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Izvod:
1Z

Akrilamid je toksi¢na hemijska supstanca koja ima vrlo
Siroku primenu u hemijskoj industriji, a 2002. godine
otkriveno je njegovo prisustvo u namirnicima bogatim
skrobom koje se pripremaju na visokim temperaturama.
U poslednjh desetak godina primecen je veliki porast
gastrointestinalnih tegoba u ljudskoj populaciji.

Cilj istrazivanja bio je ispitati patohistoloske promene u
tkivu Zeluca pacova soja Wistar izazvanih peroralnim
aplikovanjem akrilamida i na taj nacin povuci paralelu sa
moguéim gastrointestinalnim tegobama nastalim kao
posledica konzumiranja hrane bogate akrilamidom.

U istrazivanju je ispitivano 6 grupa od po 5
eksperimentalnih Zivotinja (pacovi soja Wistar). Dve
kontrolne grupe kojima je peroralno aplikovana
destilovana voda i koje su zrtvovane posle 24h i 72h; dve
eksperimentalne kojima je peroralno aplikovan
akrilamid u dnevnoj dozi od 25 mg/kg i koje su zrtvovane
posle 24h i 72h; dve eksperimentalne grupe kojima je
peroralno aplikovan akrilamid u dnevnoj dozi od 50
mg/kg i koje su zrtvovane posle 24h i 72h.

Na histoloskom materijalu tkiva Zeluca primenjena je
kvalitativna histoloska analiza pod svetlosnim
mikroskopom, semikvantitativna procena tipa mucina u
epitelnim ¢elijama sluznice zeluca, prisustvo limfocita i
granulocita u sluznici Zeluca, stereoloska merenja
pojedinih kompartmana zida Zeluca, linearna merenja
broja i veli¢ine ganglijskih ¢elija u Maissner-ovom i
Auerbach-ovom nervnom pleksusu,




kao i broj mastocita u lamini propriji sluznice i
podsluznici Zeluca. Dobijene vrednosti merenih
parametara su potom statisticki obradene.

Nastale promene na tkivu Zeluca pacova soja Wistar se
ogledaju u vidu blagog direktnog oste¢enja povrSnog
epitela sa propratnom blagom inflamatornom reakcijom i
blagom degranulacijom mastocita. U Maissner-ovom i
Auerbach-ovom nervnom pleksusu su smanjene
volumenske gustine nervnih vlakana i ganglijskih ¢elija,
kao 1 broj i veli¢ina ganglijskih ¢elija. Direktno toksicno
delovanje na epitel dovodi do posledi¢ne obnove epitela,
te je potvrdeno prisustvo nezrelijih oblika
mukoproduktivnih ¢elija koje sadrze kisele, AB pozitivne
mucine. Ispitani inflamatorni i degenerativni parametri
pokazuju pozitivnu korelaciju u odnosu na dozu i/ili
duzinu ekspozicije akrilamidu.

Primena akrilamida peroralno pokazala je da postoje
patohistoloske promene na tkivu Zeluca u vidu direktnog
toksi¢nog ostecenja epitela, inflamatorne reakcije i
ostecenja nervnih pleksusa. Poznavanjem mehanizma
delovanja ove toksi¢ne materije moguce je primeniti
adekvatnu prevenciju u ishrani i izvrsiti odgovarajuci
izbor terapijskih metoda.
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starch which are prepared at high temperatures. In the
last ten years there is a large increase in
gastrointestinal illnesses in human population.

The aim of this study was to investigate the
histopathological changes in the gastric tissue in
\Wistar rats induced with injection of oral acrylamide
and thus draw a parallel with possible gastrointestinal
problems arising as a result of the consumption of
foods rich in acrylamide.

The research was carried out 6 groups of 5
experimental animals (Wistar rats). Two control
groups that are orally concomitant application of
distilled water and which were sacrificed after 24h and
72h; two experimental groups which are orally
administrated acrylamide in a daily dose of 25 mg / kg
and that were sacrificed after 24h and 72h; two
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On histological gastric tissue material is applied
qualitative histological analysis by light microscopy,
semi-quantitative assessment of the type of mucin in
epithelial cells of the stomach lining, the presence of
lymphocytes and granulocytes in gastric mucosa,
stereological measurements of individual
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measured parameters were statistically processed.

