznim biohemijskim reakcijama. Zajedno sa Se,
on je klju¢ni element u antioksidativnoj odbrani ¢elija [200]. Dakle, smanjenje Zn i povecanje nivoa
Fe zabelezeno u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije moze biti povezano sa
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histoloSkim promenama u jetri pacova. Pored toga, smanjenje Zn takode moze biti povezano sa
blagim, ali ne znac¢ajnim, padom aktivnosti SOD primec¢enim u MIX grupi, imajuéi u vidu da se Zn
ulazi u sastav enzima SOD1. S druge strane, povecanje nivoa Fe kod pacova kojima je aplikovana
smesa ispitivanih supstanci moze dodatno doprineti oksidativnom oS$te¢enju. Sposobnost Fe da
generiSe oksidativni stres prvenstveno zavisi od celijske distribucije ovog metala. Jetra je glavni
organ za skladiStenje Fe, dok je koncentracija u ¢elijama strogo regulisana kako bi se izbegli
potencijalni toksi¢ni efekti, ali i ostvarili neophodni pozitivni efekti gvozda [201].

Nakon procene hepatotoksi¢nosti na modelu zebrice, pak, otkriveno je da BPA i ftalati
mogu imati slican ili suprotan efekat na razvoj jetre u zavisnosti od primenjene koncentracije. Dok
je izloZzenost embriona BPA smanjila LA indeks na dozno zavisan nacin, nize koncentracije DEHP
(<2 pg/mL) i DBP (< 5 pg/mL) su smanjile vrednosti LA, dok su viSe koncentracije ovih ftalata
povecale LA indeks. Izlaganje smeSi DEHP/DBP/BPA dovelo je do znaCajne hepatotoksic¢nosti, ¢ak
i do letalnog efekta. Vazno je napomenuti da je efekat BPA na jetru embriona zebrice usmerio
efekat smeSe, koji je bio izrazeniji u poredenju sa izloZeno$¢u samo jednoj supstanci. BMD analiza
je iskoriSéena da se detaljnije istrazi obrazac hepatotoksi¢nih efekata ftalata i BPA na embrionima
zebrica. Pokazalo se da je BMDL za oba ftalata bio nizi u slu¢aju smese u odnosu na pojedinacne
supstance, $to ukazuje da koncentracije od ¢ak 1 0,55 pg/mL (i za DEHP i za DBP) mogu dovesti do
5% smanjenja LA indeksa kada su prisutne u smesi sa BPA. Vecina dobijenih intervala pouzdanosti
je bila uska, Sto ukazuje na visoku pouzdanost rezultata. Drugi autori su takode istrazivali
hepatotoksi¢ne efekte razlicitih ftalata 1 BPA na zebricama. U studiji koju su sproveli Jiao 1 sar.
(2020), tretman zebrica MBP u visokim koncentracijama (10 mg/L) rezultirao je smanjenom
vitalnos¢u celija, teSkim lezijama tkiva i smréu hepatocita u jetri zebrice. Ostecenje hepatocita
dovelo je do nastanka vakuola razli¢itih precnika, zaguSenja portalne vene i sinusoida [202].
HistoloSkim pregledom, Sant i sar. (2021) otkrili su da izloZzenost 200 pg/L MEHP znacajno
povecava vakuolizaciju i akumulaciju lipida u jetri larvi zebrica [203]. Rezultati istrzivanja Huffa i
sar. (2018) na zebricama pokazali su da je izlozenost DEHP povezana sa razli¢ito izrazenim
transkriptima uklju¢enim u promenu metabolickih procesa u jetri, uklju¢ujuc¢i poremecaj sledecih
puteva: 'FOKSA2 i FOKSA3 mreze faktora transkripcije’, 'Metabolicki putevi', 'metabolizam
aminokiselina 1 derivata®, ,,metabolizam lipida 1 lipoproteina“ i ,,metabolizam masnih kiselina,
triacilglicerola i ketonskih tela’ [204]. Kod odraslih zebrica izlozenih BPA primeéena je
hepatosteatoza, povezana sa povecanjem obezogenih endokanabinoida 2-arahidonoilglicerola i
anandamida u jetri, sa istovremenim smanjenjem palmitoiletanolamida. Razlike u ekspresiji glavnih
endokanabinoidnih  katabolickih i metabolickih enzima, kao 1 povecanje ekspresije
endokanabinoidnog receptora cnrl, povezane su sa ovim promenama [205].

5.1.5. Dejstvo na bubrege

U studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije analizirano je tkivo bubrega imajuci
u vidu da se vecina metabolita kratkolan¢anih ftalata, donekle dugolancanih ftalata, kao i BPA,
izluCuje putem urina [177-179]. Takode, literaturni podaci ukazuju na to da ftalati i BPA mogu
prouzrokovati oSte¢enje bubreznog tkiva [196,206-208].

U istrazivanju sprovedenom u sklopu ove doktorske disertacije, od ispitivanih
pojedinacnih supstanci DEHP je izazvao najizrazeniji fokalni gubitak cetkastog pokrova tubulocita,
dok je u grupi koja je primala smeSu toksi¢nih supstanci dodatno primecena i lakostepena dilatacija
tubula. S druge strane, u glomerulu i intersticijumu nisu uocene znacajne morfoloske promene.
Pored toga, primeceno je znacajno povecanje relativne teZine bubrega i nivoa ureje samo u MIX
grupi u poredenju sa kontrolnom. Blago, ali ne znacajno povecanje nivoa mokracne kiseline
primeceno je u DEHP, DBP i MIX grupi. Neke od studija iz literature pokazale su da ftalati 1 BPA
mogu prouzrokovati oStec¢enje bubreznog tkiva [196,206—208]. Nakon §to su istrazili efekat visih
doza DEHP od onih primenjenih u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije (0, 100,
200 1 400 mg/kg telesne mase DEHP/dan), Aydemir i sar. (2018) sugerisali su da je interakcija
DEHP sa nivoom bioelemenata, pogotovo Se, jedan od mehanizama oSte¢enja bubrega izazvanog
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ovim jedinjenjem. Ovi autori su uocili poviSenu koncentraciju Se u tkivu bubrega u odnosu na
kontrolu u grupi koja je primala 200 mg/kg DEHP [196]. Erkekoglu i sar. (2015) istrazivali su
uticaj 1000 mg/kg t.m./dan DEHP na pacovima, prilikom ¢ega su u tkivu bubrega nivoi Se, Cu i Mn
bili znacajno snizeni [197]. Ovo je u skladu sa rezultatima studije sprovedene u okviru ove
doktorske disertacije, gde je nakon primene nize doze ftalata (50 mg/kg t.m./dan DEHP) tokom 28
uzastopnih dana, iako ne znacajno, koncentracija Cu bila niza u MIX grupi u poredenju sa svim
ostalim tretiranim grupama i kontroli. Medutim, nije primecena znacajna promena u tkivu bubrega
ni za jedan od drugih ispitivanih bioelemenata. Takode, ispitivani su i parametri oksidativnog
statusa, imaju¢i u vidu da bi oksidativna oSteenja mogla stajati iza nekih od uocenih
patohistoloSkih promena. Pored poviSenja MDA, u bubreznom tkivu nekih od tretiranih grupa
zabeleZeno je i blago, iako ne znacajno smanjenje aktivnosti SOD i povecanje O~ u odnosu na
kontrolu. S druge strane, Gu i sar. (2021) zabelezili su povecane nivoe ROS i MDA, smanjene
nivoe GSH, kao i povisen nivo inflamatornih citokina (TNF-a i IL-6) u bubrezima misa nakon
izlozenosti nizoj dozi DEHP nego u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije (0,05
mg/kg t.m./dan) u trajanju od 5 nedelja, [207]. Odsustvo efekata u studiji sprovedenoj u okviru ove
doktorske disertacije u poredenju sa onom koju su sproveli Gu i sar. (2021) moglo bi se objasniti
upotrebom razlicite vrste eksperimentalne Zivotinje i neSto duzim vremenom izlaganja. Erkekoglu i
sar. (2012) izlozili su pacove mnogo visoj dozi od one koja je primenjena u studiji u okviru ove
doktorske disertacije (1000 mg/kg t.m./dan) tokom 10 uzastopnih dana. Ovi autori su primetili da je
DEHP izazvao oksidativni stres u bubrezima pacova i smanjio aktivnost GPX, SOD, sadrzaj GSH i
tiola i povecao nivo TBARS [206]. Nakon oralnog izlaganja miseva istoj dozi DBP kao onoj koja je
koris¢ena u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije (50 mg/kg t.m./dan) tokom 28
dana, Liang i sar. (2021) su primetili znacajno povecanje bubrezne disfunkcije, oksidativnog stresa i
apoptoze u poredenju sa kontrolom. Ovo takode moze sugerisati da su misevi podloZniji ftalatima u
smislu efekata na bubrege od pacova. Mourad i sar. (2012) primenili su istu dozu BPA kao u studiji
sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije (25 mg/kg t.m./dan) na pacovima tokom 6 nedelja.
Ovi autori nisu primetili znacajne promene u peroksidaciji lipida, nivoa GSH i aktivnosti katalaze u
tkivu bubrega, dok je jedina znacajna zabelezena promena bilo povecanje aktivnosti glutation S-
transferaza (GST) [208].

5.1.6. Dejstvo na Stitastu zlezdu

U studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije funkcija Sitaste zlezde ispitivana je
merenjem sadrzaja T3 1 T4 u serumu. U DBP 1 BPA grupama zabeleZzen je znacajan pad T4
hormona u poredenju sa kontrolom. U studiji na pacovima od strane Wu i sar. (2017), smanjenje
nivoa T3 i T4 demonstrirano je nakon pet nedelja peroralne izlozenosti istoj dozi DBP (50 mg/kg
t.m./dan) kao u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije. Suprotno rezultatima studije
sprovedene u okviru ove doktorske disertacije, porast nivoa T4 zabelezen je u studiji u kojoj su
pacovi oralno tretirani nesto viSom dozom BPA od one primenjene u eksperimentu sprovedenom u
sklopu ove doktorske disertacije (40 mg/kg t.m./dan) tokom 15 dana [209]. U istoj studiji, nivo T3
je ostao nepromenjen, dok je odnos T3/T4 bio shizen u tretiranoj grupi u odnosu na kontrolnu. Kao
zakljucak, autori su sugerisali da je izloZzenost BPA uticala na periferni metabolizam hormona
stitaste zlezde [209]. Na osnovu rezultata studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije
moze se izneti zakljuCak da nakon 4 nedelje izlozenosti BPA, §to odgovara trogodisnjoj izloZzenosti
ljudi [210], odbrambeni mehanizmi viSe nisu bili u stanju da sprece Stetne efekte BPA na Stitastu
Zlezdu. Interesantno je, medutim, da rezultati studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije
nisu pokazali znacajniju promenu nivoa T4 u DEHP grupi. To moze biti rezultat aktiviranja
odbrambenih mehanizama pod uticajem nizih doza DEHP, koji bi bili premaseni u prisustvu visih
doza i duZe izloZenosti ovoj supstanci.

Sli¢cno kao u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije, Sun i sar. (2018) nisu
primetili razliku u nivou T4 i T3 pri istoj dozi kao u eksperimentu sprovedenom u sklopu ove
doktorske disertacije (50 mg/kg t.m./dan), ali su zabelezili smanjene nivoe T3 i T4 u serumu nakon
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izlozenosti mnogo visoj dozi DEHP (500 mg /kg t.m/dan) tokom 28 dana [211]. Druga studija koja
je pokazala snizenje nivoa tiroidnih hormona pri viSim dozama DEHP (250, 500 i 750 mg/kg
t.m./dan) ukazuje na to da DEHP moZe dovesti do pada nivoa hormona tiroidne Zlezde uticajem na
biosintezu, biotransformaciju, biotransport, nivo receptora, kao i metabolizam tiroidnih hormona
[212].

S druge strane, rezultati studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije pokazali su
znacajno vise nivoe T4 u MIX grupi u poredenju sa kontrolom, prilikom ¢ega se kod izlozenosti
smesi javio suprotan efektu u poredenju sa pojedina¢nim supstancama. Sli¢ni rezultati su primeceni
u studiji u kojoj su pacovi tretirani istom dozom DBP u kombinaciji sa imunizacijom
tireoglobulinom [169]. U ovoj studiji pokazani su nizi nivoi T3 i T4 u grupama koje su primale
samo DBP, dok je smeSa DBP i tireoglobulina izazvala suprotan efekat, znacajno povisivsi nivoe
ovih hormona. Autori su predlozili moguénost razli¢itih mehanizama koji uti¢u na proizvodnju
hormona Stitaste zlezde u zavisnosti od toga da li je DBP prisutan sam ili u kombinaciji sa
tireoglobulinom, pokazuju¢i da oksidativni stres izazvan tireoglobulinom igra vaznu ulogu u efektu
pogorsanja toksi¢nih efekata DBP [169].

U istrazivanju sprovedenom u sklopu ove doktorske disertacije, slican obrazac javio se i u

MIX grupi, u kojoj je nivo T4 bio poviSen, zajedno sa smanjenjem odnosa T3/T4. Otuda sposobnost
BPA da indukuje oksidativni stres [213] moze biti jedno od objasnjenja za uocene efekte smese.
Ovo je u skladu sa rezultatima studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije, koji su ukazali
na potencijalne promene parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite zabelezene u
mnogim organima, kao i u plazmi pacova. Takode, ove promene govorile su o potencijalnoj
aditivnosti izmedu ispitivanih supstanci. Na primer, u plazmi, detektovano povisenja TOS 1 sniZenja
aktivnosti SOD primecéeno je samo u MIX grupi, dok je poviSenje MDA, iako primeceno i u slucaju
izlozenosti samo DEHP, bilo izrazenije u MIX grupi.
Dalje, moglo bi se pretpostaviti da bi se porast T4 u MIX grupi mogao pripisati dobro poznatom
fenomenu nemonotonog doznog odgovora (engl. Non-monotonic dose response, NMDR)
karakteristicnom za EDC [214-216], pogotovo u slu¢aju BPA [217,218]. Zbog toga se moze
pretpostaviti moguc¢nost pomeranja smera osovine doza-odgovor usled dozne aditivnosti
komponenata smese.

5.1.7. Molekularni mehanizmi poremecaja funkcije muSkog reproduktivnog sistema povezani
sa smeSom ftalata i bisfenola A

5.1.7.1.  Androgena aktivnost i nivo testosterona u serumu

U studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije, nivo testosterona u serumu meren

je kao jedan od markera androgene aktivnosti. Rezultati su ukazali na znacajan pad ovog parametra
u poredenju sa kontrolom samo u MIX grupi, dok nije bilo znacajne razlike u grupama koje su
primale pojedinacne supstance (DEHP, DBP, BPA) u poredenju sa kontrolom, iako se blagi trend
snizenja ovog hormona mogao zabeleZiti 1 kod njih, iako ne statisticki znac¢ajan.
IzraZeniji efekat smeSe na nivo testosterona moze se objasniti mogucim toksikokinetickim
interakcijama izmedu supstanci prisutnih u smesi. Ove interakcije su potvrdene u studiji akutne
toksi¢nosti na miSevima u kojoj je ispitivan uticaj jedne supkutano aplikovane doze DEHP (3,91 18
mg/kg t.m) na deponovanje BPA koji su Zivotinje unosile putem hrane (50 mg/kg t.m. 14C-BPA).
Rezultati ove studije ukazali su na to da DEHP povecava deponovanje BPA u epididimisu muzjaka
miseva u poredenju sa kontrolnom grupom [90].

Efekti pojedinacnih ftalata na produkciju testosterona ispitani su u razli¢itim studijama, ali
uglavnom nakon prenatalne izlozenosti. Furr 1 sar. (2014) istrazivali su uticaj razli¢itih ftalata,
ukljucuju¢i DEHP i DBP, na postnatalnu fetalnu produkciju testosterona, demonstriraju¢i smanjenje
nivoa ovog hormona nakon primene i DEHP i DBP u dozi od 100 mg/kg t.m/dan gravidnim
zenkama u periodu izmedu 14. 1 18. dana gestacije [219]. Uticaj BPA na nivo testosterona ispitan je
na prepubertetskim pacovima nakon subkutane izloZenosti BPA (0, 20, 100 1 200 mg/kg t.m /dan)
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tokom 6 nedelja. Ovom studijom pokazano je da do snizenja nivoa 0vog hormona u serumu dolazi
tek nakon primene visih doza (100 i 200 mg/kg t.m/dan), $to je u skladu sa rezultatima studije
sprovedene u okviru ove doktorske disertacije [220]. Druge studije su pokazale da BPA inhibira
steroidogenezu u testisu pacova i smanjuje sekreciju testosterona, ¢ime smanjuje aktivnost GnRH
neurona i ekspresiju steroidogenih enzima [78,79].