Histological changes in the stomach tissue of Wistar
rats are seen as a direct slight damage of the surface
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Acrylamide oral application revealed that there are
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1. UVOD

1.1. ANATOMSKA GRADPA ZELUCA

Zeludac je organ koji pripada digestivnom sistemu. Anatomski je predstavljen kesastim
prosirenjem koje se nastavlja na jednjak svojim proksimalnim delom, dok se distalnim delom

nastavlja po¢etnim delom tankog creva- duodenumom.
Anatomski, zeludac je graden iz Cetiri regije (slika 1):
e Kkardija
e fundus (dno)

e Kkorpus (telo)

e pilorus

Slika 1. Anatomska grada zeluca (1)
. Jednjak

. Kardijalni urez

. Kardija

. Mala krivina zeluca

. Pilori¢ni sfinkter

. Angularna incizura

. Pilori¢ni kanal

. Piloriéni antrum

O 0 3 OO »n o~ W DN B

. Fundus (dno) Zeluca
10. Velika krivina zeluca

11. Telo zeluca




Kardija je pocetni deo Zeluca predstavljen prstenom. Pilori¢ni deo Zeluca, koji je ujedno 1
njegov zavrsni deo, sastoji se od prosirenja-antruma i pilori¢nog kanala. Anatomske ivice zeluca
su velika i mala krivina (curvatura ventriculi major et minor). Posmatrajué¢i unutra$nju povrsinu
Zeluca, na njoj se razlikuju nabori (rugae), posebno izrazeni u predelu fundusa. Nabori
1S¢ezavaju sa prisustvom Zeluda¢nog sadrzaja. Na povrSini Zeluca se uo€avaju 1 bradavicasta

ispupcenja (areae gasricae), kao i brazde izmedu njih u vidu jamica (foveolae gastricae) (2, 3).

1.2. HISTOLOSKA GRADPA ZELUCA

Pojedini anatomski delovi Zeluca imaju 1 specifi¢nu histolosku gradu, te tako u opisu
histoloske grade zeluca razlikujemo: fundus i corpus zeluca (koji imaju isti tip histoloske grade),

cardiu i pilorus. Osnova grade svih anatomskih delova Zeluca se sastoji iz centralne Supljine i
zida koga izgraduju Cetiri sloja (slika 2.):

P e

tunica submuco

]
-

e

~/ | tunica muscularis

Slika 2. Histoloska grada zida Zeluca-osnovni slojevi (4)



1. Sluznica (tunica mucosa), izgradena od podslojeva:

e lamina epithelialis mucosae (epitel)
e lamina propria mucosae (rastresito vezivno tkivo)

e lamina muscularis mucosae (misi¢ni sloj sluznice)

2. Podsluznica (tunica submucosa)

3. Misicni sloj (tunica muscularis)

4. Spoljasnji sloj (tunica serosa)

1.2.1. FUNDUS ET CORPUS VENTRICULI

Sluznica (tunica mucosa)- kao $to je ve¢ ranije predstavljeno izgradena je od tri sloja

koje ¢ine epitel, lamina proprija i misiéni sloj sluznice. Posmatrajuci povrsinu sluznice, uoc¢avaju
se zeludacne jamice (foveolae gastricae), levkasta udubljenja, kojih na povrSini zeluca ima oko
3,5 miliona. Ova levkasta udubljenja zauzimaju do 1/4 debljine sluznice Zeluca, i u njihovom dnu
otvaraju se glavne Zeludacne Zlezde. NajceSce se u jednoj jamici otvara 3-5 glavnih Zeluda¢nih

zlezda (glandulae gastricae propriae), kojih ima oko 15 miliona.

Glavne zeludacne Zlezde su proste tubularne zlezde, sa dve do tri grane. Grada Zlezde je

predstavljena slede¢im delovima:
e vrat-suzeni deo kojim se Zlezda otvara u dno foveole
e telo- najveci deo zlezde, iduci od vrata nanize ka bazi

e baza-donji deo Zlezde koji naleze na laminu muskularis mukoze.



Povrsina Zeluca i1 zeluda¢nih jamica prekrivena je prostim jednoslojnim cilindri¢nim

epitelom, sastavljenim od jedne vrste ¢elija-povrSne mukusne ¢elije.

Povr§ne mukusne Celije su cilindricnog oblika, visine izmedu 20 i 40 pm, sa ovalnim
heterohromati¢nim jedrom, postavljenim blize bazalnom sloju. Apikalna povrSina celije
ispunjena je osmofilnim i PAS (Periodic Acid Schiff) pozitivnim mucigenim kapljicama, koje na
apikalnom polu ¢elije otpustaju glikozaminoglikane. Mucin u debelom sloju oblaze povrSinu
sluznice, §titeci je na taj nacin od mehanickog dejstva hrane i HCI (hlorovodoni¢ne kiseline) iz

zeluda¢nog soka. Zivot povrinih mukusnih éelija je oko &etiri dana.
Glavne Zeludacne Zlezde izgradene su od epitela sastavljenog iz sledecih vrsta ¢elija:
e vratne mukusne celije
e mati¢ne Celije
e glavne (pepsinogene) celije
e ivi¢ne (parijetalne) Celije

e endokrine (enteroendokrine) ¢elije

Vratne mukusne Celije lokalizovane su u najve¢im delom u predelu vratu i delom u telu
glavnih gastri¢nih Zlezda. Po gradi i1 sadrZaju vrlo su sliéne povr$nim mukusnim ¢elijama, ali su
nesto kraée i nezrelije od njih. Mukus je rastvorljiv, bogat sulfatisanim glikoproteinima. Zivot

vratnih mukusnih ¢elija je oko sedam dana.