Jin i sar. (2013) zakljucili su da BPA oralno davan pacovima moze dovesti do oStec¢enja
spermatogeneze izazvanog zaustavljanjem procesa mejoze germinativnih celija i time aktiviranjem
puta apoptoze u ovim ¢elijama [221]. Dozno aditivni efekti prikazani su za smeSu ftalata na osnovu
njihovog uticaja na sintezu testosterona fetusa pacova. U studiji Howdeshell i sar. (2015)
sprovedenoj na pacovima dokazani su aditivni toksi¢ni efekti na rast i razvoj nakon izlozenosti
smesi 5 ftalata (DEHP, DBP, BBP, DiBP i DPP). Autori su naveli supresiju steroidogenog puta i
ckspresije INSL3 gena u fetusima pacova kao glavni razlog za oStecenje postnatalnog
reproduktivnog razvoja kod muzjaka pacova [222]. Drugi autori su naveli smanjenu sintezu
holesterola kao jedan od razloga zbog kojih ftalati uti¢u na steroidogenezu [223], §to bi se moglo
uporediti sa rezultatima studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije, imaju¢i u vidu
snizenje nivoa kako holesterola, tako i testosterona u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom.
Androgena aktivnost bila je glavni fokus nekoliko studija u kojima su istrazeni toksi¢ni efekti
razlicitih smesSa plastifikatora. Zhang i sar. (2013) pokazali su da su, u kombinaciji sa DBP i BPA,
nivoi ekspresije gena polnih hormona bili visi u poredenju sa kontrolnom grupom, §to ukazuje na
aditivni ili sinergisti¢ni efekat [88]. Aditivni efekat takode je potvrden u eksperimentima sa smeSom
koja je sadrzala tri ftalata, BBP, DBP i DEHP, u kombinaciji sa drugim antiandrogenima
(vinklozolin, procimidon, linuron i prohloraz) [87]. Studije na zivotinjama u kojima je ispitivano
dejstvo smese ftalata i/ili BPA uglavnom su sprovodene nakon prenatalne izlozenosti. Pokazalo se
da smesa ftalata modulira ekspresiju gena koji kodiraju proteine i miRNK i modifikuje fenotipske
parametre kao $to je anogenitalna udaljenost u F1 generaciji nakon izloZenosti majke [224].
Howdeshell i sar. (2008) dokazali su sposobnost smeSe ftalata aplikovane gravidnim Zenkama
pacova da suzbije fetalnu proizvodnju testosterona na aditivan na¢in [163]. Medutim, kada je re¢ o
postnatalnoj izlozenosti, poznato je da toksi¢nost po muski reproduktivni sistem povezana sa
1zloZzenoS¢u ftalatima zavisi od starosti, jer su Zivotinje pre puberteta i u toku puberteta obino
osetljivije od odraslih [225]. Uglavnom su potrebne nize doze, kao i kra¢i period izloZenosti da bi se
izazvalo oStecenje testisa kod mladih pacova [225,226]. U studiji sprovedenoj u okviru ove
doktorske disertacije, patohistoloska analiza je pokazala da su se, u sve tri grupe koje su primale
pojedinacne supstance, u sporadicnim uzorcima mogli primetiti lako atrofi¢ni seminiferni tubuli 1
smanjena debljina germinativnog epitela, kao 1 naruSeni kontinuitet spermatogeneze. Medutim, u
MIX grupi, ove promene bile su prisutne u svim uzorcima. U novijoj literaturi identifikovan je
NOAEL od 4,8 mg DEHP/kg t.m/dan na osnovu efekata na testise kod F1 Zivotinja iz studije tri
generacije u kojoj je ispitivana toksi¢nost na rast i razvoj pacova [227]. U studiji sprovedenoj u
okviru ove doktorske disertacije, iako je doza bila visa, deskvamovane ¢elije germinativnog epitela
uocene su samo u 2 od 6 uzoraka DEHP grupe, dok se ostecenje spermatogeneze moglo primetiti u
3 od 6 uzoraka, najverovatnije zbog kraceg vremena izlozenosti. To je bio slucaj i za DBP i BPA,
koji su uticali na kontinuitet spermatogeneze u samo 2 od 6 uzoraka. Naprotiv, ove promene su
mogle da se primete u svim uzorcima MIX grupe. Pored toga, u MIX grupi, izvestan broj uvecanih
¢elija sa hiperhromatskim jezgrima mogao je da se uoci u 66,66% uzoraka, zajedno sa sporadi¢nim
visejedarnim celijskim oblicima i intracitoplazmatskim vakuolama. Abdel-Maksouds i sar. (2019)
pokazali su da BPA i DEHP, pojedinac¢no, imaju sposobnost da poremete razvoj gerinativnih celija i
proizvodnju sperme kod muskog potomstva kada se primenjuju na gravidnim zenkama od 12 do 21
dana gestacije u dozama od 2,5 ili 25 mg/kg t.m/dan i 5, odnosno 50 mg/kg t.m/dan, redom [228]. U
gore pomenutoj studiji, tretman BPA doveo je do atrofije seminifernih tubula, smanjenja broja
germinativnih celija i ulivanja ¢elija u cevasti lumen u seminifernim tubulima, dok je tretman
DEHP pruzrokovao zarisna podrucja gubitka germinativnih c¢elija, intersticijsku celijsku
hiperplaziju izmedu seminifernih tubula i uvlaenje germinativnih c¢elija u cevasti lumen [228].
Takode, Oudir i sar. (2018) pokazali su odsustvo zrelih spermatozoida u testisima pacova nakon
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svakodnevne izlozenosti DEHP (0,5 i 5000 mg/kg t.m/dan) od 21. do 120. postnatalnog dana.
Dodatno, zakljucili su da postnatalna izlozenost malim dozama DEHP uti¢e ne samo na broj
spermatozoida, ve¢ i na broj Sertolijevih i Lajdigovih ¢elija i nivo testosterona [229]. Medutim,
promene u broju Sertolijevih i Lajdigovih ¢elija nisu primeéene u istrazivanju sprovedenom u
sklopu ove doktorske disertacije, verovatno usled kraceg vremena izlozenosti, kao i zbog toga §to se
ekspozicija nije desila tokom znacajnih razvojnih faza, $to je slucaj u studijama vise generacije 1
primene ftalata i BPA na gravidnim zenkama. Ipak, slicno rezultatima studije sprovedene u okviru
ove doktorske disertacije, Alam i sar. (2018) zapazili su deformisane seminiferne tubule,
produzenje lumena, nedostatak spermatida, kao i smanjenje debljine njihovog epitelnog pokrova
nakon izlozenosti DBP u trajanju od 7 dana. Medutim, doza primenjena u ovoj studiji (500 mg
DBP/kg t.m/dan) bila je 10 puta visa nego u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije
[230].

5.1.7.2.  Zajednicki geni i molekularni putevi

In silico pristupom kori§¢enim u ovoj studiji identifikovano je 20 gena povezanih sa
poremecajima muskog reproduktivnog sistema (neplodnost, kriptorhizam, hipospadija, neoplazme
testisa 1 testikularni tumor germinativnih ¢elija) na koje uticu sve tri ispitivane supstance. Ovi geni
obuhvataju AHR, AR, ATF3, BAX, BCL2, CASP3, CYP17Al, CYP1Al, DMRT1, ENOL1, ESR1,
FGFR3, FSHB, INSL3, LHB, LHCGR, MMP2, NR5A1, SELENOP i SOD2.

Dalji korak ove studije bio je usmeren ka istrazivanju molekularnih puteva i bioloskih
procesa povezanih sa 20 zajednickih gena. Ovi geni ucestvuju u 5 glavnih zajednic¢kih molekularnih
puteva: neplodnost muskaraca, SUMOilacija unutarcelijskih receptora, mreza receptora za
aromati¢ne ugljovodonike, steroidogeneza jajnika i apoptoza izazvana nanomaterijalima.
Ocekivano, prva tri bioloska procesa u koja su bili uklju¢eni uzajamni geni bili su polna
diferencijacija, razvoj polnih zlezda i razvoj primarnih polnih karakteristika. Pratili su ih razvoj
zenskih polnih zlezda, razvoj primarnih zenskih polnih karakteristika i zenska polna diferencijacija,
Sto ukazuje na povezanost ispitivanih hemikalija sa feminizacijom zabeleZzenom kod
eksperimentalnih Zivotinja nakon prenatalne izloZenosti. Na primer, rezultati eksperimenta na
pacovima pokazali su da produzena in utero izlozenost fetusa DBP moze dovesti do nepravilnog
formiranja epididimisa, hipospadije i kriptorhidizma [231]. Isto tako, Christiansen i sar. (2010) su
pokazali da prenatalna izloZzenost DEHP moze prouzrokovati smanjenje anogenitalne udaljenosti
kod muzjaka, zadrzavanja bradavica, hipoplaziju prostate, kao i1 blagu disgenezu spoljasnjih
genitalija. Autori su sugerisali da je smanjenje produkcije testosterona kod muzjaka pacova u toku
perioda kriti¢ne faze diferencijacije pola najverovatniji mehanizam kojim bi se izloZenost DEHP
mogla povezati sa demaskuliniziraju¢im efekatima [226].

Ocekivano, in silico rezultati dobijeni u sklopu ove doktorske disertacije pokazali su da su
sve tri supstance u interakciji sa genima DMRT1 1 NRSAI, pri ¢emu utiu na smanjenje ekspresije
njihove iRNK. Dok je DMRT1 komponenta molekularnog puta uklju¢enog u diferencijaciju pola
kod ki¢menjaka i kljuéni regulator razvoja jedinki muskog pola [232], NRSA1 moze biti povezan sa
poremecajima razvoja reproduktivnog sistema, hipospadijom, anorhijom i neplodnosc¢u [233].
Imajuéi ovo u vidu, moglo bi da se pretpostavi da su ovi mehanizmi povezani sa prenatalnom i
izlozenos¢u u kriticnim fazama razvoja. Medutim, utvrdeno je da na gene ukljuCene u proces
metabolizma, poput CYP1A1, CYP17A1 i ENOI, uticu sve tri ispitivane supstance, $to bi donekle
moglo objasniti odredene promene poput smanjenja nivoa tetosterona uocenog u animalnoj studiji
sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije. Dok se CYP1Al moze povezati sa povecanim
metabolizmom estrogena [234], CYP17A1 igra klju¢nu ulogu u biosintezi androgena [235]. Shodno
tome, Gongalves i sar. (2018) zapazili su smanjenje nivoa testosterona nakon inhibicije gena koji
kodira steroidogene enzime, ukljucuju¢i Cipl7al i Cip19al, u TM3 misjim Leidigovim ¢elijama
izloZenim niskim koncentracijama BPA tokom 24 ili 48 sati. S druge strane, zakljucili su da vece
koncentracije BPA povecavaju kondenzaciju hromatina, izazivajuci apoptozu [236].

99



5.1.7.3. Nuklearni receptori i receptor za aromati¢ne ugljovodonike

Sprovedeno in silico istrazivanje pokazalo je da bi sve tri ispitivane hemikalije mogle da
dovedu do povecane aktivnosti ESR1 proteina vezivanjem za estrogeni receptor. Ovo je u skladu sa
literaturnim podacima, koji navode da ova jedinjenja mogu imitirati estradiol i in vitro i in vivo
[237,238]. Dalje, podaci iz CTD baze pokazali su da DEHP i BPA mogu i da povecaju i da smanje
aktivnost ESR1, dok je DBP samo doveo do povecanja aktivnost ovog gena. Za BPA, ovo je dobro
ilustrovano u eksperimentu u kome je gravidnim zenkama pacova oralno aplikovana ova supstanca
od 6. dana gestacije do okota. Autori su zakljucili da BPA moze izazvati promene u urogenitalnom
sinusu fetusa i razvoju urogenitalnog trakta muzjaka glodara putem estrogenih mehanizama samo
kada je prisutan u niskim dozama [239].

Stavise, utvrdeno je da sve tri supstance utiu na AR, §to je takode moglo da se potvrdi
podacima iz literature. Takeuchi 1 sar. (2005) pokazali su da ftalati sa alkilnim lancima u duzini od
C3 do C6 intereaguju sa AR [240], dok su Lee i sar. (2003) pokazali da BPA deluje kao mocan
antagonista AR inhibiraju¢i transkripcionu aktivnost Ar indukovanu androgenima [241].

In silico rezultati ove studije takode su ukazali na sposobnost sve tri ispitivane supstance da
povecéaju aktivnost AHR, gena koji kodira receptor za aromati¢ne ugljovodonike (AhR), dok je
AhR molekularni put bio medu najvaznijim izvrstanim molekularnim putevima. AhR je
transkripcioni faktor koji igra vaznu ulogu u fiziologiji i patofiziologiji, uklju¢ujuéi reproduktivnu
funkciju. Ovaj receptor ucestvuje u unakrsnim interakcijama sa receptorima steroidnih hormona,
adaptivnom metabolizmu, kontroli plodnosti i ¢elijskog ciklusa [242,243]. Ekspresija AhR u
muskom reproduktivnom traktu uti¢e na odgovor na polne hormone. Zakljuceno je da aktivacija
AhR dovodi do deaktiviranja androgenih receptora, S§to rezultira modulacijom transkripcione
aktivnosti [242]. Pretpostavlja se da je AhR put povezan sa neplodno$¢u kod muskog pola, dok se
AHR aktivacija u testisima moze povezati sa smanjenjem kapaciteta spermatogeneze i proizvodnje
sperme [243,244]. Stoga, moglo bi se pretpostaviti da bi ovaj mehanizam mogao biti povezan sa
osteCenim kontinuitetom spermatogeneze uocenim patohistoloSkom analizom. U epidemioloskoj
plodnim, ekspresija ne samo AhR, ve¢ i gena ERa, ERb, AR i PKSR, mogla je da se poveze sa
vi§im nivoima BPA, §to sugeriSe njihovu mogucu upotrebu kao biomarkera za intoksikaciju ovom
supstancom [78]. S druge strane, pokazano je da DEHP inhibira faktor rasta fibroblasta 21, ciljni
gen AHR signalnog puta [243].

5.1.7.4. Apoptoza

Rezultati in silico istrazivanja sugerisali su da bi se apoptoza mogla smatrati jednim od
glavnih puteva na koje uti¢e smesa DEHP, DBP i BPA. Ovo je slu¢aj posebno za unutrasnji put koji
je posredovan grupom proteina B-¢elijskog limfoma 2 (Bcl-2) [245], u koji su ukljuceni geni poput
BAX, BCL2 i CASP3. Eksperimentima na zivotinjama pokazano je da ftalati i BPA mogu da
indukuju apoptozu unutar tkiva testisa. Rezultati na miSevima pokazali su sposobnost BPA da
poveca ekspresiju kaspaze-7, kaspaze-9, kao i Bax u tkivu testisa, ali i da smanji nivo transkripcije
DNK metiltransferaze testisa (DNMT) i ekspresiju bcl-2 u F1 generaciji miSeva u 56. postnatalnom
danu nakon izloZenosti gravidne zenke [80]. Medutim, rezultati eksperimenta u kojem je muzjacima
miseva intragastricno aplikovan DEHP (0, 100, 200 ili 400 mg/kg t.m/dan) tokom 21 dana, pokazali
su da je oksidativni stres uklju¢en u apoptozu indukovanu DEHP i autofagiju Lajdigovih TM3
¢elija misa Cak i nakon kraceg vremena izlozenosti [246]. Zakljuceno je da je mehanizam kojim
DEHP moze indukovati apoptozu u testisima povecanje nivoa aktivirane Caspase-3, Caspase-8 i
Bax i smanjenje nivoa Bcl-2 [246]. Samim tim, imajuci u vidu sli¢nost u periodu izlozenosti, moglo
bi se pretpostaviti da je apoptoza bila ukljuena u patohistoloske promene na testisima zabelezene u
studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije, poput deskvamatizovanih c¢elija
germinativnog epitela i gubitka spermatida u nekim uzorcima DEHP i svim uzorcima MIX grupe.
Rezultati in silico istrazivanja pokazali su da su sve tri istrazene supstance uticale na AR gen, dok
se sugeriSe da androgeni receptor igra presudnu ulogu u promociji androgen-zavisne i nezavisne
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apoptoze u éelijama testisa [247]. Stavise, pokazalo se da su sve tri supstance sposobne da povecaju
ekspresiju BAX gena i smanje ekspresiju BCL2 iRNK i1 BCL2 proteina, §to dovodi do apoptoze.
Medutim, interakcije navedene u CTD bazi takode su pokazale sposobnost ovih supstanci da deluju
na suprotan nacin, smanjujuc¢i ekspresiju proapoptotskog BAX i povecavajuci ekspresiju
antiapoptotskog BCL2. Ovaj obrazac je prikazan u studiji sprovedenoj od strane Zhou i sar. (2017)
na kultivisanom antralnom folikulu mi$a na koji je primenjena smesa 6 ftalata (ukljucujuc¢i DEHP i
DBP) u razli¢itim koncentracijama. Pri vi§im koncentracijama, prikazana je povecana ekspresija
Bcl2 i smanjeni odnos Bax/Bcl2, $to ukazuje na dominantan efekat antiapoptotskog faktora Bcl2 i
inhibiranu apoptozu. Rezultati Zhou i sar. (2017) takode su pokazali i smanjenu ekspresiju Casp8,
Sto ukazuje na smanjenu ¢elijsku smrt [248]. Dakle, moguce smanjenje apoptoze takode moze igrati
ulogu u razvoju raka germinativnih ¢elija testisa, zajedno sa interakcijama sa genima poput FGFR3,
Cije su mutacije mogle da se povezu sa tumorima testisa [249], i MMP2, koji se smatra
mehanizmom u osnovi prekida spojnih kompleksa izazvanog MEHP i rezultuju¢eg gubitka polnih
¢elija [250].