Maticne Ccelije smeStene su u vratu glavnih Zeludanih zlezda. Proliferacijom 1
diferencijacijom ovih c¢elija nastaju sve ostale celije, kako zlezdanog, tako i povrSnog epitela
zeluca. Njihov broj je mali. Citoplazma mati¢nih ¢éelija je bogata poliribozomima, a jedro sadrzi

prominentno jedarce.

Glavne (pepsinogene) Celije najbrojnije su Celije zlezdanog epitela zeluca. Kockastog su
oblika, smeStene su u donjim polovinama glavnih Zeluda¢nih zlezda. Poseduju okruglo jedro,

bazalno postavljeno. Bazofilne su celije, a bazofilnost vodi poreklo od velike koli¢ine, kako
4



slobodnih ribozoma, tako i granulisanog endoplazmatskog retikuluma u citoplazmi ovih ¢elija.
Ove ¢elije produkuju zimogene granule, koje se oslobadaju na apikalnom polu i sadrZe neaktivan
proenzim pepsinogen. Pepsinogen se konvertuje u pepsin uz sadejsvto HCI iz zeluda¢nog soka.
Pepsin je proteoliticki enzim. Glavne ¢elije produkuju i malu koli¢inu lipaze (enzima koji razlaze

masti).

Ivicne (parijetalne) celije su smeStene u gornjoj polovini glavnih zeludac¢nih Zlezda.
Okruglastog su ili piramidalnog oblika, veli¢ine 20-35 pm. Apikalni polovi ovih ¢elija ukljesteni
su izmedu susednih ¢elija. Poseduju veliki broj mitohondrija ($to daje osmifilnost ¢elijama), kao i
jedno do dva centralno postavljena jedra. Invaginacijom apikalne plazmaleme formiraju se
intracelularni kanali¢i Sirine 1 do 2 pm, koji komuniciraju sa lumenom Zzeludacne Zlezde. Ispod
apikalne plazmaleme nalaze se tubulovezikularne strukture. Aktivacijom parijetalnih celija
tubulovezikularne strukture se fuzionisu sa apikalnom membranom, stvarajuéi brojne mikrovile
koje povecavaju povrsinu sekretornog dela ¢elije. Glavna funkcija parijetalnih Celija jeste u
lu€enju HCl 1 unutra$njeg faktora. Uloga HCI je baktericidna 1 u postizanju sterilizacije
zeludacnog sadrzaja. Unutrasnji (intrinsic) faktor je glikoprotein neophodan za apsrorpciju

vitamina B12. Nedostatak unutrasnjeg faktora dovodi do perniciozne anemije.

Endokrine (enteroendokrine) celije su po obliku, veliCini 1 sastavu granula varijabilne. U
glavnim Zeluda¢nim Zlezdama se najcesce nalaze u bazi. Poligonalnog su ili ovalnog oblika, jedro
im je smesteno u apikalnom delu ¢elije. Ove ¢elije u apikalnom delu mogu biti ukljeStene izmedu
susednih celija (Celije zatvorenog tipa) ili im apikalni deo doseze do lumena Zlezda (Celije
otvorenog tipa). U bazalnom delu ¢elije nalaze se osmifilne granule koje svoj sadrzaj ubacuju u
kapilare lamine proprije. Produkti ovih ¢elija su hormoni, neurotransmiteri, kao 1 druge supstance
sa parakrinim delovanjem. U antrumu Zeluca se u najve¢em procentu luéi gastrin, serotonin i

somatostatin, dok se u telu Zeluca u najve¢oj meri luci histamin.

Lamina propria mucosae je sloj rastresitog vezivnog tkiva koji se nalazi oko zeluda¢nih
zlezda. Sastoji se od retikulinskih vlakana u najvecoj meri, od bogate mreze krvnih sudova,

fibroblasta, limfocita, plazmocita i makrofaga.

Lamina muscularis mucosae je glatkomisi¢ni sloj koji ulazi u sastav sluznice. Sastoji se
od dva podsloja, od kojih je unutraSnji kruzni, a spoljasnji sa uzduzno orijentisanim misi¢nim

vlaknima.



Podsluznica (tunica submucosa) predstavlja sloj guséeg rastresitog vezivnog tkiva koje

se nalazi izmedu sluznice i misi¢nog sloja. U njoj se nalaze i ve¢i krvni i limfni sudovi, kao i
submukozni (Maissneir) nervni splet koji inervise krvne sudove podsluznice i glatke misSice

sluznice.