5.1.7.5.  Oksidativni stres

Da bi se istrazilo da li se oksidativni stres moze smatrati jednim od mehanizama ukljuc¢enih
u ispoljavanje toksi¢nih efekata na testise nakon subakutne izlozenosti DBP, BPA, DEHP i njihovoj
smesi, izmereni su razli¢iti parametri redoks statusa u homogenatima tkiva testisa pacova. Rezultati
su potvrdili sposobnost ispitivane smeSe da izazove razliite toksi¢ne efekte u vecoj meri u
poredenju sa pojedina¢nim supstancama. Dok je u nekim slué¢ajevima (npr. TOS, TAS, SOD) efekat
prime¢en u MIX grupi bio izrazeniji od efekta pojedina¢nih supstanci, u drugim slucajevima efekat
je bio prisutan samo u MIX grupi (porast Oz~ i nivo MDH i smanjenje ukupnih -SH grupa). Dalje,
iako su se znacajne promene mogle zabeleziti u TAS i TOS parametrima u nekim grupama
pojedinacnih supstanci (DEHP 1 BPA u slucaju TOS 1 DEHP u slu¢aju TAS), porast OSI javio se
samo u MIX grupi, sto ukazuje na najveci stepen oksidativnog ostecenja medu tretiranim grupama.
Zatim, dok je in vivo studija sprovedena u sklopu ove doktorske disertacije pokazala sposobnost
ispitivane smese da inhibira SOD, in silico rezultati ukazali su na to da sve tri supstance imaju
sposobnost interakcije sa SOD2 genom, delujuc¢i na ekspresiju i aktivnost SOD2 proteina i/ili
ekspresiju iRNK. Takode, SOD2 je oznaCen kao jedan od gena uklju€enih u molekularni put
neplodnosti kod muskaraca, $to je razumljivo imajuéi u vidu da se antioksidativni sistem u semenoj
plazmi sastoji od nekoliko enzima, kao $to su mitohondrijska SOD i glutation peroksidaza 1 (GSH-
Pk), kodirani SOD2 i GPKS1 genima. Dodatni rezultati in silico istrazivanja sprovedenog u sklopu
ove doktorske disertacije pokazali su da su sve tri istrazene supstance u interakciji sa SELENOP,
genom koji kodira selenoprotein P, dok su DEHP i DBP u interakciji sa GPKS4, genom koji kodira
glutation peroksidazu 4.
Oksidativni stres je prepoznat kao jedan od glavnih mehanizama ukljuenih u razvo; muske
neplodnosti. Pokazalo se da pove¢ane ROS zajedno sa smanjenom antioksidativnom zaStitom
dovode do smanjenja pokretljivosti sperme i oStecenja DNK sperme [251]. Budu¢i da
spermatozoidi sadrze velike koli¢ine nezasi¢enih masnih kiselina u svojim ¢elijskim membranama,
oni su veoma podlozni §tetnim efektima ROS i posledi¢noj lipidnoj peroksidaciji [251]. U
eksperimentalnoj studiji na modelu pacova, oralna primena DEHP u koncentracijama vi$im od
koncentracija primenjenih u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije (1 ili 2 g/kg
t.m/dan tokom 7 dana) dovela je do povecanja generacije ROS, smanjenja GSH u tkivu testisa, kao i
koncentracije askorbinske kiseline, S§to je bilo praceno selektivnom indukcijom apoptoze
spermatocita i atrofijom testisa [252]. Ova zapazanja, zajedno sa rezultatima dobijenim u nasoj
analizi parametara oksidativnog stresa, ukazuju na to da se oksidativni stres i njegove posledice,
poput apoptoze, mogu smatrati jednim od vodec¢ih mehanizama koji su doveli do promena na
testisima uocenih patohistoloSkom analizom tkiva. Sli¢no rezultatima studije sprovedene u okviru
ove doktorske disertacije, Kasahara i sar. (2002) zakljucili su da je apoptoza u testisima indukovana
dejstvom DEHP primecena prvenstveno kod spermatocita, ali ne i kod Sertolijevih ¢elija. Ovi autori
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su pretpostavili da bi se to moglo pripisati viSim koncentracijama GSH, vitamina E i enzima
povezanih sa GSH prisutnim u ovim ¢elijama [252]. Dok je SOD2 enzim koji Katalizuje
detoksikaciju superoksidnih radikala u mitohondrijama, GSH-Px je povezan sa neutralizacijom
peroksidnih radikala [253]. Medutim, iako GPX1 nije naveden medu interakcijama za BPA u
istrazivanju sprovedenom u sklopu ove doktorske disertacije, Studije na eksperimentalnim
zivotinjama pokazale su da je ova supstanca takode u stanju da uti¢e na nivo GSH-Px. Kod pacova
peroralno izlozenih ovoj supstanci (1 mg/kg t.m/dan) tokom 4 nedelje primeceno je znacajno
povecanje aktivnosti GSH-PX, kao i povecanje nivoa ROS i LPO. Sli¢no rezultatima redoks analize
sprovedene u okviru ove doktorske disertacije, zabelezen je porast Oz2", za koji je poznato da izaziva
promene u funkciji sperme [254]. Nakon primene DBP (100, 250 i 500 mg/kg t.m/dan u toku 2
uzastopne nedelje), primecena je inhibicija SOD, GSH-Px i GSH, zajedno sa pove¢anjem MDH u
testisima pacova. Ovo je praceno atrofijom seminifernih tubula i deskvamacijom celija seminifernih
epitela pri dozi DBP od 500 mg/kg t.m/dan [255]. Sposobnost DBP da indukuje oksidativni stres u
tkivu testisa takode je dokazana eksperimentom u kojem su pacovi tretirani sa 200, 400 ili 600 mg
DBP/kg t.m/dan svakodnevno tokom 15 dana. Tretman DBP smanjio je ukupni antioksidativni
kapacitet u serumu i izazvao degeneraciju tkiva testisa, odsustvo spermatogeneze i spermatozoida,
kao i nekrozu u nekim od seminifernih tubula. Autori su sugerisali da su oksidativni stres i
posledi¢no smanjenje sekrecije testosterona potencijalni osnovni mehanizam oStecenja testisa
izazvanog DBP [256]. Medutim, u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije, usled
mnogo nize doze DBP, nije bilo promena u redoks parametrima uocenih nakon 28 dana tretmana
ovom supstancom. Takode je pokazano da oralna primena DEHP (1 ili 2 g/kg t.m/dan tokom 7
dana) povecava stvaranje ROS, smanjenje nivoa GSH u tkivu testisa, kao i askorbinske kiseline,
dok selektivno indukuje apoptozu spermatocita i vodi do atrofije ovog organa [252]. U studiji
sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije, iako je bio primenjen u nizoj dozi, DEHP je doveo
do nekoliko promena parametara redoks statusa, kao §to su povecanje TOS i smanjenje TAS i SOD.
Ove promene bi mogle objasniti oSteCenja uocCena tokom patohistoloSke analize, kao §to su
deskvamatizovane ¢elije germinativnog epitela, koje nisu zapazene u drugim grupama koje su bile
tretirane pojedina¢nim supstancama.

5.1.8. Molekularni mehanizmi razvoja dijabetesa povezani sa smeSom ftalata i bisfenola A

U nekoliko studija popre¢nog preseka zabelezena je povezanost izmedu izlozenosti ftalatima
i BPA i povecanog rizika od DM, posebno T2DM [257-260]. Pored toga, Kim i sar. (2013)
predlozili su vezu izmedu T2DM izazvanog DEHP i oksidativnog stresa, posebno koncentracije
MDA u uzorcima urina kod ljudi, koja se povecavala proporcijalno sa koncentracijama DEHP, i
bila dozno-zavisna sa indeksom insulinske rezistencije, posebno kod ispitanika sa T2DM [258].
Veza izmedu DEHP, DBP, BPA 1 T2DM takode je ispitana i u studijama na Zivotinjama. U studiji
na pacovima, Rajagopal i sar. (2019) pokazali su vezu izmedu izloZenosti DEHP u toku razvoja i
preuzimanja i oksidacije glukoze, kao i smanjenih nivoa iRNK insulinskog receptora, GLUT2 i
smanjenog GLUT2 proteina u citoplazmi [51]. S druge strane, Srinivasan i sar. (2011) su potvrdili
da ¢ak 30-dnevna oralna izlozenost pacova DEHP u dozi od 100 mg/kg moze izazvati smanjenje
insulina, povezuju¢i izlaganje DEHP sa povisenim nivoom glukoze u serumu [52]. Pokazalo se da
ista doza 1 period izloZenosti mogu izazivati povisen nivo glukoze u jo§ jednom eksperimentu na
pacovima, povezanom sa transdukcijom insulinskog signala oste¢enom DEHP [261], dok su Ding i
sar. (2021) otkrili da DEHP aktivira Jun-N-terminalnu kinazu (JNK) i remeti osetljivost na insulin u
jetri zenki pacova u pubertetskom stadijumu razvoja nakon 3 nedelje izloZenosti u dozama od 1,8,
18 i 180 mg DEHP/Kg telesne mase/dan [53]. Stavise, nakon oralne izloZenosti miseva DBP (0,5, 5,
50 mg/kg t.m./dan) u trajanju 7 nedelja, ova supstanca je pogorsala DM tako S$to je ometala signalni
put insulina i sekreciju ovog hormona [262]. U studiji na pacovima koja je trajala 13 nedelja,
Mjaeed i sar. (2017) istrazivali su efekat 10 i 50 mg/kg t.m./dan DBP na nivo glukoze u serumu. U
ovoj studiji zabelezen je NMDR u slucaju nivoa glukoze u serumu. lako je nivo glukoze bio visok u
obe tretirane grupe, ova promena je bila izraZenija u grupi tretiranoj nizom dozom [173]. Rezultati
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studije u kojoj su miSevi bili tretirani nizim koncentracijama BPA (0,5 i 2 mg/kg t.m./dan) tokom 4
nedelje, pak, pokazali su da je uticaj BPA na povisSenje nivoa glukoze u krvi u tretiranim grupama u
poredenju sa kontrolnom dozno-zavisan [263]. Rezultati studije sprovedene u okviru ove doktorske
disertacije pokazali su znacajan porast nivoa glukoze u poredenju sa kontrolom u DEHP, DBP i
MIX grupama, dok je nivo glukoze bio znacajno nizi u BPA grupi u poredenju sa MIX. Poremecaj
sekrecije insulina mozZe biti povezan sa nekoliko metabolickih promena u jetri, §to dovodi do
remecenja homeostaze glukoze, imajuéi u vidu da ovaj hormon stimuliSe upotrebu i skladistenje
glukoze i potiskuje njenu sintezu i oslobadanje iz ovog organa [264]. Visok nivo glukoze ¢esto
moze biti pracen abnormalnostima u nivou lipida, poput poviSene konentracije trigliceridia i LDL,
koja se, u slu¢aju studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije, javila samo u DBP grupi.
Moze se pretpostaviti da izloZenost nije bila dovoljno duga da bi izazvala dosledne rezultate u vezi
sa ovim promenama u drugim tretiranim grupama.

5.1.8.1.  Zajednicki geni i molekularni putevi

Rezultati toksikogenomicke analize podataka sprovedene u okviru ove doktorske disertacije
ukazali su na postojanje 44 zajedni¢ka gena za DEHP, DBP i BPA povezana sa razvojem T2DM.
Vecina identifikovanih gena bila je u fizi€kim interakcijama (31,39%), dok je 21,02% bilo u
koekspresiji. Nadalje, uofene su veze izmedu izdvojenog skupa gena i raznih komplikacija
dijabetesa.

Pet najvaznijih izdvojenih molekularnih puteva ukljucivali su put regulacije dugovecnosti,
signalni put apoptoze, signalni put adipocitokina, insulinsku rezistenciju i apoptozu izazvanu
slobodnim radikalima dok su najvazniji bioloski procesi bili odgovor na jedinjenje koje sadrzi
kiseonik, regulacija celijske smrti, regulacija apoptotickog procesa, regulisanje programirane
¢elijske smrti i negativna regulacija celijske smrti. Dalja analiza ontologije gena i molekularnih
puteva sprovedena u okviru ove doktorske disertacije pokazala je da su apoptoza i oksidativni stres
dva glavna mehanizma pomocu kojih smesa DEHP, DBP i BPA moze biti povezana sa razvojem
T2DM.

5.1.8.2.  Apoptoza

Treba napomenuti da je 6 od 15 najvaznijih bioloskih procesa koji su izdvojeni u studiji
sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije bilo povezano sa apoptozom i programiranom smréu
¢elije (regulacija ¢elijske smrti, regulacija apoptoti¢kog procesa, regulacija programirane celijske
smrti, negativna regulacija celijske smrti, negativna regulacija ¢elijske smrti, apoptoti¢ki proces,
negativna regulacija programirane celijske smrti), kao i 5 od 15 najznacajnijih molekularnih puteva
(signalni put apoptoze, apoptoza izazvana slobodnim radikalima, indukcija apoptoze preko DR3 i
DR4/5 receptora smrti, programirana celijska smrt i unutras$nji put apoptoze). Na molekularnom
nivou, gubitak B-celija pankreasa apoptozom igra vitalnu ulogu u smanjenju/prestanku lucenja
insulina, kao i na pocetku i/ili u toku progresije bolesti [265]. Bioinformati¢ka analiza sprovedena u
sklopu ove doktorske disertacije otkrila je da su sve tri supstance bile u interakciji sa genima koji
kodiraju i pro-apoptotske (BAX) i anti-apoptotske ¢lanove proteinske porodice Bcl2 (BCL2),
ukljucene u intrinzi¢ni ili apoptotski put zavisan od mitohondrija [265].

Takode, utvrdeno je da sve tri supstance deluju na CASP3 i CASPS8. Kaspaza-3, kodirana
genom CASP3, je glavna efektorska kaspaza apoptotske kaskade, ¢ija je ukljucenost implicirana u
izolovanim Langenharsovim ostrvcima pankreasa kod pacijenata sa T2DM [266], dok se pokazalo
da je kaspaza-8 neophodna za apoptozu B-¢elija u modelima T2DM i u regulaciji mase 3-¢elija i
sekrecije insulina u fizioloskim uslovima [267]. Sun i sar. (2015) pokazali su da DEHP ispoljava
toksi¢ne efekte na celije insulinoma tako §to izaziva apoptozu, dok dozno-zavisno smanjuje
sekreciju insulina [268]. Stavise, istrazivanjem efekata DEHP, DBP i njihove smese na éelije
insulinoma pacova, Li i sar. (2021) pokazali su da kombinovani efekat DEHP i DBP promovise
nastanak ROS i apoptozu B ¢elija pankreasa posredovanu PI3K/Akt/Bcl-2 molekularnim putem
[54]. Ovi autori su takode uocili da izloZenost ftalatima (i pojedinacna i u smesi) smanjuje odnos
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Bcl-2/Bax i povecava nivoe ekspresije gena kaspaze 9 i kaspaze 3 u poredenju sa kontrolom [54].
Lin i sar. (2013) otkrili su izmenjenu ekspresiju ¢lanova porodice Bcl-2 i kaspaza u celijama
insulinoma nakon izlozenosti BPA, dok je apoptoza izazvana dejstvom BPA bila povezana sa
mitohondrijalnim defektima u RB-Celijama, S§to je dokazano smanjenjem ATP, oslobadanjem
citohroma c, gubitkom mitohondrijalne mase i membranskog potencijala, i promenama u ekspresiji
gena ukljucenih u funkciju i metabolizam mitohondrija [269]. U skladu sa rezultatima Li i sar.
(2021), koji je predlozio medusobnu vezu izmedu apoptoze i oksidativnog stresa izazvanog smesom
ftalata, analiza molekularnih puteva u okviru ove doktorske disertacije takode je pokazala da je
jedan od mehanizama pomoc¢u kojih smesa DEHP, DBP i BPA moze izazvati apoptozu nastanak
ROS. Geni za koje je utvrdeno da su ukljuceni u apoptozu izazvanu slobodnim radikalima ukljuc¢uju
RELA, TNF, NFKB1, SOD1 i GPKSL.

5.1.8.3. Oksidativni stres

Jos§ jedan vazan bioloski proces/molekularni put identifikovan u studiji sprovedenoj u okviru
ove doktorske disertacije bio je oksidativni stres. Podaci iz literature sugeriSu da se ovaj mehanizam
moze smatrati jednim od glavnih za patogenezu i razvoj T2DM, pri ¢emu je ukljucen u insulinsku
rezistenciju, poremecenu sekreciju insulina, metabolizam glukoze u jetri, zajedno sa aktivacijom
inflamatornih proinflamatornih citokina [270,271]. Oksidativni stres pojacava proizvodnju
proinflamatornih citokina kao Sto je TNFa i indukuje apoptozu u R c¢elijama pankreasa, kao i
autofagiju [271]. S druge strane, IL6 i TNFo dovode do promena u genomskim strukturama R ¢éelija
pankreasa i izazivaju izmenjenu sekreciju insulina i apoptozu [272]. Mitohondrije se smatraju
glavnim izvorom oksidativnog stresa kod T2DM. Kao odgovor na insulin, proizvode se ROS i
reaktivne vrste azota (RNS) da bi izvrSile svoju punu fiziolosku funkciju. S druge strane, ROS 1
RNS inhibiraju insulinsku signalizaciju, dovodec¢i do razvoja insulinske rezistencije, $to je jos jedan
od faktora rizika za razvoj T2DM [273]. Takode je vazno pomenuti AGE-RAGE signalizaciju,
izdvojenu u naSih 15 najznacajnijih molekularnig puteva. Krajnji proizvodi napredne glikacije
(AGE), grupa potencijalno destruktivnih izmenjenih proteina/lipida, smatraju se jednim od faktora
koji povezuju ROS i T2DM. Oni su sposobni da povecaju generisanje ROS i ostete celijske
antioksidativne sisteme, a takode mogu biti povezani sa sekundarnim komplikacijama T2DM (npr.
retinopatija, kardiovaskularne bolesti i nefropatija) [272]. Drugi faktor koji igra vaznu ulogu u
razvoju T2DM vaskularnih i drugih komplikacija su promene u aktivnosti antioksidativnih enzima
kao $to su katalaza (CAT—enzimski/neenzimski), SOD i GSH-Px u raznim tkivima [273]. Ovo je
u skladu sa in silico studijom u okviru ove doktorke disertacije, u kojoj su CAT, SOD1, SOD2 i
GPX1, geni koji kodiraju pomenute enzime, izdvojeni kao zajednicki za sve tri ispitivane supstance.

Imajuéi sve ovo u vidu, hipoteza da se oksidativni stres moze smatrati jednom od glavnih
veza izmedu izlozenosti smesi ftalata i BPA i razvoja T2DM testirana je dodatnim in vivo
ispitivanjem. Rezultati in vivo studije pokazali su da su se znaCajne promene u odredenim
parametrima dogodile samo u MIX grupi, a ne u grupama koje su primale pojedinacne supstance,
Sto ukazuje na moguéi aditivni potencijal ispitivanih supstanci kada su prisutne u smesi. Povecanje
TOS 1 smanjenje nivoa SH grupa su medu navedenim promenama, kao i smanjenje aktivnosti SOD.
Kao S§to je ranije pomenuto, rezultati sprovedene toksikogenomicke analize ukazali su na vaZnost
SOD u razvoju T2DM, dok je na osnovu in silico rezultata ove doktorske disertacije otkriveno da
sve tri ispitivane supstance interaguju sa SOD1 i SOD2. | DEHP i DBP su smanjili aktivnost
proteina i ekspresiju IRNK SOD1 i smanjili ekspresiju iRNK SOD2. S druge strane, dok BPA nije
uticao na aktivnost proteina ni SOD1 ni SOD2, smanjio je ekspresiju njihove iRNK. Medutim, in
vivo studija sprovedena u okviru ove doktorske disertacije nije pokazala znac¢ajne promene u Oz ni
u jednoj od tretiranih grupa u poredenju sa kontrolnom, §to bi se verovatno moglo pripisati
subakutnoj izlozenosti. S druge strane, znacajno povecanje nivoa MDA, jednog od krajnjih
proizvoda peroksidacije lipida [271], primeceno je ne samo u MIX, ve¢ i u DBP i BPA grupama u
poredenju sa kontrolnom. Ovo je vazno imajuci u vidu da se lipidna peroksidacija smatra glavnim
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uzro¢nim faktorom za razvoj oksidativnog stresa koji dovodi do T2DM i povezanih mikro- i makro-
vaskularnih komplikacija [271].

5.1.9. Molekularni mehanizmi razvoja astme povezani sa smeSom ftalata i bisfenola A

5.1.9.1.  Zajednicki geni i molekularni putevi

Rezultati in silico analize sprovedene u sklopu ove doktorske disertacije ukazali su na
prisustvo 24 gena ukljuéenih u razvoj astme i zajednickih za sve tri ispitivane supstance. Stavise,
izdvojena su tri glavna mehanizma uklju¢ena u razvoj astme povezana sa smeSom DEHP/DBP/BPA
(apoptoza, inflamacija i oksidativni stres). Vecina identifikovnih bioloskih procesa bila je povezana
sa apoptozom (regulacija celijske smrti, regulacija apoptotiCkog procesa, negativna regulacija
¢celijske smrti, regulacija programirane celijske smrti, negativna regulacija apoptotickog procesa i
negativna regulacija celijske smrti, regulacija programirane c¢elijske smrti). Ovaj rezultat je
ocekivan imaju¢i u vidu da je hroni¢na inflamacija disajnih puteva kod astme uzrokovana
kontinuirano migracijom inflamatornih ¢elija iz cirkulacije u bronhijalnu sluzokozu, nakon ¢ega
sledi njihova aktivacija. Stavi$e, mehanizmi koji kontrolidu prezivljavanje i smrt inflamatornih
¢elija mogu igrati kljuénu ulogu u hroni¢noj inflamatornoj fazi bolesti [274]. Trautmann i sar.
(2005) sugerisali su da T limfociti i eozinofili doprinose indukciji apoptoze epitelnih ¢elija bronhija
sekrecijom IFN-y i TNF-a i aktiviranjem receptora smrti, time dovodeci do odvajanja epitelnih
éelija kod astme [275]. StaviSe, prisustvo aktiviranih T limfocita i eozinofila u bronhijalnoj
sluzokozi moze se identifikovati u bronhijalnim biopsijama sakupljenim od pacijenata sa astmom, a
njihov nivo je u korelaciji sa tezinom bolesti [275]. Shodno tome, aktivnost citokina i vezivanje za
citokinske receptore istaknuti su kao jedna od vaznih molekularnih funkcija, dok su interleukin-4
(IL-4) i interleukin-13 (IL-13) signalni put, interleukin 17 (IL-17) signalni put, signalizacija
interleukinima, interleukin-10 (IL-10) signalizacija i TNF signalni put svi bili medu najvaznijim
ekstrahovanim molekularnim putevima. U imunom sistemu, IL-13 i IL-4 su klju¢ni Th2 citokini
koji su jaki aktivatori inflamatornih odgovora i fibroze tokom Th2 inflamacije [276]. Th17 ¢elije su,
s druge strane, povezane sa razvojem teSke astme i1 njihov karakteristicni citokin, IL-17, moze
izazvati inflamaciju disajnih puteva, hipersekreciju sluzi, hiperplaziju peharastih celija,
diferencijaciju miofibroblasta i proliferaciju glatkih misi¢a disajnih puteva u neutrofilima. Th17
diferencijacija je izazvana proinflamatornim IL-6 i antiinflamatornim TGF-R [277]. Na kraju, I1L10
je antiinflamatorni citokin koji se sekretuje u astmati¢nim makrofagima i mononuklearnim ¢elijama,
dok se smatra da je polimorfizam IL10 povezan sa razli¢itim fenotipovima astme [278].

5.1.9.2. Oksidativni stres

U predstavljenim rezultatima bioinformaticke analize, otkrivene su razliCite veze sa
oksidativnim stresom kako u najznacajnijim izdvojenim bioloskim procesima, tako i u
molekularnim funkcijama: odgovor na reaktivne vrste kiseonika, odgovor na jedinjenje koje sadrzi
kiseonik, metabolicki proces reaktivnih vrsta kiseonika, metabolicki proces reaktivnih vrsta
kiseonika, antioksidativna aktivnost i aktivnost superoksid dismutaze. U in vivo istraZivanju, naSa
hipoteza da smesSa ftalata i BPA moze izazvati promene redoks status parametara u tkivu pluca,
timusa 1 bubrega pacova nakon subakutne izlozenosti pokazala se tatnom. Kod nekih parametara
(SOD i1 AOPP u tkivu pluéa, TAS i OSI u tkivu timusa, kao i MDA u tkivu bubrega) promena je
bila najizrazenija u MIX grupi, dok su u drugim slu¢ajevima (TOS, Oz i SH grupe u tkivu timusa)
promene uocene samo u MIX grupi. Dalje, iako nije bilo znac¢ajne promene u SOD aktivnosti, ovaj
parametar je bio najnizi u MIX grupi. Tako je smesa ispitivanih supstanci smanjila aktivnost SOD 1
u timusu i u pluénom tkivu. U tkivu bubrega, blago, ali ne znacajno smanjenje aktivnosti SOD i
povecanje Oy takode je zabeleZzeno u nekim od tretiranih grupa u poredenju sa kontrolom. Ovo je u
saglasnosti sa nasim in silico rezultatima, koji sugerisu da su sve tri supstance sposobne da smanje
ekspresiju iRNK gena SOD, dok DEHP i DBP takode mogu smanjiti aktivnost proteina SODL1.
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U literaturi su studije sprovedene na Zivotinjama pokazale da od ovih supstanci, posebno
ftalati mogu imati dodatni uticaj na razvoj alergijske astme, dok je oksidativni stres predlozen kao
glavni mehanizam koji stoji iza ovog fenomena [279-281]. U ovim studijama, ovalbumin (OVA) se
najces¢e koristio za izazivanje alergijske astme. Vi i sar. (2014) istrazivali su efekat DEHP
adjuvansa u modelu misje astme nakon primene doze nize nego u studiji sprovedenoj u okviru ove
doktorske disertacije (30 mg/kg tm/dan) u kracem vremenskom periodu (18 dana). U
homogenatima tkiva pluca, ovi autori su primetili znac¢ajno smanjenje nivoa glutationa u grupi koja
je primala DEHP nakon OVA senzibilizacije, ali ne i kada je DEHP primenjen sam. Shodno tome,
sli¢an obrazac primecen je u slu¢aju MDA, koji je bio znacajno povecan u DEHP + OVA grupi, a
ne i u DEHP grupi [279]. Iako promena koncentracije MDA nije bila znacajna u studiji sprovedenoj
u okviru ove doktorske disertacije, u MIX grupi je primecen blagi porast u poredenju sa svim
ostalim grupama. Stavise, na modelu misa, Zhou i sar. (2020) istrazivali su sposobnost DBP da
poveca alergijsku astmu nakon senzibilizacije sa OVA. Njihovi nalazi su pokazali da se kod
alergijskih astmati¢nih miSeva izloZzenih DBP tokom 53 dana javilo zna¢ajno poviSenja serumskog
imunoglobulusina i nivoa Th2 ¢elija, kao i citokina Thl ¢éelija u tkivu plu¢a. Uocene su i znacajne
promene u histologiji pluc¢a, kao i hiperreaktivnost disajnih puteva. Nivoi oksidativnog stresa i
peptida vezanog za neuropeptid kalcitonin (CGRP) takode su bili poviseni, Sto sugeriSe da DBP
pogorsava bolesti sli¢ne astmi tako $to putem oksidativnog stresa povecava ekspresiju CGRP [280].
Wang i sar. (2020) koristili su model alergijske upale disajnih puteva izazvane DBP kod pacova da
bi istrazili mogu¢i mehanizam pomocéu koga DBP proizvodi ostec¢enje plu¢a. U ovom eksperimentu,
pacovi su tretirani visokom dozom DBP (750 mg/kg t.m./dan) tokom 9 nedelja. I1zlaganje DBP
izazvalo je histopatolosko oste¢enje, inflamaciju, oksidativni stres i apoptozu, kao i povisene nivoe
proteina limfopoetina strome timusa (TSLP), Janus kinaze 1 (JAK1) i transduktora signala i
aktivatora transkripcije 6 (STAT6). Ovi istrazivaéi su dosli do zakljucka da DBP izaziva alergijsku
inflamaciju disajnih puteva kod pacova putem inhibicije Nrf2/TSLP/JAK1 puta [281]. S druge
strane, Acaroz i sar. (2019) su pokazali da je ista doza BPA kao ona kori§¢ena u istrazivanju
sprovedenom u sklopu ove doktorske disertacije (25 mg/kg t.m./dan oralno tokom 30 dana) izazvala
znacajne histoloSke promene u plu¢ima, ukljuéujuci zadebljanje interalveolarnog septuma i razvoj
alveolarnog edema. Ovi autori su otkrili smanjenu SOD i CAT aktivnost u BPA grupi u plu¢nom
tkivu u poredenju sa kontrolom, smanjenu koncentraciju GSH i pove¢anu MDA [282].

Veze izmedu izloZzenosti ftalatima 1 BPA, razvoja astme 1 oksidativnog stresa su takode
testirane u epidemiolo$kim studijama. Franken i sar. (2017) impliciraju da se povecani rizik od
dijagnoza astme kod mladih ljudi moze na¢i za mono-n-butil ftalat (MnBP; metabolit DBP) i zbir tri
metabolita DEHP (MEHP + mono(2-etil-5-hidroksiheksil) ftalat (MEHHP) + mono(2-etil-5-
oksoheksil) ftalat (MEOHP)). Pored toga, pronadene su znaajne veze izmedu svih testiranih
metabolita ftalata i povisenih nivoa 8-hidroksideoksiguanozina (8-OHdG) u urinu. Medutim, u
ovom istrazivanju, nijedan dokaz ne ukazuje na to da bi 8-OHdG mogao biti povezan sa astmom
[283]. Stavise, Vang i Karmaus (2017) su izvestili da nivoi MEHHP u urinu mogu biti dovedeni u
vezu i sa astmom i sa genetskim varijantama povezanim sa oksidativnim stresom, isti¢uci varijante
SOD?2 kao posebno znacajne [284].

5.1.9.3. Bioelementi

lako, prema nasim saznanjima, sposobnost smeSe DEHP, DBP 1 BPA da izazove promene
na plué¢ima i timusu pacova nakon subakutne izlozenosti do sada nije istrazena, nekoliko studija je
istrazivalo uticaj pojedinacnih ftalata na nivo bioelemenata u razli¢itim tkivima i organima. Ajdemir
I sar. (2018) pretpostavili su da je jedan od mehanizama o$tec¢enja bubrega i jetre izazvanog DEHP
ometanje nivoa elemenata u tragovima i1 minerala. U njihovoj studiji, muzjacima pacova u
prepubertetskom periodu davan je DEHP u koncentracijama vi§im nego u istraZivanju sprovedenom
u sklopu ove doktorske disertacije (0, 100, 200 i 400 mg/kg t.m. DEHP/dan). Njihovi rezultati su
pokazali smanjenje sadrzaja natrijuma (Na), kalcijuma (Ca), kalijuma (K), litijuma (Li), rubidijuma
(Rb) i cezijuma (Cs), kao i povecanje Fe i selena (Se) u uzorci seruma. U tkivu bubrega jedino
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koncentracija Se je bila poviSena u odnosu na kontrolnu grupu, samo u grupi koja je primala 200
mg/kg t.m./dan DEHP. S druge strane, u tkivu jetre nije uo¢ena znacajna promena [196]. Ovo je u
skladu sa studijom sprovedenom u okviru ove doktorske disertacije, gde pri primeni nize doze
ftalata (50 mg/kg t.m./dan DEHP) svakodnevno tokom 28 dana nije primec¢ena zna¢ajna promena u
tkivu bubrega ni za jedan od ispitivanih bioelemenata. Erkekoglu i sar. (2015) istrazivali su uticaj
vise doze DEHP (1000 mg/kg), oralno primenjene na pacovima tokom 10 dana, na koncentraciju
bioelemenata u plazmi i jetri. Znacajno su smanjeni nivoi Se i Zn u plazmi, Se, Cu i Mn u
bubrezima, kao i Fe u tkivu jetre [197]. S druge strane, Tanoren i sar. (2015) su zabelezili povisen
nivo Zn i Cu u tkivu jetre pacova nakon prenatalnog tretmana niskim dozama DEHP ili DBP (61
ug/kg t.m./dan od Sestog do devetnaestog dana graviditeta) [198]. Kona¢no, Nair (2015) je
dokumentovao povecanje Cu i Zn u tkivu testisa nakon primene DBP u dozama od 500, 1000 i
1500 mg/kg t.m. [199].

Rezultati naSeg istrazivanja ukazuju na sposobnost ispitivane smese da uti¢e na nivo Zn i Fe
u tkivu timusa nakon subakutne izloZenosti. Kao §to su Nair i sar. (2015) sugerisali, poviSeni nivoi
Zn mogu se pripisati gubitku fluidnosti membrane zbog povecéane peroksidacije lipida i proizvodnje
hidroperoksida, oslobadanja Zn usled ¢éelijske smrti, ili izmenjene transportne funkcije proteina iz
ZnT i ZIP familija [199]. Razvoj alergije i astme je potpomognut pojacanim Th2 imunskim
odgovorom i proizvodnjom citokina (npr. IL-4, IL-13 i IL-5). Pretpostavlja se da, pod razli¢itim
uslovima izlozenosti, ftalati i BPA mogu uticati na diferencijaciju Th celija u funkcionalne
subpopulacije Thl i Th2 ¢elija, dok bi u uslovima u kojima ove supstance izazivaju poviSenje nivoa
Th2 ¢elija u odnosu na Thl to, zajedno sa poviSenim nivoima imunoglobulusina ¢ija sinteza je
promovisana Th2 ¢elijama (IgG1 i IgE), pogoduje razvoju alergije ili astme [83,285,286]. S druge
strane, Thl citokini (IFN-y, IL-4, IL-13 i IL-5) udruzeni su sa Th2 citokinima (IL-4, IL-13 i IL-5)
kako bi odrzali hroni¢nu alergijsku inflamaciju [287]. Stavise, na T-limfocite utie homeostaza
cinka preko brojnih molekularnih puteva, §to rezultuje regulacijom imunskog odgovora zavisnog od
T-celija [288]. U plu¢ima, nivo Zn je bio nizi u MIX grupi u poredenju sa svim ostalim grupama.
Ovo je u skladu sa rezultatima koji su pokazali smanjenje intracelularnog nivoa slobodnog Zn u
zapaljenom epitelu disajnih puteva misjeg modela alergijske inflamacije [289]. S obzirom na to da
je Zn esencijalna komponenta ili kofaktor za preko 300 specificnih enzima, ukljuc¢uju¢i SOD1
[197], ovo bi moglo sugerisati da se smanjena aktivnost SOD u plu¢ima moze delimi¢no pripisati
smanjenom nivou Zn.

5.1.10. Molekularni mehanizmi razvoja gojaznosti povezani sa smeSom ftalata i bisfenola A

Brojni literaturni podaci sugeriSu da ftalati 1 BPA imaju znacajne efekte na razvoj
gojaznosti, posebno nakon prenatalne izloZenoti niskim dozama. Na primer, Hao i sar. (2012) su
demonstrirali na modelu misa da in utero izlozenost mladunaca muskog pola niskoj dozi (0,05
mg/kg t.m./dan) 60. dana nakon rodenja moZze izazvati poviSen nivo holesterola, glukoze 1
triacilglicerida u serumu [290]. Isto tako, Somm i sar. (2009) potvrdili su poveéanje telesne mase i
muskog 1 Zenskog potomstva nakon izlaganja gravidnih Zenki 1 mg/L BPA u vodi od Sestog dana
gestacije, do kraja laktacije (postnatalni dan 21) [291]. Studija subakutne toksi¢nosti na pacovima
sprovedena u okviru ove doktorske disertacije, pak, ukazala je na sposobnost ispitivane smeSe da
poveca nivo glukoze u serumu cak i nakon kraée izlozenosti. Takode, povezanost izmedu tri
ispitivane supstance (DEHP, DBP i BPA) i gojaznosti potvrdena je i humanim biomonitoringom. U
studijama humanog biomonitoringa pronadena je pozitivha povezanost izmedu indeksa telesne
mase i metabolita DEHP i DBP, kao i BPA [292-294], zajedno sa insulinskom rezistencijom [257].
Bez obzira na to, moguénost da smesa dva ftalata i BPA moze igrati ulogu u razvoju gojaznosti jos$
uvek nije dovoljno proucena, niti su razjasnjeni mehanizmi na molekularnom nivou.

5.1.10.1. Zajednicki geni i molekularni putevi

Nakon poredenja skupova podataka za DEHP, DBP i BPA identifikovanih u in silico studiji
u sklopu ove doktorske disertacije zakljuceno je da se interakcije za 31 gen povezan sa gojaznoScu
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podudaraju za sve tri ispitivane supstance. Vise od polovine ovih 31 gena (56,49%) bilo je u
koekspresiji, §to ukazuje na sli¢nost u njihovim nivoima ekspresije. Bilo koji od pomenutih gena
potencijalno bi mogao biti uklju¢en u mehanizam razvoja gojaznosti povezan sa ispitivanom
smesSom i stoga bi se mogao koristiti u daljim in vitro i in vivo studijama kao genomski biomarker.
U svojim bioinformatickim istrazivanjima, Singh i sar. (2012) pokazali su da ftalati i BPA
ispoljavaju sli¢ne toksikogenomicke, epigenetske i Stetne efekte na ljudsko zdravlje, ukljucujuéi i
razvoj gojaznosti. Zakljucili su da je pet od deset mehanizama toksicnosti ftalata i BPA ukljuc¢eno u
inflamaciju, dok su Cetiri najzna¢ajnija molekularna puta ukljué¢ena u regulaciju metabolizma lipida
[24,43,295]. Takode su oznacili 89 zajednickih gena za DEHP, DBP i BPA [24]. Medutim, imajuci
u vidu da su ovi podaci prikupljeni 2012. godine, u meduvremenu se broj gena u interakciji za ove
tri supstance znacajno povecao. Sli¢no zapazanje moze se dati za rezultate Dong i sar. (2018), koji
su izvrsili CTD analize BPA i DBP kao dodatno istraZivanje in vivo eksperimentu na modelu
zebrice. U svom istrazivanju, Dong i sar. otkrili su 4826 i 14737 interakcija sa razli¢itim genima za
DBP i BPA, redom [296], $to je, u poredenju sa brojem interakcija zabelezenim u studiji
sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije (7076 za DBP i 54074 za BPA), znatno manje.