Misicni sloj (tunica muscularis) predstavlja sloj glatkog misSi¢nog tkiva organizovanog u

tri sloja. Unutrasnji sloj ¢ine miSi¢na vlakna postavljena koso, srediSnji sloj su cirkularno
postavljena miSi¢na vlakna, a spoljasnji su uzduzno orijentisana. Spoljasnji sloj glatkomisi¢nih
vlakana najbolje je razvijen u predelu krivina zeluca, dok ne prednjoj i zadnjoj strani pretezno
nedostaje. Muskularni sloj oziv¢ava mienteri¢ni splet (Auerbach), koji se nalazi u vezivnom tkivu

izmedu slojeva miSi¢nih ¢elija.

Seroza je visceralni list peritoneuma.

1.2.2. CARDIA

Pars cardiaca ventriculi predstavlja deo zeluca koji se nastavlja na jednjak. Prelaz se na

sluznici prikazuje nazupcenom linijom (ora serrata), ¢ija je odlika nagla smena plocasto
slojevitog epitela bez orozavanja u jednoslojan cilindriéni epitel zeluca. Ovaj anatomski deo
zeluca predstavljen je prstenastim poljem duZzine od 1 do 3 cm. HistoloSka grada zida je skoro u
potpunosti ista, kao i grada ostalih delova zida Zzeluca, ali ima pojedinih osobenosti koje se

odnose na gradu sluznice.

U sluznici kardije prisutne su kardijalne zlezde (glandulae cardiacae). Ove zlezde su
tubularne, razgranate i izuvijane, dobro razvijenog lumena. Izlu€uju svoj sadrzaj u Zeludacne
foveole, dosta su plitke u odnosu na debljinu sluznice. Produkt kardijalnih Zlezda je mukus bogat
lizozimom 1 neorganskim jonima. Kardijalne Zlezde su izgradene od mukusnih celija, retkih

endokrinih 1 ivicnih ¢elija.



1.2.3. PYLORUS

Pars pylorica ventriculi_predstavlja zavr$ni deo Zeluca koji se nastavlja duodenumom.

Anatomski se sastoji iz pilorusnog antruma i piloricnog kanala. Histoloska grada pilorusnog
antruma i kanala je ista, sa razlikom da je cirkularni misi¢ni sloj (m. sfincter pylori) u zidu

pilori¢nog kanala izuzetno naglaSen, izgradujuci pilori¢ni sfinkter.

Slika 3. Sluznica antralnog dela zeluca (4)

Specifi¢nost u gradi sluznice je u prisustvu specifi¢nih piloriénih Zlezda (glandulae
pyloricae). Pilori¢ne foveole zauzimaju ¢ak i do 2/3 debljine sluznice, a piloriéne zlezde su po
obliku tubularne, razgranate i izuvijane, slicne kardijalnim. Epitel Zlezda grade mukusne,
endokrine ¢elije i mati¢ne ¢elije. Sekret pilori¢nih zlezda su mukus i lizozim, dok endokrine

¢elije pretezno produkuju gastrin, jedan od glavnih stimulatora sekrecije HCI (5, 6, 7).



1.3. REGENERACIJA SLUZNICE ZELUCA

U okviru normalnih funkcija sluznice Zeluca prisutna je stalna obnova epitela. Obnova
celokupnog epitela moguca je zahvaljujuéi postojanju mati¢nih-stem celija. Mati¢ne celije su
lokalizovane u predelu vrata zeludacne zlezde, u takozvanoj proliferativnoj, odnosno
regenerativnoj zoni. Iz proliferativne zone, novonastale ¢elije povrSnog epitela migriraju ka
povrsini, dok celije zlezdanog epitela migriraju nanize. Za obnovu i sazrevanje ¢elija povrSnog
epitela potrebno je svega nekoliko dana, dok je za obnovu Zlezdanog epitela potrebno vise

vremena: endokrine ¢elije- nekoliko nedelja, glavne i parijetalne ¢elije-nekoliko stotina dana.

Jedna od osnovnih uloga foveolarnog epitela i vratnih mukusnih ¢elija je produkcija
mucina. Mucin je glikoprotein izgraden iz centralnog proteinskog jezgra i bo¢nih lanaca ugljenih
hidrata. U normalnom Zelucu, mucini su neutralni, PAS pozitivni i Alcian plavo negativni. Ipak
vratne mukusne ¢elije mogu sadrzati malu koli¢inu kiselih mucina, koji se svetlo boje Alcian
plavo, s obzirom da je to proliferativna zona u kojoj se stvaraju nove epitelne mukusne celije, a
nezreli mucini su kiselog karaktera i boje se Alcian plavo. Kvalitet mucina se menja u zavistnosti
od stanja sluznice zeluca-kod pojacane regeneracije povrSnog epitela zbog povecanja obnove,
¢elije ne mogu tolikom brzinom da sazrevaju te se poveéava koli¢ina nezrelih ¢elija i samim tim
pojava kiselith mucina u njima. PatoloSka stanja, kao Sto su metaplazija i pojava karcinoma

takode je prac¢ena pojavom kiselih mucina (23).



1.4. MASTOCITI

Mastociti su grupa imunih ¢éelija koje vode poreklo iz kostne srzi, od prekusurskih celija
koje vrse ekspresiju CD34 molekula (8,9). Veli¢ine su izmedu 15um i 25 pm, ovalnog do
okruglog oblika, sa tipicno ekscentricno postavljenim jedrom (8). Najve¢i volumen celije
zauzimaju metahromatske citoplazmatske granule veli¢ine izmedu 0,3-0,8 um (8,10). Funkcija
mastocita ispoljava se nakon njihove aktivacije, posle ¢ega oni u okolno tkivo oslobadaju sadrzaj
svojih granula. Degranulacija mastocita moze biti stimulisana direktnom povredom, opoidima,
alkoholom, odredenim antibioticima (polimiksin), anti-lgE (imunoglobulin E), jonoforima,
supstancom P, VIP (vazoaktivni intestinalni peptid), C5a, C3a, somatostatinom, morfinom,
pepstatinom, proteinima niske molekulske gustine (8, 11). Aktiviran mastocit moze osloboditi
mnoge medijatore: histamin, heparin, triptaza, himaza, karboksipeptidaza, eikozanoidi, faktor
aktivacije trombocita. Mastociti takode mogu sintetisati interleukine, TNFa (tumor necrosis
factor o), GM-CSF (granulocitno-makrofagni faktor stimulacije kolonija), faktor stem celija
MCP-1, 3, 4 (makrofagni hemotaksi¢ni peptid) (8). Mastociti su lokalizovani u vezivnom tkivu
dermisa, u mukozi i submukozi gastrointestinalnog trakta, konjuktivi, respiratornom sistemu i

srcu (10, 12). Zdrava lamina proprija digestivnog trakta sadrzi oko 2-3% mastocita (13).

Fizioloska funkcija urodenog i ste€enog imuniteta se realizuje kroz funkciju mastocita u
reakciji hiperosetljvosti tip |, kroz razne nealergijske bolesti i neuroinflamatorna stanja
uzrokovana stresom (14). Funkcija mastocita se ogleda kroz isceljenje rana i reparaciju koze (15,
16), kao i kroz odbranu mukoze digestivnog sistema (17). Postoje navodi da mastociti igraju
ulogu u nekim virusnim oboljenjima, kao Sto je bolest izazvana Newcastle virusom (18). Razne
bolesti gastrointestinalnog sistema su povezane sa aktivacijom mastocita kao §to su: parazitarne
infekcije (19), sindrom iritabilnog kolona (20, 21), Kronova bolest (8), gastroezofagealni refluks,
¢ir Zeluca, funkcionalna dispepsija, inflamatorne bolesti kolona, alergija na hranu (20) kao 1
hroni¢ni  Helikobakter pozitivni gastrtitis (10). Smatra se da veéina ovih Dbolesti
gastrointestinalnog trakta nastaje kao posledica poremecéene ravnoteze mozak-creva 0sovine.
Povecan nivo stresa izaziva povecanu permeabilnost creva, visceralnu osetljivost i poremecaj
motiliteta creva, koji aktiviraju mastocite 1 rezultuju u oslobadanju proinflamatornih medijatora
(20). Osim ovih uloga mastociti takode doprinose 1 rastu tumora kroz angiogenezu, kao i kroz

remodelovanje i imunomodulaciju (22).



Mastociti se dobro uo¢avaju na bojenjima toluidin plavim, gde se uocavaju razlike izmedu
intaktnih i degranulisanih mastocita. Intaktni mastociti se na presecima bojenim toluidin plavim
razlikuju od ostalih ¢elijskih tipova lamine proprije i submukoze po ovalnom ili okruglom
¢elijskom obliku uz izrazeno prisustvo tamno-plave citoplazme. Degranulisani mastociti se na
presecima bojenim toluidin plavim razlikuju od intaktnih mastocita po smanjenju metahromatske

reakcije 1 po morfoloSkim znacima degranulacije.
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1.5. OSNOVNI POJMOVI O AKRILAMIDU

Prva saznanja o akrilamidu poticu iz 1893. godine, kada ga je u Nemackoj, Moureu prvi
proizveo. Godine 1952., sprovode se opsezna istrazivanja u vezi proizvodnje i upotrebe
akrilamida, da bi se, dve godine kasnije-1954., pocelo sa njegovom komercijalnom upotrebom
(24).

NajsSira upotreba akrilamida je u hemijskoj industriji, te ga s pravom nazivaju

industrijskom hemikalijom (25).

1.5.1. FIZICKE I HEMIJSKE KARAKTERISTIKE AKRILAMIDA

Akrilamid je hemijska supstanca dostupna u ¢vrstom kristalnom stanju ili u vidu 30-50%
vodenog rastvora. Akrilamid je supstanca bez mirisa, bele boje ili bezbojna (26, 27). Za njegov
naziv koristi se viSe sinonima: akrilamidna kiselina, akrilicni amid, -etilenkarboksamid,

propenamid, vinil amid i dr. (28, 29).