Dalja bioinformaticka analiza u sklopu ove doktorske disertacije pokazala je da je
metabolizam, posebno lipida i lipoproteina, bio najznacajniji molekularni put za izdvojeni skup
gena. Bioloski procesi povezani sa lipidima takode su bili medu 10 najvaznijih bioloskih procesa,
zajedno sa inflamatornim odgovorom, za koji se smatra da je veza izmedu insulinske rezistencije,
gojaznosti i dijabetesa. Pokazalo se da povecane koncentracije TNF-o i IL-6, povezane sa
gojaznos¢u i T2DM, mogu dovesti do snizenja transdukcije insulinskog signala i ometati
antiinflamatorni efekat insulina, $to zauzvrat moze da podstakne dalju inflamaciju [297]. IL-6
signalizacija dalje indukuje ekspresiju IL-10 i diferencijaciju T ¢elija u T celije koje eksprimiraju
IL-17, remeteéi dalju diferencijaciju zapaljenskih medijatora ne samo u slucaju gojaznosti, ve¢ i
njenih komorbiditeta [298]. Pored toga, TNF-a je uklju¢en ne samo u inflamatorni odgovor, ve¢ i
apoptozu masnog tkiva i metabolizam lipida, intenziviraju¢i lipogenezu, signalizaciju insulina i
sintezu ROS. Novonastale ROS dalje indukuju proizvodnju drugih inflamatornih citokina i
proinflamatornih transkripcionih faktora (npr. aktivator protein-1 (AP-1) i nuklearni faktor kapa B
(NF-xB)) koji intenziviraju dalju proizvodnju ROS i mogu se smatrati circulus vitiosus-om
[299,300]. Oksidativni stres je takode naglasen kao jedan od vaznih molekularnih mehanizama
povezanih sa gojaznoS¢u koji su ekstrahovani u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske
disertacije, dok je aktivnost SOD (delovanje na superoksidne radikale kao akceptor, kao i delovanje
na uparene donore, sa ugradnjom ili redukcijom molekularnog kiseonika) bila prisutna medu
najvaznijim molekularnim funkcijama. Poznato je da oksidativni stres stimuliSe deponovanje
masnog tkiva, ukljucuju¢i proliferaciju preadipocita, njihovu diferencijaciju i rast [300]. Furukava i
sar. (2004) naveli su da se oksidativni stres u akumuliranim lipidima moZze smatrati znacajnim
mehanizmom metabolickog sindroma povezanog sa gojaznoS$c¢u, pa ¢ak i1 zakljucili da se redoks
status u masnom tkivu moze koristiti kao terapeutska meta [301]. Stavise, rezultatima in silico
analize sprovedene u okviru ove doktorske disertacije aktivnost receptora nuklearnih i steroidnih
hormona moze se izdvojiti kao jedna od najvaznijih molekularnih funkcija. Ovo je i ocekivano,
posto se rezultatima pokazalo da se sve tri supstance vezuju za ESRI1 receptor i povecavaju
ekspresiju mMRNK ESR1 gena. Medutim, vazno je imati u vidu da je uloga polnih steroidnih
hormona u funkciji belog masnog tkiva slozena, dok koncentracije androgena i estrogena mogu
uticati na modulaciju funkcije belog masnog tkiva [302]. S druge strane, analiza molekularnih
puteva pokazala je da visceralne masne naslage i metaboli¢ki sindrom, put transkripcije nuklearnih
receptora i signalni put PPAR mogu biti istaknuti kao najznacajnija 3 molekularna puta povezana sa
razvojem gojaznosti i izlozeno§cu ispitivanoj smesi toksi¢nih supstanci.

Dakle, imaju¢i u vidu da je vec¢ina metabolickih bolesti isprepletena, cilj daljeg istrazivanja
u sklopu ove doktorske disertacije bio je izdvojiti 10 komorbiditeta gojaznosti u koje je ukljucen 31
zajednicki gen, ukazujuéi na to da je 7 gena (CCL2, IL6, LPL, PPARA, PPARG, SERPINEI, TNF)
prisutno u etiologiji svih ovih komorbiditeta.
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In silico analiza podataka pokazala je da sve tri ispitivane supstance na isti na¢in deluju na
PPARA i PPARG (geni koji kodiraju PPARa i PPARY). U bazi podataka DisGeNET, PPARG je bio
medu genima za koje je istaknut najvisi stepen povezanosti sa gojaznoséu i iznosio je ¢ak 0,900.
Dok PPARa reguliSe oksidaciju masnih kiselina u nekoliko tkiva poznatih po visokim stopama
oksidacije masnih kiselina, kao §to su jetra, srce, bubrezi i smede masno tkivo, PPARY je odgovoran
za unos i skladiStenje masnih kiselina, stimuliSu¢i akumulaciju triglicerida u adipocitima, sintezu
NADPH za lipogenezu, gliceroneogenezu, kao i esterifikaciju masnih kiselina [43,303,304].
Medutim, aktivatori PPARa vrSe razli¢ita metabolicka dejstva, u zavisnosti od vrste organizma,
pola, doze i vremena izlozenosti. Na primer, visoke doze DEHP (100 ili 1000 mg/kg t.m./dan)
primenjene u trajanju od 13 nedelja Stitile su odrasle miSeve od gojaznosti izazvane ishranom
promovisuci oksidaciju masnih kiselina i katabolicki metabolizam aktiviranjem PPARa [305].
Naprotiv, kod miSeva koji eksprimiraju humani PPARa, perinatalna izlozenost MEHP u malim
dozama (0,5, 0,25 ili 0,05 mg/kg t.m./dan) podstakla je akumulaciju masti i pospeSila razvoj
gojaznosti [290]. StaviSe, treba uzeti u obzir i druge vazne faktore, kao §to je razlika izmedu
zivotinja i ljudi. PPARY, kljucan za razvoj belog masnog tkiva i adipogenezu, mnogo je izrazeniji u
humanim tkivima nego PPARa. Takode, zbog sekvence aminokiselina unutar domena vezivanja
liganda, osetljivost aktivacije humanog PPARa je niza u poredenju sa PPARa kod glodara [306].
Hertz 1 sar. (1998) su pokazali da, za razliku od glodara, hipolipidemijski efekat koji vrSe
proliferatori peroksizoma kod ljudi nije pracen proliferacijom peroksizoma, niti indukcijom
peroksizomalne B-oksidacije. Zakljucili su da ¢e bioloski efekti proliferatora peroksizoma u jetri
ljudi verovatno biti posredovani putem transdukcije nezavisnog od PPARa [307]. Stoga, s obzirom
na njegovu manju relevantnost kod ljudi u poredenju sa glodarima, PPARA iskljucen je iz dalje
potrage za potencijalnim biomarkerima u okviru ove doktorske disertacije.

Drugi gen sa odgovaraju¢im interakcijama za DEHP, DBP i BPA u studiji sprovedenoj u
okviru ove doktorske disertacije bio je SERPINE1. Ovaj gen kodira inhibitor aktivatora
plazminogena-1 (PAI-1), ¢lana superfamilije inhibitora serin proteaza. SERPINE1 moze biti
povezan sa povecanim rizikom od T2DM i njegovih komplikacija, kao Sto su dijabeticka
retinopatija i dijabeti¢ka koronarna arterijska bolest [308]. Pored toga, Kaur i sar. (2010) sugerisu
da ovaj gen predstavlja vezu izmedu gojaznosti i dijabetesa [309]. Aktivacija SERPINE1 pomocu
DEHP prikazana je u studiji na pacovima nakon intragastricne primene 600 mg/kg t.m./dan DEHP
tokom graviditeta i dojenja [310].

Jo§ jedan gen medu identifikovanim potencijalnim biomarkerima u studiji sprovedenoj u
okviru ove doktorske disertacije bio je CCL2. Ovaj gen za hemokine igra ulogu u hroni¢noj
inflamaciji i, slicno kao SERPINEI, potencijalno dovodi do insulinske rezistencije i gojaznosti.
Utvrdeno je da je CCL2 iRNK izrazenija u adipocitima gojaznih osoba [311]. Pokazano je da
ispitani ftalati i BPA stupaju u interakciju sa dodatna dva proinflamatorna markera, IL6 i TNF na
isti nacin. Kao $to je ranije napomenuto, ovi geni su blisko povezani sa hronicnom inflamacijom
niskog stepena, takozvanom meta-inflamacijom, koja se javlja kod gojaznosti [312]. Ben-Jonathan i
sar. (2009) su pokazali povecanje IL-6 i TNF-a nakon 6 h inkubacije eksplantata humanog
potkoznog masnog tkiva sa BPA u dozama 0,1, 1, 10, 100 nM [313]. Mono-estri ftalata, MEHP i
MBP, metaboliti DEHP i DBP, takode su pokazali sposobnost da povecaju proizvodnju IL-6 u
humanoj epitelnoj c¢elijskoj liniji A549, dok je otkrivena proizvodnja citokina zavisila od
koncentracije [314]. Ovo bi moglo ukazati na to da, ako deluju na aditivni na¢in, pomenuti ftalati i
BPA mogu dovesti do jo$ veceg povecanja IL-6 nego kada su prisutni pojedinacno.

*k*k

CTD baza podataka koriS¢ena je kao osnova toksikogenomicke analize sprovedene u ovoj
studiji. U vecini sluéajeva, CTD se mozZe smatrati pouzdanim resursom, posebno korisnim za
generisanje proverljivih hipoteza o mehanizmima koji leze u osnovi etiologije razli¢itih bolesti
[134,137,138]. Ova baza podataka azurira Se na meseénom nivou, ¢ime se omogucéava njena
taénost, kohezivnost i dostupnost podataka [134,135]. Cinjenica da CTD stalno prosiruje opseg
podataka moze se ogledati u velikoj razlici u broju informacija koje je ova baza sadrzala 2010. 1
2021. godini. U 2010. CTD baza je sadrzala preko 240300 molekularnih interakcija izmedu 5900
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jedinstvenih hemikalija i 17300 gena/proteina [137], dok je 2021. godine ova baza sadrzala 45
miliona toksikogenomickih interakcija za preko 16300 hemikalija, 51300 gena, 5500 fenotipova i
7200 bolesti od 600 uporednih vrsta [315]. Interakcije izmedu hemikalija, gena i bolesti unose se u
CTD u skladu sa kontrolisanim uputstvima, dok se prikupljaju sledece informacije: datum unosa
podataka, identifikacioni broj osobe koja je unela podatke, PubMed identifikacioni broj, interakcija,
vrsta organizma, hemikalija, gen/protein, srodne bolesti i kontakt informacije autora rada odakle je
interakcija preuzeta [136]. Svi odabrani podaci se stavljaju u bazu podataka radi procene kontrole
kvaliteta pre nego $to budu objavljeni na internet stranici CTD. Vazno je napomenuti da je kontrola
kvaliteta moguca u CTD jer je svaka interakcija uneta koris¢enjem regulisanih re¢nika/ontologija sa
ciljem da se obezbedi doslednost informacija [136,316].

Istrazivanje u sklopu ove doktorske disertacije je dokazalo korisnost Siroko dostupnih alata
za analizu toksikogenomickih podataka. Medutim, CTD, ToppGene Suite, DisGeNET ili bilo koja
druga in silico metoda poseduju pojedina ograni¢enja koja potvrduju da toksikogenomicka
bioinformaticka analiza podataka moze posluziti samo kao podrSka drugim metodama u
sveukupnom procesu ispitivanja toksi¢nosti. Analiza u velikoj meri zavisi od osnovnih onlajn
izvora iz kojih se preuzimaju podaci. Takode, oslanja se na kvalitet podataka o interakciji, imajuci u
vidu sve interakcije koje nedostaju, kao i moguce lazno pozitivne rezultate [153]. Dobijeni podaci
pokazuju statisticku povezanost izmedu gena na koje uticu hemikalije 1 onih koji su ukljuceni u
razli¢ita oboljenja, bez moguénosti da se ispita odnos doza-odgovor [138]. Takode, treba
napomenuti da je izloZenost hemikalijama sloZena, prilikom €ega u obzir treba uzeti ne samo dozu,
ve¢ i mnoge druge faktore, kao Sto su put izloZzenosti, trajanje, metabolizam i razvojna faza, kao i
svi faktori zivotne sredine [134]. Nakon istrazivanja ta¢nih interakcija izmedu gena izdvojenih za
razlicite bolesti i DEHP, DBP i BPA u CTD bazi podataka, rezultati studije sprovedene u okviru
ove doktorske disertacije su ukazali na to da su mnoge od interakcija bile dvostruke prirode, §to
znaci da neke od ovih supstanci mogu ili povecati ili smanjiti ekspresiju odredenih gena. Na primer,
u slu¢aju interakcija sa BAX genom, dok je DBP smanjio ekspresiju njegove iRNK, DEHP i BPA
su pokazali sposobnost i da povecaju i da smanje njegovu ekspresiju. Ova pojava se takode mogla
primetiti u slu¢aju BCL2, pri ¢emu je utvrdeno da sve tri supstance uti¢u na ekspresiju iRNK ovog
gena na oba nacina. Sli¢an sluc¢aj je bio i sa interakcijom DEHP, DBP i BPA sa genom CEBPA.
Dok DEHP i DBP povecéavaju ekspresiju CEBPA gena, podaci u CTD sugeriS$u da bi BPA mogao i
povecati i smanjiti njegovu ekspresiju. Ova pojava u velikoj meri zavisi od literature iz koje su
izdvojene interakcije, posebno dizajna studije (vrsta, doza, put, trajanje izlozenosti, itd). Takode,
ovo zapazanje Se moze pripisati NMDR pojavi, odnosno, obliku krive doza-odgovor koja menja
svoj tok u zavisnosti od testirane doze, i koja se smatra jednom od vaznih karakteristika EDC [317].
Dok se BPA veoma ¢esto dovodi u vezu sa NMDR [317], za ftalate je takode poznato da mogu da
izazovu ovu pojavu, uglavnom za efekte koji nisu povezani sa reproduktivnom funkcijom [225].

5.1.11. Ostali toksi¢ni efekti na zebricama

Zebrica se obi¢no koristi kao Zivotinjski model u toksikoloSkim i ekotoksikoloskim
studijama, kao alternativa tradicionalnom modelu glodara [202,318]. Njome se lako rukuje, ima
vizuelnu transparentnost, visoku reprodukciju i brz razvoj embriona [202,318]. Vazno je da genomi
zebrice i ljudi imaju oko 70% sli¢nosti, Sto zebricu ¢ini pozeljnim modelom za istrazivanje ljudskih
bolesti [318]. Toksi¢nost na embrione zebrice i/ili zebrice ispitivana je u razli¢itim studijama
pojedinacne i/ili kombinovane toksi¢nosti nakon izlozenosti ftalatima/BPA, pri ¢emu su toksi¢nost
po rast 1 razvoj, kardiotoksi¢nost i hepatotoksi¢nost bile glavni ispitivani toksi¢ni efekti. Medutim,
prema naSim saznanjima, studije koje istrazuju kombinovane efekte DEHP, DBP i BPA na
embrionima zebrice su ogranicene, ili ¢ak i ne postoje. U nekoliko studija pokazano je da embrioni
zebrice izloZzeni DEHP imaju povecan rizik od malformacija. Kod embriona zebrice izloZenih 10
mg/L DEHP, na primer, odnos deformiteta se povec¢ao za 20% u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je
promena u strukturi besike najces¢i deformitet [319]. U svom eksperimentu, Hamid i sar. (2020)
sugerisali su da, od 6 istrazivana ftalata (ukljuc¢uju¢i DEHP i DBP), DEHP, DMP i DEP proizvode
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najvise stope mortaliteta i deformiteta, ukljucuju¢i krivinu repa i perikardijalni edem. Ovi
istrazivaci su takode procenili binarne kombinacije ftalata in vitro i na modelu embriona zebrice,
utvrdivsi da su DMP + DEP, DMP + DBP i DEP + BBP pokazali znacajne sinergisticke efekte in
vitro. Nasuprot tome, njihov eksperiment na zebricama otkrio je kombinovane efekte binarnih
smesa na regulaciju puta osovine hipotalamus-hipofiza-gonada u rastu¢em redosledu aditivnih >
sinergistickih > antagonistic¢kih efekata [320]. Sun i Li (2019) su otkrili da je izlaganje 1,8 mM
DBP imalo znaCajan uticaj na razvoj embriona zebrice i stopu malformacija, izazvalo
kardiotoksi¢nost, dok je izlaganje 3,6 mM DBP imalo znaCajan uticaj na sve ispitivane toksicne
efekte [321]. Kod embriona zebrice, 250 mg/L DBP ili DEHP snizio je broj otkucaja srca, sa 8,6 do
10,7% i 5,6 do 7,2% procenta inhibicije otkucaja srca, redom, dok je DBP takode uzrokovao
abnormalnosti kao §to je perikardijalni edem [322]. Broj otkucaja srca je znacajno povecan kod
embriona u kasnijoj fazi razvoja (168 hpf) nakon tretmana nizim dozama DEHP (25 i 50 pg/L) [25].
Sli¢no kao u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije, nakon testiranja Sest razli¢itih
ftalata, Pu i sar. (2020) su objavili da su, medu njima, DBP i BBP doveli do smrtonosnih efekata
¢ak i pri niskim dozama u embrionima zebrice, $to ukazuje na veéi nivo toksi¢nosti [323].

U studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije, prema utvrdenom ECso, DBP je
bio najtoksi¢nija supstanca, zatim BPA, dok se DEPH pokazao najmanje toksi¢nim. Sve ispitivane
supstance izazvale su efekti na rast i razvoj (deformisana glava, o¢i i otoliti) i pojavu znakova
kardiotoksi¢nosti i hepatotoksi¢nosti. Smesa DEHP, DBP i BPA je bila toksi¢nija u poredenju sa
pojedina¢nim supstancama. U koncentracijama do 20 pg/mL, nijedna od ispitivanih supstanci nije
izazvala po zZivot opasne malformacije ili uticala na prezivljavanje embriona; medutim, smesa je
izazvala ozbiljnu hepatotoksicnost, kardiotoksicnost i teSke telesne deformitete. Stavise, nakon tri
dana izlaganja kombinaciji koncentracija BPA, DEHP i DBP od 10, 20 i 20 pg/mL, redom, svi
embrioni su uginuli, dok su embrioni tretirani pojedinaénim hemikalijama pri odredenim nivoima
preziveli ¢ak i nakon pet dana tretmana.

5.2. PROTEKTIVNO DEJSTVO PROBIOTIKA

Zbog prisustva struktura koje ukljuuju teihoinsku Kiselinu, egzopolisaharide,
peptidoglikane, mananske oligosaharide u njihovom celijskom zidu, kao i funkcionalnih grupa kao
§to su —SH, —OH, —C=0, -N-H, i —C-N, probiotske bakterije i gljivice su sposobne da vezuju
razlicite toksi¢ne supstance [93,103,109,113,324]. Jos jedan bitan faktor odgovoran za adsorptivna
svojstva probiotskih kultura je hidrofobnost povrSine bakterijske celije [112], u velikoj meri
ukljucena u adsorpciju ftalata [93]. S druge strane, Kirila i sar. (2021) su ¢ak zabelezili sposobnost
probiotskih kultura (Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum, Enterococcus
faecalis i Saccharomices cerevisiae) da razgraduju BPA [325], dok su Ju i sar. (2019) potvrdili da je
stopa degradacije BPA u slucaju bakterije Lactobacillus reuteri ¢ak 69,83% [326]. Pretpostavlja se
da su multikomponentni probiotici, sastavljeni od smeSe korisnih mikroorganizama, sposobniji da
vezuju toksi¢ne supstance u poredenju sa jednokomponentnim [327]. Na primer, smesa probiotskih
bakterija i gljivica (Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium bifidum zajedno sa Saccharomices
cerevisiae i Kluiveromices lactis) bila je u stanju da veze vecu koli¢inu mikotoksina u poredenju sa
pojedina¢nim sojem bakterija/gljivice [328]. Stavise, sugerisano je da je upotreba kombinacija
sojeva korisna u slucaju izlaganja smesi toksi¢nih supstanci [106].

Mnoge studije su istraZivale mehanizme pomocu kojih probiotici mogu smanjiti toksicne
efekte razliCitih supstanci iz Zivotne sredine. Kada je o ftalatima re¢, vecina autora se bavila
kapacitetom razli¢itih probiotskih kultura da vezu DBP i njegov glavni metabolit, MBP. U studiji
koju su sproveli Lili i sar. (2017), na kapacitet odabranih LAB sojeva (Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus pentosus, Lactobacillusparalimentarius, Lactobacillushelveticus, Leuconostoc
mesenteroides, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis, and Bifidobacterium bifidum) za
adsorbovanje DBP uticala je njihova hidrofobnost na povrsini ¢elije, prilikom ¢ega je smanjena
hidrofobnost bila povezana sa veéim procentom vezivanja DBP. Stavise, sojevi sa jatom
sposobnos¢u adhezije za creva bili su efikasniji u adsorbovanju DBP [93]. S druge strane, od
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testiranih sojeva, Zhao i sar. (2020) otkrili su da Leuconostoc mesenteroides DM12 pokazuje
najveéi procenat vezivanja DBP (87%) i zakljucili da je peptidoglikan na celijskom zidu bakterije
klju¢an za vezivanje, pri ¢emu su -O-H, -C=0 i -N-H glavne funkcionalne grupe ukljucene u ovaj
proces [329]. Prema Zhu i sar. (2018), nekoliko razli¢itih sojeva Lactobacillus plantarum i
Lactobacillus fermentum eliminisalo je vise od 25% MBP, dok je kompleks koji sadrzi MBP i
Lactobacillus plantarum DL7Ks ili R66 bio najstabilniji medu 30 odabranih LAB sojeva. U ovoj
studiji, takode je otkriveno da probiotske kulture eliminiSu razli¢ite procente monometil ftalata
(MMP), monoetil ftalata (MEP) i monoetil ftalata (MEP) iz Zivotne sredine [46]. Na osnovu
rezultata Zhu i sar. (2019), sposobnost vezivanja MBP takode je otkrivena kod probioti¢kog kvasca
(Saccharomyces cervisiae), sa stopom vezivanja od 60 procenata pri 50 mg/L MBP. Ovi autori su
zakljucili da je proces vezivanja prilicno brz, prilikom ¢ega za 15 minuta dolazi do znacajnog
uklanjanja MBP [330]. Takode je utvrdeno da razli¢iti probioti¢ki sojevi ne samo da adsorbuju
BPA, ve¢ ga mogu i razgraditi. Zhu 1 sar. (2017) su otkrili da se znacajna koli¢ina BPA (24,48 -
50,80%) moze eliminisati iz vodenog rastvora. Lactobacillus acidophilus i Lactobacillus plantarum
su vezali do 48,11 i 53,24 % BPA, redom [94]. Endo i sar. (2007) otkrili su da je Lactococcus lactis
subsp. lactis 712 je imao najveci odnos eliminacije BPA od deset proucavanih probiotskih sojeva.
Ipak, u ovom istrazivanju, pokazalo se da ispitivane bakterije samo apsorbuju BPA, a ne i
razgraduju [331]. Ju i sar. (2019), s druge strane, otkrili su sposobnost Lactobacillus reuteri da
razgradi BPA, sa stopom razgradnje do 69,83 odsto [326]. Takode, Kirila i sar. (2021) su pokazali
sposobnost pet razli¢itih probiotskih kultura (Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Lactobacillus
plantarum, Enterococcus faecalis, and Saccharomyces cerevisiae) ne samo da uklone, ve¢ i da
razgrade BPA do hidrohinona, 4-hidroksiacetofenona, 4-hidroksibenzojeve Kkiseline i 4-
izopropenilfenola [325], a Taghizadeh Moghaddam i sar. (2020) pokazali su sposobnost
Lactobacillus plantarum i Lactobacillus acidophilus da smanje nivoe BPA u jogurtu za 82,8 i 43,44
%, redom [332].

Halttunen i sar. (2007b) zakljucili su da, iako pojedinacne sojeve treba koristiti za uklanjanje
odredenih hemikalija, kombinovanje sojeva za uklanjanje viSe supstanci odjednom moze biti
korisno [333]. Stavise, Apas i sar. (2014) otkrili su da se u nekim sluajevima zastitni probioticki
efekti mogu povecati ako se koristi viSe od jednog soja. Shodno tome, u njihovoj studiji, najvece
smanjenje mutagenosti BPA dogodilo se u prisustvu kombinacije probiotskih sojeva [334]. Ovo je
bilo u skladu sa rezultatima studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije, gde je utvrdeno
da probiotik koji sadrZi viSe sojeva vezuje 29,25, 29,04 i 41,75% DEHP, DBP i BPA prisutnih u
smesi, redom, dok je Saccharomyces boulardii vezao manji procenat ispitivanih supstanci (16,79,
15,66 1 15,63% za DEHP, DBP 1 BPA prisutne u smesi, redom). Procenat vezivanja prikazan u
studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije bio je niZi u poredenju sa ve¢inom drugih
studija, verovatno zbog razli¢itih eksperimentalnih uslova i Cinjenice da su u eksperimentu
sprovedenom u sklopu ove doktorske disertacije sve tri supstance bile prisutne u smesi. Takode
treba uzeti u obzir da in vitro studije ne mogu u potpunosti da prikazu okolnosti i slozene procese
koji se desavaju u ljudskom telu. Na primer, treba razmotriti i druge pozitivne probiotske efekte koji
bi mogli doprineti ublazenju toksic¢nosti razlicitih supstanci poreklom iz Zivotne sredine. Pokazalo
se da neki probiotski LAB sojevi pojacavaju aktivnost antioksidativnih enzima ili reguliSu i
ublazavaju cirkulatorni oksidativni stres, ¢ime Stite Celije od oStecenja [335], §to bi delimic¢no
moglo da stoji iza zaStitnih efekata uocenih u istraZzivanju sprovedenom u sklopu ove doktorske
disertacije. Utvrdeno je da oba soja Saccharomices boulardii i Lactobacillus povecavaju aktivnosti
antioksidativnih enzima i inhibiraju lipidnu peroksidaciju [107,336]. Na primer, Oumeddour i sar.
(2019) su pokazali da je antioksidativna aktivnost probiotskih bakterija Lactobacillus acidophilus u
potpunosti odgovorna za prevenciju peroksidacije lipida u ¢elijskoj membrani jetre izazvane ugljen-
tetrahloridom [337]. Takode se pokazalo da probiotske ¢elije snizavaju nivoe masti i holesterola
putem razli¢itth mehanizama. Jedan od njih je asimilacija holesterola, Sto rezultira smanjenjem
nivoa holesterola dostupnog za apsorpciju. Druga dva su enzimska dekonjugacija zu¢nih kiselina
putem hidrolaze zucne soli 1 sposobnost LAB da generiSe ferulnu kiselinu, koja inhibira hepati¢nu
HMG-CoA-reduktazu i olaksava izlu¢ivanje kiselog sterola [96,100,101]. Yadav i sar. (2007) su
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takode potvrdili da je suplementacija probiotskim bakterijama (Lactobacillus acidophilus and
Lactobacillus casei) znacajno odlozila pojavu intolerancije na glukozu, hiperglikemije,
hiperinsulinemije, dislipidemije i oksidativnog stresa kod pacova izazvanih dijabetesom, Sto
implicira smanjenje rizika od dijabetesa i njegovih komplikacija [338,339]. Nadalje, sposobnost
odredenih Lactobacillus sojeva (L. rhamnosus, 4B15 (4B15) and L. gasseri 4M13 (4M13)) da
inhibira aktivnost a-glukozidaze, proizvodnju NO, kao i oslobadanje inflamatornih medijatora kao
§to su TNF-o, IL-6, IL-1b i IL-10, takode je dokumentovana [340]. Stavise, Saccharomyces
boulardii proizvodi rastvorljivi faktor male molekulske mase koji inhibira NF-xB aktivaciju i NF-
kB-posredovanu ekspresiju 1L-8 gena u epitelnim ¢elijama creva i monocitima, $to rezultira
antiinflamatornim efektima [341]. Vazno je imati u vidu i da stanje unutar creva moze dodatno
uticati i poboljSati sposobnost vezivanja. Tri istrazivanja su razmatrala uticaj probiotskih kultura in
vivo kada su date uz BPA ili kombinaciju BPA i ftalata. Dodavanje 5% Bifidobacterium breve ili
5% Lactobacillus casei ishrani pacova pet dana pre oralne primene BPA (10 mg/kg) rezultiralo je
vremenski zavisnim smanjenjem koncentracije nekonjugovanog BPA u krvi i povecanjem fekalne
ekskrecije BPA. Ovi nalazi su pokazali da kori$¢eni probioticki sojevi imaju potencijal da apsorbuju
BPA i olaksaju njegovo izlucivanje [95].

Imajuéi sve ovo u vidu, deo eksperimentalne studije na pacovima i zebricama sproveden u
sklopu ove doktorske disertacije imao je za cilj da istrazi da li bi unos visekomponentnog probiotika
mogao da smanji toksi¢ne efekte smese ftalata i BPA nakon subakutne izlozenosti. Pracenjem
razli¢itth hematoloskih, biohemijskih i1 parametara endokrine funkcije, patohistologije organa,
parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite, kao 1 bioelemenata, pokazano je da primena
probiotika moze imati protektivne efekte na nivou razlicitih tkiva i organa, kao i na lipidni status 1
nivo glukoze u serumu, prirast mase, konzumaciju hrane, hormonalni nivo kao i uticaj na smanjenje
sistemskog zapaljenja.

5.2.1. Promene kod pacova izazvane smeSom ftalata i bisfenola A

52.1.1. Dejstvo na jetru

Rezultati do sada sprovedenih studija ukazali su na povezanost izmedu izloZenosti ftalatima
i povecanja relativne mase jetre [185,342,343], ¢ak i do 35% u slucaju DEHP [185]. U
eksperimentu sprovedenom u sklopu ove doktorske disertacije, primecen je statisticki znacajan
porast relativne mase jetre u MIX grupi u poredenju sa kontrolom (p <0,001), kao 1 u MIX + P
grupi (p <0,05). Medutim, bio je mnogo izrazeniji u MIX nego u MIX + P grupi u poredenju sa
kontrolom, §to ukazuje na potencijalni zastitni efekat probiotika. Ovaj trend se takode mogao uociti
i u slucaju biohemijskih parametara jetre, posebno serumskih aminotransferaza, koje su osetljivi
markeri hepatocelularnih o$tecenja. Povecanje aktivnosti AST i ALT u serumu omogucava
utvrdivanje oSteCenja jetre i pre pojave prvih simptoma [196]. lako su aktivnost ALT i AST i
ukupna koncentracija bilirubina bile znacajno vise u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom, nije
bilo znacajne razlike u MIX + P grupi u poredenju sa kontrolnom, §to sugeriSe da je primena
probiotika umanjila hepatotoksi¢ne efekte. U eksperimentima na pacovima, histoloske promene u
jetri su uglavnom primecene u grupama koje su primale DEHP i BPA [189,190,344]. Eksperiment u
kome su pacovi primali 0,05, 5 i 500 mg/kg t.m/dan DEHP tokom 8 nedelja pokazao je da se
oStecenje jetre povecavalo sa dozom DEHP, ukljucujudi i povecanje upale i edema jetre [189]. Pri
primeni ove supstance u jo§ viSim dozama (250, 500 i 750 mg/kg t.m/dan) tokom 30 uzastopnih
dana, histoloske promene u jetri obuhvatale su smanjeni broj i povec¢anu veli¢inu hepatocita [190].
U slucaju BPA, Elswefy i sar. (2016) pokazali su da 50 mg/kg t.m/dan BPA dato odraslim
pacovima tokom 8 nedelja izaziva fibrozu jetre. Sli¢no rezultatima studije sprovedene u okviru ove
doktorske disertacije, to se odrazilo na povecanje aktivnosti ALT i AST u serumu, ali i povecanje
nivoa hepati¢nog hidroksiprolina, pri ¢emu je pokazano da inflamacija, oksidativni stres 1 apoptoza
najverovatnije predstavljaju mehanizme ukljucene u nastanak oStecenja jetre, kao i fibroze izazvane
BPA [81]. Sli¢cno tome, poznato je da DEHP i njegovi metaboliti indukuju ekspresiju gena
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ukljucenih u nastanak oksidativnog stresa. PoviSeni oksidativni stres, posebno ROS, mogu dovesti
do gubitka celijske funkcije i kona¢no apoptoze, $to moze biti uzrok uocenih histolokih promena
[196]. U studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije, uoceno je da povisenje TOS i
koncentracije MDA u homogenatima tkiva jetre prisutno u grupi zivotinja koje su primale smesu
toksi¢nih supstanci nije bilo prisutno u grupi koja je osim smese primala i probiotik. Takode, u
slucaju parametara kod kojih nije prime¢ena znacajna promena u odnosu na kontrolnu grupu, moglo
se uociti da su vrednosti Oz~ blago povisene, a vrednosti SH blago snizene u MIX grupi u odnosu
na MIX + P. Takode, dodatak probiotika u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije
otklonio je promene u nivu bioelemenata u tkivu jetre (pad nivoa Zn i porast Fe u MIX grupi).
Cinjenica da sojevi Saccharomices boulardii i Lactobacillus funkcioni$u kao antioksidansi,
povecavajué¢i aktivnosti antioksidativnih enzima i inhibirajuc¢i peroksidaciju lipida [107,336],
ukazuju na to da antioksidativni efekti mogu biti dodatni mehanizam kojim ove probiotske kulture
mogu ublaziti toksi¢nost ftalata i BPA. Takode, sposobnost Saccharomices boulardii da stiti crevna
tkiva od inflamatornih efekata hepatotoksi¢nih sredstava kao $§to su klaritromicin i metotreksat
pokazana je u jednonedeljnom eksperimentu na pacovima [336]. Nalazi ove studije sugeriSu da
Saccharomices boulardii ublazava ostecenje creva, kao i prateée zapaljenje jetre, podrzavajudi
antioksidativno stanje tkiva i inhibiraju¢i nakupljanje neutrofila [336]. Stavise, Oumeddour i sar.
(2019) pokazali su da je antioksidativna aktivnost probiotskih bakterija soja Lactobacillus
acidophilus odgovorna za potpunu prevenciju lipidne peroksidacije celijske membrane izazvane
ugljen-tetrahloridom [337]. U eksperimentu sprovedenom u sklopu ove doktorske disertacije,
patohistoloSke promene na jetri MIX grupe obuhvatale su umerenu dilataciju sinusoida u
lobulusima, pretezno oko centralne vene. U nekim slu€ajevima, portni prostori su bili umereno
prosireni, zbog povecanog broja limfocita i eozinofila. Oc¢ekivano, u MIX + P grupi, primena
probiotika umanjila je primecene efekte smese, dok je jedina otkrivena promena u poredenju sa
kontrolom bila umerena dilatacija sinusoida oko centralnih vena. Ovi rezultati bi se mogli pripisati
antioksidativnim efektima probiotika i njegovoj sposobnosti da smanji apsorpciju i poveca
izluCivanje ispitivane smese toksi¢nih supstanci.