Strukturna hemijska formula akrilamida je (28):

O

H2C= CH - C- NH2
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Hemijske i fizicke osobine akrilamida se mogu videti u tabeli 1:

Tabela 1. Hemijske i fizicke osobine akrilamida (30-32)

Molekularna formula C3H5NO

Fizicko stanje bele boje, kristalno ¢vrst
Tacka topljenja 125 °C

Tacka kljuéanja 1.122 g/cm3 na 3.33 kPa
Pritisak pare 0.009 kPa na 25 °C
Gustina 2150 g/l na 30 °C
Rastvorljivost u vodi 2150 g/l na 30 °C

Akrilamid ima veliku sposobnost izuzetno brzog reagovanja, te se vrlo brzo iz monomera
akrilamida na vazduhu stvaraju polimeri sa sasvim drugacijim karakteristikama 1 njthovom vrlo

opseznom primenom u industriji (33).
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Rastvorljiv je u vodi i drugim organskim rastvaraima, a tabela 2, prikazuje rastvorljivost

u pojedinim organskim rastvara¢ima.

Tabela 2: Rastvorljivost akrilamida u organskim rastvaracima (24)

Rastvarac g/100 mL na 30°C
Voda 2155
Metanol 155
Dimetil sulfoksid 124
Dimetil formamid 119
Etanol 86.2
Aceton 63.1
Piridin 61.9
Acetonitril 39.6
Etilen glikol monobutil etar 31
Dioksan 30
Etil acetat 12.6
Hloroform 2.66
1,2-Dihloroetan 1.50
Benzen 0.35
Karbon tetrahlorid 0.038
n-Heptan 0.0068
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1.5.2. PROIZVODNJA | UPOTREBA AKRILAMIDA

Proizvodnja i upotreba akrilamida u rasponu od 1992. do 2009. godine se povecavala i

Sirila. Do 2009. godine bilo je poznato preko 30 proizvodaca akrilamida Sirom sveta (30, 32).

Kao §to je ve¢ napomenuto, akrilamid se nalazi u vidu monomera, kada je izuzetno
toksi¢an, dok se u hemijskoj industriji koristi u vidu polimera, gde je njegova toksi¢nost
neuporedivo manjeg stepena (33, 34). Upotreba akrilamida je izuzetno Siroka. Koristi se kao
osnova za pravljenje ambalaZe za namirnice (35), kontaktnih soliva (zbog izuzetno dobrih
osobina hemijske osnove) (36), aditiva za namirnice (37), za proizvodnju lepka, papira i
kozmetickih proizvoda (38). Poliakrilamid se koristi za tretiranje vode za pice, kao i za
otklanjanje pojedinih materija iz otpadnih voda. Jo$ jedna oblast gde se intenzivno Koristi je

gradevinarstvo, gde se upotreba bazira na pravljenju temelja pri konstrukciji brana i tunela (38).

1.5.3. OTKRICE AKRILAMIDA U NAMIRNICAMA

Pronalazak akrilamida u namirnicama, od strane Svedskih nau¢nika, 2002. godine
predstavlja vrlo bitan podatak za domen medicine (38, 39). Otkri¢e ove hemijske materije u
prehrambenim proizvodima bio je slufajan. Konstatovano je da se izvesne koli€ine
akrilamida nalaze u namirnicama bogatim skrobom, kao S$to su: pomfrit, ¢ips, hleb, u
namirnicama koje su pripremane na vrlo visokim temperaturama pecenjem i przenjem (40,
41).

Akrilamid se ne nalazi u namirnicama pripremljenim kuvanjem, kao ni u termicki
neobradenim namirnicama (38). Akrilamid se stvara i primenom tehnoloSkog postupka
obrade namirnica pri kojem se izdvajaju suve materije na visokim temperaturama (biskviti,
keksi, cerealije, instant kafa) (42-44). Prema podacima Svetske Zdravstvene Organizacije od
2002. do 2006. godine konstatovan je porast srednjeg dnevnog unosa akrilamida putem hrane
od 0,3-1ug/kg kod odraslih, dok je kod dece doza unosa veca dva do tri puta posmatrano u

odnosu na telesnu tezinu ( 45-47).
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Primer koncentracije akrilamida u odredenim vrstama namirnica dat je u tabeli 3 (48-50):

Tabela 3: Procenjen unos akrilamida kroz hranu koja se koristi u Sjedinjenim Americkim

Drzavama, Office of Environmental Health Hazard Assessment/California Environmental

Protection Agency, 2005.