5.2.1.2. Dejstvo na glukozu i lipidni profil

Literaturni podaci ukazuju na to da probiotske kulture mogu uticati na telesnu masu i imati
povoljan efekat na poremecaje povezane sa gojazno$cu na modelima eksperimentalnih Zivotinja, ali
takode mogu uticati 1 na metabolizam glukoze 1 lipida, poboljSati osetljivost na insulin 1 smanjiti
hroni¢nu sistemsku inflamaciju [345,346]. Na primer, u svojoj studiji na subjektima sa normalnom
ili poremecenom osetljivoséu na insulin, Andreasen i sar. (2010) pokazali su sposobnost
Lactobacillus acidophilus da poboljsa osetljivost na humani insulin ublazavanjem sistemske
inflamacije [347]. Stavise, davanjem probiotskog jogurta koji sadrzi Lactobacillus acidophilus La5
i Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 pokazano je da lactis Bb12 smanjuje nivo glukoze u
krvi nataSte i povecava antioksidativne aktivnosti u klinickim studijama [348]. Takode,
Lactobacillus casei CCFM419 ublazio je insulinsku rezistenciju i hiperglikemiju kod miSeva sa
T2DM izazvanim ishranom sa visokim sadrzajem masti i primenom streptozotocina [349,350].
Niibo 1 sar. (2019) su naglasili da je glavni efekat probiotika na T2DM supresija inflamacije, Sto je
pokazano smanjenjem nivoa CRP u serumu. Takode su pokazali da dijetetski LG2055 poboljsava
luéenje insulina supresijom sistemske inflamacije i upale pankreasa kod pacova kod kojih je
prethodno izazvan DM [351].

Rezultati studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije pokazali su hepatotoksi¢ne
efekte ispitivane smesSe, kao i sposobnost probiotika da smanji navedene efekte. Ovo je znacajno
uzimajuc¢i u obzir da je jetra jedan od klju¢nih organa za regulisanje metabolizma glukoze,
deponuju¢i poviSenu glukozu u krvi u obliku glikogena i1 kontroliSu¢i sintezu glukoze pomocu
glukoneogeneze [352]. Eksperimentalni podaci ukazuju na povezanost BPA i nekih ftalata,
ukljucuju¢i DEHP i DBP, na razvoj gojaznosti i T2DM [353]. Kao $to je ranije naglaSeno, poznato
je da ovi EDC ometaju razliCite signalne puteve ¢elija uklju¢ene u homeostazu glukoze, dok visoki
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nivo glukoze ¢esto moze biti pracen abnormalnostima lipida kao $to su povecéani nivoi triglicerida i
LDL i smanjenje nivoa HDL [353]. Rezultati studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije
su ukazali na znacajan porast nivoa glukoze i LDL holesterola u MIX grupi, kao i na smanjenje
HDL holesterola u poredenju sa kontrolom. Suprotno ovome, u MIX + P grupi nije bilo znaCajne
razlike izmedu svih ovih parametara i kontrolne grupe, $to potvrduje zastitni efekat probiotika
protiv ispitivane smeSe toksi¢nih supstanci. Ovo se takode moze objasniti sposobno$¢u probiotskih
¢elija da smanje nivo lipida i holesterola pomoc¢u nekoliko predlozenih mehanizama. Jedan od njih
je ranije pomenuta asimilacija holesterola i smanjenje nivoa holesterola u lumenu dostupnog za
apsorpciju. Druga dva mehanizma obuhvataju enzimsku dekonjugaciju zuénih kiselina hidrolazom
zucnih soli 1 sposobnost LAB da proizvodi ferulnu kiselinu, koja inhibira hepaticnu HMG-CoA-
reduktazu i pospesuje izlucivanje kiselog sterola [96,100,101] i relevantniji su imajuci u vidu da su
zivotinje hranjene standardnom, a ne hranom za pacove sa visokim sadrzajem masti. Shodno tome,
Yadav i sar. (2007) potvrdili su da je suplementacija probiotskim bakterijama (Lactobacillus
acidophilus i Lactobacillus casei) =znacajno odlozila pojavu intolerancije na glukozu,
hiperglikemije, hiperinsulinemije, dislipidemije i oksidativnog stresa kod pacova sa indukovanim
dijabetesom, $to ukazuje na manji rizik od dijabetesa i njegovih komplikacija prilikom primene
probiotika [338,339]. Takode je pokazano da Lactobacillus rhamnosus GG snizava nivo
hemoglobina A1C u krvi 1 poboljSava toleranciju glukoze kod pacova sa dijabetesom indukovanim
neonatalno primenjenim streptozotocinom [354]. Pored toga, u eksperimentu u kojem je miSevima
oralno aplikovana probiotska bakterija Lactobacillus rhamnosus GG tokom 13 nedelja, implicirao
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masnom tkivu [355]. Efekti Saccharomices boulardi na smanjenje ukupnog sadrzaja lipida u jetri i
smanjenje relativne mase jetre takode su demonstrirani u studiji na miSevima u kojoj je ovaj
probiotski kvasac davan svakodnevno u toku 4 nedelje oralnom gavazom miSevima otpornim na
leptin kod kojih je indukovan T2DM [356]. 1z ovih razloga, moglo bi se pretpostaviti da je
probiotik u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije dodatno vrsio protektivnu ulogu
uticu¢i na toksicne efekte ispitivane smeSe na nivou regulacije metabolizma lipida 1 glukoze.
Takode, rezultati studije sprovedene u okviru ove doktorske disertacije su pokazali da je primena
probiotika imala povoljne efekte kako na prooksidativne (TOS i MDA) tako i na antioksidativne
parametre (SOD i SH grupe) izmerene u homogenatu tkiva pankreasa, umanjujué¢i promene
izazvane smeSom DEHP, DBP 1 BPA. Treba napomenuti da je smanjenje SOD uoceno u MIX grupi
bilo jos§ izrazenije u poredenju sa P grupom nego u kontrolnoj grupi. Ovo ukazuje na blago (iako ne
statisti¢ki znacajno) povecanje aktivnosti SOD u P grupi u poredenju sa kontrolnom, $to ukazuje na
moguca korisna antioksidativna svojstva probiotika. Isto tako, pove¢anje MDA moglo se primetiti
samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom (p < 0,05), ali 1 u poredenju sa P grupom (p < 0,01).
Pored toga, koncentracija MDA bila je neznatno, iako ne znacajno niZza u P grupi u poredenju sa
kontrolnom, §to ukazuje na pozitivan uticaj probiotika na lipidnu peroksidaciju.

5.2.1.3.  Dejstvo na slezinu i inflamaciju

Primena smese toksi¢nih supstanci u MIX grupi dovela je do znacajnog povecanja nivoa
WBC, LYM, MON, NEU i CRP u odnosu na kontrolu, $to ukazuje na sistemsku inflamaciju niskog
stepena. Nasuprot tome, nijedan od ovih parametara nije se znacajno razlikovao u MIX + P grupi u
poredenju sa kontrolnom. Studija u kojoj je Saccharomices boulardii svakodnevno aplikovan
oralnom gavaZzom gojaznim miSevima otpornim na leptin i miSevima sa indukovanim T2DM tokom
4 nedelje pokazala je da su Cak i drugi sistemski biomarkeri upale bili snizeni nakon tretmana
probioticima [356]. Koncentracije citokina IL-6 i IL-4 u plazmi bile su skoro dvostruko snizene kod
miseva koji su primali probiotik, dok je TNF-a bio priblizno snizen za 20% [356]. Proinflamatorni
citokini, koji igraju centralnu ulogu u imunskom odgovoru, uglavhom proizvode limfociti,
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monociti, granulociti, epitelne ¢elije i fibroblasti [357]. Eksperiment u kojem je misevima sa
indukovanim kolitisom davan Lactobacillus plantarum CBT tokom 7 dana, dokazao je
antiinflamatorne efekte ovog LAB soja, sa pove¢anom indukcijom regulatornih T ¢elija i Th2 ¢elija
u splenocitima i restauracijom peharastih ¢elija pracenom supresijom ekspresije proinflamatornih
citokina. Ovi autori sugeriSu da se sistemski antiinflamatorni efekti probiotika i1 vazne
imunomodulatorne uloge javljaju uglavnom u limfocitima [358].

Slezina je centralni organ u regulisanju imunskog odgovora povezanog sa zapaljenjem,
uglavnom putem eliminacije cirkuliSu¢ih apoptotskih celija, $to omogucava fino podeSavanje
imunskog sistema [359,360]. Slezina u beloj pulpi sadrzi visok nivo specijalizovanih T-¢elija i B-
¢elija koje proizvode nove imune ¢elije i antitela, redom [360]. Patohistoloske promene u slezini su
uglavnom ispitivane nakon izlaganja BPA i DEHP. Studija u kojoj su miSevi bili oralno izlozeni 40
mg/kg t.m./dan BPA od zace¢a do 12-14 nedelja starosti rezultirala je minimalnim smanjenjem
veli¢ine, broja i celularnosti periarteriolnog limfoida i PALS [361]. Efekti DEHP na slezinu su
uglavnom ispitivani na miS§jem modelu, in vitro i in vivo. Eksperimenti na timocitima miSeva su
pokazali da makrofagi slezine indukuju razli¢ite citokine kao §to su TNFa i IL-1 [362], kao i IL-3,
IL-4 i IFNy nakon izlaganja DEHP [363]. U studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije,
histoloske promene, ukljucujuéi smanjenje veli¢ine PALS, smanjenu celularnost marginalne zone
bele pulpe slezine i povecanje ekstramedularne hematopoeze u crvenoj pulpi slezine zabelezene su
u MIX grupi. Shodno tome, relativna tezina slezine bila je znacajno niza u MIX grupi u poredenju
sa kontrolnom. Medutim, iako su prime¢ene male promene u nekim uzorcima slezine u MIX + P
grupi, one su bile primetno ublaZzene u poredenju sa MIX grupom. Od parametara oksidativnog
stresa merenih u homogenatima tkiva slezine, od znacajnih promena zabeleZzenih u MIX grupi u
odnosu na kontrolnu, tretman probiotikom povoljno je uticao u slu¢aju MDA i SH grupa, u
potpunosti ukloniv§i promene na nivu SH grupa 1 ublazivsi porast MDA. Pored toga, znacajno
povecanje u MIX grupi zabelezeno je u RBC, HGB, HCT, kao i MCHC u poredenju sa kontrolom.
Nijedna od ovih promena nije zabelezena u MIX + P grupi, dok su uocene histoloske promene u
poredenju sa kontrolom bile manje izrazene i nisu bile prisutne u svim uzorcima. Ovi rezultati bi
potencijalno mogli biti povezani sa sistemskim antiinflamatornim efektima probiotika u
limfocitima.

5.2.1.4. Dejstvo na bubrege

U eksperimentu u kojem su muZjaci pacova u prepubertetskom periodu primali doze sa 0,
100, 200 i 400 mg/kg t.m./dan DEHP tokom 4 nedelje, nivo ureje se znacajno smanjio pri 100
mg/kg t.m./dan DEHP, ali se znafajno povecao pri dozi 200 i 400 mg/kg t.m./dan. Takode,
mikroskopske analize tkiva bubrega u grupama koje su primale DEHP otkrile su glomerularnu
degeneraciju i infiltraciju mononuklearnih celija [196]. Mjaeed i sar. (2017) demonstrirali su
povecanje tezine bubrega nakon tretmana DBP (10 mg/kg t.m./dan 1 50 mg/kg t.m./dan) u periodu
od 13 nedelja [173], dok su kod pacova kojima je aplikovano 100 mg/kg t.m./dan BPA
intraperitonealnom injekcijom tokom 15 dana, histoloske promene bubrega ukljucivale dilataciju
glomerula i degeneraciju epitela proksimalnih tubula, pra¢ene znacajnim povecanjem nivoa
kreatinina i uree u serumu [364]. U studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije
zabelezeno je znacajno povecanje relativne mase bubrega i nivoa ureje u MIX grupi u poredenju sa
kontrolnom. Pored toga, blago, ali ne znacajno povecanje nivoa mokrac¢ne kiseline zabeleZeno je u
MIX grupi. Nijedna od ovih promena nije prime¢ena u MIX + P grupi. Mikroskopskim ispitivanjem
bubreznog tkiva uocen je fokalni gubitak Cetkastog pokrova tubulocita u korteksu, sa blagom
dilatacijom tubula u grupi MIX, dok su ove promene bile blaze u grupi MIX + P. Takode, u
homogenatu tkiva bubrega, dodatak probiotika ublazio je poviSenje koncentracije MDA, iako je
ovaj parametar bio blago, iako ne statisti¢ki znacajno povisen u MIX + P grupi u odnosu na
kontrolnu. Zastitni efekat probiotika protiv oStecenja bubrega izazvanih hemikalijama istrazen je u
studiji koja je imala za cilj da proceni efikasnost Lactobacillus plantarum i Bacillus coagulans
protiv toksi¢nosti izazvane zivom na modelu pacova [365]. Rezultati ove studije pokazali su da je
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primena probiotika ublazila toksi¢nost Zive smanjenjem nivoa bilirubina, uree i kreatinina,
uglavnom vezivanjem i uklanjanjem zive iz digestivnog trakta [365], $to je verovatno mehanizam
kojim je probiotik u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije ublazio toksi¢ne efekte
povezane sa bubrezima.

5.2.1.5.  Dejstvo na ostale parametre

U istrazivanju sprovedenom u sklopu ove doktorske disertacije zna¢ajno smanjenje prirasta
telesne mase u MIX grupi u poredenju sa kontrolom bilo je prisutno u svim odabranim vremenima
pracenja (1, 7, 14, 21. i 28. dan istrazivanja), dok je nakon trec¢e nedelje, iako prisutno u svim
tretiranim grupama, najvise bilo izrazeno u MIX grupi. Medutim, posle Cetvrte nedelje tretmana,
snizenje BWG moglo se primetiti samo u MIX grupi u poredenju sa kontrolnom. Povecanje telesne
mase je takode bilo znacajno nize u grupama P i MIX + P nakon 3. nedelje primene. Treba
napomenuti da je 1 u svim ostalim vremenskim periodima u P grupi bio neznatno, ali ne 1 znacajno
nize. Poznato je da probiotici utiCu na telesnu masu, unos hrane i apetit, kao i na metabolicke
funkcije kroz gastrointestinalne puteve i modulaciju crevne bakterijske zajednice, §to je razlog zasto
mnogi naucnici pretpostavljaju da bi se manipulisanje mikrobiotom creva za poboljSanje
metabolizma domacina moglo koristiti za regulisanje gojaznosti i srodnih poremecaja [345].
Medutim, u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske disertacije, ovi efekti su bili primetni tek
kasnije u eksperimentu, verovatno zbog vremena koje je bilo potrebno probiotiku da ponovo
uspostavi uslove ravnoteze u digestivnom traktu. U grupi P nije zabelezena znacajna razlika u
unosu hrane tokom vremena, dok je primena probiotika uspela da poboljsa efekte smeSe u grupi
MIX + P. Dodatno, pozitivan efekat probiotika primecen je na nivou hormona. Dok je smeSa
toksi¢nih supstanci dovela do znaéajnog povecanja nivoa T4 u serumu i smanjenja odnosa T3/T4 i
nivoa testosterona u serumu u poredenju sa kontrolom, tretman probiotikom je umanjio sve
navedene efekte u grupi MIX + P. Nasa studija je pokusala da istrazi da li probiotik moze da smanji
mogucu neurotoksi¢nost izazvanu ispitivanom smeSom. Prema literaturi, moguce Su promene
neurona kore velikog mozga 1 neurofibrilarnog matriksa u slucaju izlaganja DEHP 1 BPA, kao i
spongiformna degeneracija matriksa, pojava inflamatornih infiltrata u intersticijumu, degenerativne
promene i smanjenje broja Purkinjeovih neurona u korteksu velikog mozga [366,367]. Medutim,
nijedna od navedenih promena nije otkrivena u studiji sprovedenoj u okviru ove doktorske
disertacije, najverovatnije zbog nizih doza toksi¢nih supstanci kori§é¢enih u eksperimentu. To znaci
da, da bi se ispitao moguci zastitni efekat probiotika na neurotoksi¢nost, treba primenjivati vise
doze toksi¢nih supstanci, u duzem vremenskom periodu. U studiji sprovedenoj u okviru ove
doktorske disertacije, zastitni efekti probiotika dodatno su ispitani merenjem oksidativnog stresa i
nivoa bioelemenata u plazmi 1 tkivu razli¢itih organa. Dodatak probiotika otklonio je sve statisticki
znacajne promene u parametrima oksidativnog stresa prisutne u plazmi, ukljuc¢uju¢i povisenje nivoa
TOS 1 snizenje aktivnosti SOD 1 koncentracije SH grupa. Takode, probiotik je u potpunosti ublazio
promene TOS, TAS, OSI indeksa i SH grupa u homogenatima tkiva timusa. S druge strane, u
homogenatu tkiva pluca, probiotik je ublazio smanjenje aktivnosti SOD uoceno u MIX grupi i
potpuno otklonio promenu u nivou AOPP. Stavise, dodatak probiotika je otklonio promenu nivoa
Zn u plu¢ima i ublazio promene u koncentraciji i Fe i Zn u tkivu timusa. Takode, u homogenatu
tkiva testisa, dodatak probiotika je u potpunosti otklonio uocene promene u slucaju pojedinih
parametara (TOS, Oz, MDA), a ublazio promene u sluc¢aju drugih (TAS, SOD).

5.2.2. Promene na zebricama izazvane smeSom ftalata i bisfenola A

U eksperimentu na embrionima zebrica sprovedenom u sklopu ove doktorske disertacije
takode je zabeleZeno protektivno dejstvo probiotika. Na osnovu dobijenih rezultata, Saccharomyces
boulardii nije ispoljio vidljivo protektivno dejstvo protiv teratogenih efekata smeSe
DEHP/DBP/BPA, niti je umanjio perikardijalni edem indukovan dejstvom BPA, dok je
viSekomponentni probiotik ispoljio vrlo jasno protektivno dejstvo, prilikom ¢ega su svi embrioni
zebrica izlozeni najviSim koncentracijama ove tri supstance u smeSi preziveli, ali nije uspeo u
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potpunosti da otkloni kardio- i hepatotoksi¢ne efekte. Takode, visekomponentni probiotik sprecio je
nastanak perikardijalnog edema, dok se u slu¢aju jednokomponentnog probiotika edem
prouzrokovan BPA javio, iako manje naglasen nego u slucaju odsustva probiotika. Pri tretmanu
smeSom toksi¢nih supstanci, 1 visekomponentni i1 jednokomponentni probiotik ispoljili su
protektivno dejstvo kada je re¢ o tretmanu nizom dozom ispitivanih supstanci. Ipak, pri najvisoj
dozi ispitivanih supstanci prisutnih u smesSi jedino su embrioni zebrica tretirani najviSom
koncentracijom i viSekomponentnim probiotikom prezivele, iako sa vidljivim toksi¢nim efektima:
razvojem perikardnijalnog edema 1 neresorbovanog zumanceta 1 gotovo neprimetnom
fluorescencijom. Na osnovu dosada publikovane literature, protektivni efekat probiotika pri
izloZenos¢u smesi ftalata i BPA na embrionima zebrice do sada nije ispitan. Vecina studija ovog
tipa fokusirala se na izloZenost odraslih jedinki, pri ¢emu su najce$ce testirane supstance bile
perfluorobutansulfonata (PFBS) [368-370], dok je jedna studija ispitala protektivni efekat protiv
BPA [371], a jedna protiv triklosana [372]. Studija Giommi i sar. (2021) pruza informacije o ulozi
viSekomponentnog probiotika u suzbijanju Stetnih efekata BPA prisutnog u istoj koncentraciji kao u
eksperimentu sprovedenom u sklopu ove doktorske disertacije (10 pg/L) na reproduktivnu funkciju
zebrica nakon izloZenosti u trajanju od 28 dana. Studija je sprovedena na izolovanim folikulima
zenki klase IIT (vitelogeni) i IV (u sazrevanju), sa naglaskom na modulaciji razli¢itih izoformi
vitelogenina. Kod muzjaka zebrica su ispitivani kljuéni molekularni procesi ukljuceni u regulaciju
spermatogeneze. Rezultati ove studije su pokazali da je kod zebrica izloZzenih kombinaciji BPA i
probiotika vecina transkripata bila u nivou kontrolne grupe, podrzavajuci hipotezu da probiotik
ublazuje toksi¢nost BPA [371]. Chen i sar. (2020) ispitivali su sposobnost Lactobacillus rhamnosus
da ublazi toksi¢ne efekte PFBS nakon izlaganja odraslih zebrica ovoj supstanci u koncentracijama
0, 10, and 100 pg/L u toku 28 dana. Kod Zenki, kombinacija PFBS i probiotika povecala je sintezu
masnih kiselina i B-oksidaciju, ali je ublazila akumulaciju holesterola u krvi izazvanu PFBS. Kod
muzjaka zebrice, primena probiotika je antagonizirala indukovane poremecaje metabolizma zuénih
kiselina nastale pod dejstvom ove toksicne supstance. Medutim, istovremeno izlaganje PFBS i
probiotiku izazvalo je znacajnu akumulaciju triglicerida u jetri muzjaka (2,6 puta visSu u odnosu na
kontrolu), §to implicira indukciju steatoze jetre [368]. Chu i sar. (2020) takode su ispitivali
potencijalno protektivno dejstvo Lactobacillus rhamnosus kod zebrica izlozenim PFBS pri istim
koncentracijama kao Chen i sar. (2020). U ovoj studiji, ispitivana je interakcija izmedu PFBS i
probiotika u pogledu dinamike retinoida 1 prenosa vizuelnih stimulusa, pri ¢emu je demonstrirana
sposobnost probiotika da ublazi toksi¢ne efekte ove supstance [369]. Zhang i sar. (2019) ispitivali
su protektivno dejstvo Lactobacillus plantarum ST-III protiv toksi¢nih efekata triklosana nakon
izlozenosti ovoj supstanci. Regulacijom crevne flore, probiotik je ublazio upalu crevne sluzokoze i
poremecaje metabolizma masti koji su nastali pri izloZenosti triklosanu. Takode, umanjio je
nastanak ponasanja nalik anksioznosti usled izlozenosti ovoj supstanci, poboljsao aktivnost kretanja
i sposobnost u¢enja zebrica [372].
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6. Zakljucci

Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije, utvrdena je povezanost izmedu DEHP, DBP,
BPA 1 njihove smeSe sa razli¢itim toksi¢nim efekatima/oboljenjima i pokazano je protektivno
dejstvo probiotika, pri ¢emu su izvedeni sledeci zakljucci:

e SmesSa DEHP, DBP i BPA dovela je znacajnih promena u pogledu sniZenja unosa hrane,
vode i relativne mase slezine i povisSenja relativne mase bubrega u odnosu na kontrolu 1
grupe koje su primale pojedina¢ne supstace.

e Vecina hematoloskih parametara (eritrociti, hemoglobin, hematokrit, MCHC, leukociti,
limfociti, neutrofili i monociti) bila je znac¢ajno poviSena u grupi tretiranoj smesom u
odnosu na kontrolu. Efekti smeSe na leukocite i limfocite bili su slicni efektima
ispitivanih ftalata, a na eritrocite, hemoglobin, hematokrit i MCHC efektima BPA.

e Smesa, ali ne 1 pojedinacne supstance, prouzrokovala je znac¢ajno poviSenje AST, ALT,
ukupnog bilirubina 1 ureje u odnosu na kontrolu. Efekti smeSe na CRP, glukozu i
holesterol bili su sli¢ni efektima ispitivanih ftalata. Pojedinacne supstance, ali ne i
smeSa, dovele su do sniZenja nivoa serumskog gvozda, poviSenje nivoa LDL, ALP i
triglicerida u odnosu na kontrolu.

e Smesa je dovela do znaCajnog poviSenja T4 u odnosu na kontrolu, a pojedinac¢ne
supstance delovale su suprotno, snizivsi nivo ovog hormona. SniZenje T3/T4 odnosa bilo
je prisutno samo pri izlozenosti smesi DEHP, DBP i BPA u odnosu na kontrolu i na
pojedinacne supstance.

e Znacajno snizenje testosterona u odnosu na kontrolu bilo je prisutno samo pri izloZenosti
smesi DEHP, DBP i BPA, a ne i pojedina¢nim supstancama.

e SmesSa je ispoljila izrazenije patohistoloSke efekte na tkivu jetre, testisa, slezine i1
bubrega u odnosu na pojedinacne supstance i kontrolu, dok na tkivu mozga nisu uocene
promene.

e Znacajne promene u parametrima oksidativnog stresa/antioksidativne zaStite bile su
prisutne samo u grupi tretiranoj smeSom u odnosu na kontrolu (TOS 1 SOD u plazmi,
MDA, O2-- 1 SH grupe u testisu, TOS u jetri, TOS, SOD, SH grupe u pankreasu, MDA 1
SH grupe u slezini, TOS 1 O2:- u timusu) ili izraZenije u odnosu na znacajne promene u
grupama tretiranim pojedinacnim supstancama (MDA u jetri 1 bubrezima, TAS, TOS i
SOD u testisima, SOD u plu¢ima).

e Znacajne promene u nivou bioelemenata bile su prisutne samo u grupi tretiranoj smeSom
u odnosu na kontrolu (Fe u jetri i timusu i Zn u plu¢ima) ili izraZenije u odnosu na
znacajne promene u grupama tretiranim pojedina¢nim supstancama (Zn u jetri i timusu).

e [n silico analizom utvrdeno je da smeSa moZe da izazove oStecenja jetre, poremecaje
muskog reproduktivnog sistema, dijabetes melitus tipa 2, astmu i1 gojaznost, a
najznacajniji mehanizmi toksi€nosti bili su oksidativni stres 1 apoptoza.

e Na modelu zebrice, smesa je bila znacajno toksicnija od pojedinac¢nih supstanci u
pogledu efekata na rast i razvoj, hepatotoksicnosti, kardiotoksi¢nosti i letaliteta. Svi
embrioni su uginuli pri izloZenosti najviSim koncentracijama supstanci u smesi. Sve
ispitivane pojedinane supstance prouzrokovale su efekte na rast i razvoj,
hepatotoksi¢nost 1 kardiotoksi¢nost, sa slede¢im redosledom opadanja toksic¢nosti: DBP
> BPA > DEHP.

o Efekat BPA usmeravao je efekat smeSe, a pojedinacni ftalati 1 BPA ispoljili su ili slicne
ili suprotne hepatotoksi¢ne efekte na modelu zebrice u zavisnosti od primenjene
koncentracije.
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e Primena viSekomponentnog probiotika umanjila je ili gotovo u potpunosti otklonila
Stetne efekate izazvane smeSom DEHP, DBP 1 BPA pri subakutnoj izlozenosti pacova
(promene ocuvanosti strukture tkiva jetre, testisa, bubrega i slezine, snizenje telesne
mase, unosa hrane i vode, promene nivoa biohemijskih parametara povezanih sa
funkcijom jetre i bubrega, lipidnog statusa i glukoze u serumu, hormona, parametara
oksidativnog stresa/antioksidativne zastite 1 bioelemenata).

e Na modelu zebrica, viSekomponentni probiotik bio je efikasniji od jednokomponentnog,
smanjivsi hepatotoksi¢nost, toksi¢nosti po rast i razvoj i letalitet, a jednokomponentni je
doveo do smanjenja samo hepatotoksi¢nog efekta smese.

e Na osnovu in vitro ispitivanja, viSekomponentni probiotik bio je efikasniji u umanjenju
koncentracije supstanci DEHP, DBP i BPA u smesi u poredenju sa jednokomponentnim.

Sumarno, dobijeni rezultati u okviru ove doktorske disertacije potvrdili su da je toksi¢nost
smese DEHP, DBP i BPA veca u odnosu na toksic¢nost pojedinacnih supstanci, dok pokazano
dejstvo visekomponentnog probiotika ukazuje na mogucnost buduéih razmatranja njegove
primene, a time i protektivnog efekta kod poremecaja do kojih moZze dovesti smeSa DEHP, DBP
i BPA.
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U3jaBa 0 ayTopcTBY

Mme u npesnme ayropa  Katapuna bapanuh
bpoj unpexca _ 2/15

HU3jasmbyjem

ijc JAOKTOpCKa jIl'lCCp'l‘aIU'ljﬂ 1101 HaCJIOBOM
ToxcuuHoCT cmere (bTﬂJ'laTZl H 6HCd)CHO}]ﬂ A M npolieHa MpOTEeKTHBHOI }ICiC'HHl
m)()GHOTHKa Ha MOJICJIMMa TTaloBa H 3C6DH[!C

* PE3YNTAT CONCTBEHOT HCTPAXKUBAUKOT pajia;
* J1a McepTalfja y UeJMHN HU Y JIeJIOBUMA HUje Ou1a MpejuloKeHa 3a CTHLALE
ApYre AHTIOME IpeMa CTY/IHjCKMM HpOrpaMuMa ApYTruX BUCOKOIIKOJICKHX
YCTaHOBA,;

* J1a Cy pe3yaTaTH KOPCKTHO HABEACHH H

* J1a HHCAM KpIIMO/JIa ayTOpcKa NpaBa M KOPUCTHO/JIA HHTEJICKTYAIHY CBOJHHY
JPYTHX JIMIIA.

[Tornuc ayropa

%’/ LI L i
7
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l/l3jaBa 0 UCTOBCTHOCTH IUTAMIIAHE H CJICKTPOHCKE BCp3lle

JOKTOPCKOT pajia

Wme u npesume ayropa _ Karapuna bapanuh

bpoj nnjexca 2/15

Cryaujcku nporpam _ Tokcukonoruja

Hacnos paga  Tokcuunoct cmeute ranata u 6uchenona A u npoieHa

NPOTEKTUBHOT JIe]CTBA IPOOHOTHKA HAa MOJIEIIMMA T1a1[0BA U 3ebpuie

Mentop _npod. ap Jauunjena Hykuh-hocuh

M3jaBibyjeM Ja je mrtammada Bep3uja MOI JOKTOPCKOI paja MCTOBETHA eJIeKTPOHCKO]
BEP3UjU KOjy caMm Inpejao/na paad noxpameHa y JIHIHTAIHOM PeIo3uTOpHjymy
Vuusepsutera y Beorpaay. Jlo3Bosbasam jaa ce 00jaBe MOjH JIMUHH IT0JALHM BE3aHH 3a
n00Mjambe aKaJeMCKOT Ha3WBa JIOKTOpa Hayka, Kao WITO Cy MME M MPE3HME, roAnHa H
Mecto poliera M JaTyM ondpane pama. OBH JMYHH [0JALH MOTY ce O0jaBHTH Ha
MPEKHUM CTpaHML@Ma JUruTanHe OuOIMOTEKE, y €JIEKTPOHCKOM KaTajiory H y

nybnukaunjama Yuusepsurera y beorpany.

[Mornuc ayropa
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U3jasa 0 kopnmhemy

Osnamhyjem Yuusepsurercky ouGmmnoreky ,,Cerosap Mapkosuh® na y Jlururauiu
penosuropujym Yuusepsutera y beorpajy yHece MOjy JIOKTOPCKY AMCEPTAlH]y TOJ
HACIIOBOM:

Tokcuunocr emenre dranara u Gucdenona A 1 nporeHa NpoOTEKTHBHOT JIejcTBa

NnpoOHOTHKA HA MOJIE/IMMA 11a1l0Ba U 3ebpuLe

KOja je MOje ayTopCcKO /€10,

Jucepraumjy ca cBMM NpuIIO3MMa NPeao/sia caM y eleKTPOHCKOM (hopMary rmoroaHoM

3a TPAjHO APXUBUPAILE.

Mojy JIOKTOpCKY —JuCepTauujy MoXpameHy y JIMrHTaJIHOM — DEro3HTOPHjyMy
VYhusepsutera y Beorpany u JocTynHy y OTBOPECHOM MPHCTYIYy MOTY Ja KOPHCTE CBH
KOju momrTyjy oapeade caapikane y oxabpanom tuiy jmueHue Kpeatushe 3ajenuuue
(Creative Commons) 3a Kojy camM ce o/u1y4Ho/a.
1. Ayropcto (CC BY)
2. AytopctBo — HekomepuujaiaHo (CC BY-NC)

@AyTOPCTBO — HekomepiujanHo — 6e3 npepaja (CC BY-NC-ND)
4. AyropcTBo — HekoMepLHjanHo — aeanti noa uetum yenosnma (CC BY-NC-SA)
5. Ayroperso — 6e3 npepaaa (CC BY-ND)
6. Ayropcro — jenuty 1o uetum yenosuma (CC BY-SA) (Moanmo na 3aokpyxkure
camo jeany oz wect nonyhennx nuuennn. Kparak onue nHUEHUM je cacTaBHH 120 OBe
u3jaBe).

[Mornue ayropa

///}é//m g7

o

V beorpaay, M 20?,2-

146




1. Ayroperso. Jlo3Bo/baBaTe yMHOKABAILE, JAMCTPHOYLIMjy M jaBHO CAOMIUTABALE 1€/1a,
M TIpepajie, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauHH oznpehen oy crpane ayropa HIH
JaBaolia JMLEHUE, Yak My Komepumjanne cepxe. OBo je Hajcio00AHMja O/l CBHX

JIMICHIIH.

2. AyTOpeTBO — HEKOMEpuMjaino. J10380/baBaTe yMHOKABAILC, JAMCTPUOYLIHjY H JaABHO
CAOMIITABAILE JICNIA, M [IPEPAJIC, AKO CC HABC/IC HMC ayTOpa Ha HauHH ojipeheH o1 cTpaHe
ayTopa M JiaBaora juuenie. Opa jmueHna He J103B0/baBa KoMepLujasiHy yrnotpeby
aena.

3. AyTopecTBO — HEKOMepuMjaamno — 0e3 npepaia. Jlo3BoJpaBaTe YMHOKaBAC,
qucTpubylMjy M jaBHO caoniuTaBame jaena, 0es npomena, 1peo0InKoBamba M
ynorpebe jiea y CBOM JICITy, aKo CE HaBe/Ie HME ayTopa Ha HauHH ozipehen o1 cTpate
ayTopa miu japaoua Jmueniue. Opa nuieHua HE [10380/baBa Komepuujanny ynorpeby
nena. Y 0JiHOCY Ha CBE OCTAJIC JIMICHIIC, OBOM JIMLICHLIOM CC OrpaHHtaBad najsehn 06uM
npasa kopuiihera jena.

4. AYTOpCTBO — HEKOMEPUHjaJIHO — JEJUTH 10 MCTHM yCJI0BHMA. Jlo3BoJbaBate
yMHOXKaBame, MCTPHOYLIjy U jaBHO CAONITABAILE A€NA, M NPEPAie, aKo CC HABCIC
HMe ayTopa Ha HauMH oapeher o cTpame ayTopa WM JaBaolid JIMLUCHUC H aKO ¢C
npepajga AMCTpUOYHpa IO HMCTOM MM CIMYHOM JIMLCHLOM. Osa JuleHUa HE
7103BOJbABA KOMEPIMjAIHY YITOTpedy Jejia i npepajia.

5. AyropcrBo — 0e3 mpepaaa. J[03BoJbaBaTe yMHOKABAIbC, AuCTpuOyuUmjy M JaBHO
CAONIITABAKE JCia, 6e3 IMPOMEHa, IPeodIMKOBamba I ynoTpeOe Jema y CBOM JICIY,
aKO ce HaBeJe MME ayTopa Ha Ha4MH ojpeleH 0/ cTpaHe ayTopa WM 1aBaoua JHICHIC.
OBa JIMIEHNA JI03B0JbABA KOMEpPLMjaHy ynoTpely aerna.

6. AyTOPCTBO — JICJIMTH TOJ MCTHM YCJI0OBHMA. Jlo3BosbaBaTe yMHOKABaKE,
JMCTpHGYIHjy M jaBHO CAoNIITaBabe JeNa, H NPEpajie, ako Ce HABCIC MME ayTopa Ha
pauuH oxpeheH O CTpaHe ayTopa WM JlaBaoua JMICHUE M AKO CE Mpepaid
jaucTpubynpa MOJ MCTOM MM CIIMYHOM  JIHICHUOM. OBa JHMIEHUA [03BOJbABA
Komepumjanay ynorpeOy jena . npepaja. Cnuuna je cohTBEPCKHM JIMUEHLAMA,
OJIHOCHO JIMLIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/1a.
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