Bademi, svezi i przeni
Netostirana peciva

Biskviti

Beli hleb

PSenic¢ni hleb sa celim zrnom
Presovane cerealije

Kuvane zitarice

Pile¢i medaljoni, pohovana piletina
Cili sa mesom

Kuvana kafa

Graham krekeri

Cips

Krekeri

Krofne

Pomfrit

Konzervirane masline
Peceni kikiriki

Kikiriki puter

Pita

Pica

Kokice

Krompir €ips

PSeni¢na zamena za kafu (instant)
Sok od §ljive

Semenke suncokreta
Konzervirani slatki krompir

Tost

15

320
31
37
11
39
86

24
130

459
199
167
18
413
41
27
88
22
20
180
466
4573
159
39,5
84
213



Posebno zabrinjava otkri¢e prisustva akrilamida u hrani za bebe (51-53).

Namirnice sa najveéim sadrzajem akrilamida prikazani su u tabeli 4 (54):

Tabela 4: FDA-Total Diet Study- 10 namirnica sa najvecom izmerenom kolicinom akrilamida (Lg/kg),
2006. godina

Perece sa puno soli 470 pg/kg
Pomfrit-brza hrana 393 ug/kg
Razne vrste keksa 381 pg/kg
Kukuruzni i tortilja Cips 355 pg/kg
Krompir ¢ips 346 pg/kg
Krekeri sa puterom 336 ug/kg
Flasirani sok od suve Sljive 326 pug/kg
Arrowroot kolacici 305 pg/kg
Crne masline 237 ug/kg
Presovane psenicne Zitarice 237 ng/kg
Cokoladni keks kolaci 229 ug/kg

Dokazano je da sorta krompira uti¢e na koli¢inu akrilamida koji nastaje pri njegovoj
termickoj obradi. Tako je utvrdeno da pojedine sorte krompira daju manju koli¢inu
akrilamida u c¢ipsu. Nacin tehnoloske obrade hrane znacajno moZe smanjiti koncentraciju
akrilamida, kao i temperatura na kojoj se hrana priprema (54, 55). Otklanjanje produkata
Malardove reakcije takode je jedan od nacina za smanjenje koli¢ine akrilamida u hrani (56).

Oprecna su misljenja o tome da li je veca korist od hranljivosti pojedinih namirnica ili
Stetnost od unosa akrilamida putem te iste hrane (57).

Kultura ishrane 1 navike u pojedinim populacijama odreduju kroz koje namirnice se
unose najvece koli¢ine akrilamida. Primera radi, u Holandiji se najvece koli¢ine akrilamida
unose konzumiranjem pomfrita, u Nemackoj krekera i kolada, a u Svedskoj unosenjem

velikih koli¢ina kafe (50, 58).
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1.54. MALARDOVA REAKCIJA

U toku proizvodnje i Cuvanja namirnica dolazi do niza hemijskih reakcija izmedu
redukujuéih Secera i amino jedinjenja, predstavljenih kroz Malardovu reakciju u kojoj kao
nusprodukt nastaje monomer akrilamida. Na stepen izrazenosti Malardove reakcije uticu pH
hrane, koli¢ina vode, vreme termiCke obrade i temperatura na kojoj se obraduje hrana. Malardova
reakcija je narocCito izraZzena tokom procesa pecenja i przenja hrane, a pri kojima nastaju zeljena
aroma, tekstura, ukus i boja namirnica, koji su ¢ak zastitni znaci pojedinih brendova i samim time
oc¢ekivani od strane potrosaca (56, 57, 59). S jedne strane se nalaze zeljeni efekti koji nastaju kao
rezultat Malardove reakcije, a s druge Stetni efekti od posledice unosa akrilamida. Ovakva
protivre¢na situacija dovodi do potrebe za regulisanjem propisa proizvodnje namirnica, kao i
dozvoljene koli¢ine akrilamida u hrani. Oko reSavanja ovog problema ukljucili su se:
Commission for European Normalization (CEN), American Chemical Society, FDA- U.S. Food
and Drug Administration, EPA-U.S. Environmental Protection Agency i mnogi drugi (57, 60-64).

Istrazivanja na polju smanjenja Stetnog uticaja akrilamida proSirila su se na domen
primene odredenih namirnica, zacina i ulja u ishrani, zbog sadrzaja antioksidanata koji deluju
protektivno na nastanak oSteCenja izazvanih akrilamidom. Hidroksitirizol-aktivni sastojak
maslinovog ulja umanjuje citotoksi¢no dejstvo  akrilamida 1 oSte¢enje DNA
(deoksiribonukleinske kiseline) (65-67). Riblje ulje prevenira apoptozu neurona u cerebralnom
korteksu izazvanu akrilamidom (68). Sprecavanju Stetnih efekata akrilamida doprinose i
antioksidansi iz za¢ina kurkumina (69, 70), eugenol i izoeugenol-aktivni principi nekoliko vrsta
zac¢ina (71), alicin iz belog luka (72, 73), resveratrol-fitoaleksin iz grozda, kikirikija, borovnica

(74), polifenolni ekstrakt kakaoa (75), aktivni sastojak tamnog soja sosa (76), kao i niacin (77).
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1.5.5. POSTOJANOST AKRILAMIDA U PRIRODI

Vazduh- u vazduhu akrilamid reaguje sa fotohemijski proizvedenim hidroksi radikalima, te je

njegov poluzivot procenjen na 6, 6 sati.

Zemlja- biodegradacija je glavni nacin uklanjanja akrilamida iz zemljiSta. Ukoliko je
zemljiste aerobno, za 14 dana se degradira izmedu 74-94% hemikalije, dok u anaerobnim
zemljiStima punim vode za 14 dana se razgradi izmedu 64-89% akrilamida, te je stoga poluzivot

akrilamida u zemljistu izmedu 21 i 36 sati.

Voda- biodegradacija i u razlaganju akrilamida iz vode igra veliku ulogu. Detektovani su
mikrorganizmi koji ubrzavaju proces razgradnje i to su: Arthrobacter species, Norcardia
rhodochrous, Bacillus spaericus, Pseudomonas putrefaciens i Rhodococcus species. Ukoliko
su bakterije aklimatizovane na uslove vode, umesto za 14 dana, mogu ukloniti akrilamid

iz vode u potpunosti za dva dana (32).

1.5.6. NACINI IZLAGANJA AKRILAMIDU

Ljudi mogu biti izlozeni akrilamidu preko:
e ZemljisSta
e Vode
e Inhalacijom
e Dermalno

e Hranom

Akrilamid se u zemljis§tu moze naci kao posledica upotrebe materijala koji sadrze
akrilamid za izgradnju brana, bunara, tunela, ali isto i kao posledica bacene ambalaze koja u
sebi sadrzi akrilamid. Iako je biorazgradnja u zemljiStu moguca, pa ¢ak i dosta brza, kontakt
sa zemljisStem koje je u tom trenutku bogato akrilamidom mozZze biti znacajan izvor izlaganja
(26, 30, 40, 41).

Voda se u tretmanu obrade za pice, kao 1 u procesu precis¢avanja otpadnih voda tretira

sa akrilamidom. Izrada bunara za ¢ije se konstrukcije koristi akrilamid, takode mozZe biti
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nacin dospeca ove hemikalije u vodu. Konzumiranje vode kontaminirane akrilamidom je
jedan od puteva dospeca akrilmida u ljudski organizam (26, 30, 39, 40).

Koli¢ina akrilamida koja se moze naéi u atmosferskom vazduhu je mala i vezana je za
zadesne nezgode. Nacin na koji se ljudski organizam primarno izlaze akrilamidu kroz vazduh
je duvanski dim (80-83), kao pusaci ili sekundarno se izlazu¢i duvanskom dimu boravkom u
prostoriji u kojoj se pusi (26, 30, 42).

Dermalno izlaganje je, pored ishrane, najrasireniji nacin izlaganja akrilamidu, s
obzirom da, radeci u industriji sa proizvodima koji se prave sa sadrzajem akrilamida, miliomi
ljudi se svakodnevno izlazu njegovom dejstvu. Industrije u kojima se radnici izlazu
akrilamidu su: biotehnoloske laboratotije, proizvodnja akrilamida iz akrilnitrila, proizvodnja
polimera iz monomera akrilamida, preciS¢avanje vode, proizvodnja tekstila, boje, lepka,
ambalaZze, ¢eli¢na industrija, proizvodnja Secera i dr. (28, 41).

S obzirom da je 2002. godine akrilamid otkriven u pojedinim namirnicama, ishrana je
jo§ jedan nacin izlaganja akrilamidu. Prisustvo akrilamida je konstatovano u velikom broju
namirnica koje su u Sirokoj upotrebi (26, 39). Dokazano je da se putem laktacije akrilamid

prenosi na potomstvo (46, 85-87).

1.5.7. METABOLIZAM AKRILAMIDA

Studije i eksperimantalna istrazivanja na Zivotinjama ukazala su da postoje razlike u
apsorpciji i distribuciji akrilamida u zavisnosti kojim se putem unosi u organizam ispitivane
jedinke. Putem oralnog unosa 1mg/kg akrilamida kod pasa i svinja registrovana je najveca
distribucija akrilamida u miSi¢cnom tkivu (30-50%). Ostatak unete doze se kod pasa
detektovao u velikom procentu u jetri, a kod svinja u gastrointestinalnom traktu (88). Ovakva
distribucija akrilamida kod pomenutih jedinki se objaSnjava sporijom apsorpcijom akrilamda
kod svinja.

Istrazivanja na Swiss Webster Zenkama miSeva pokazala su da je distribucija u fetusu
skoro ravnomerna u svim organima, izuzev u fetalnom mozgu, gde je zabelezeno vece
nakupljanje (88).

Nakon inhalacije akrilamida, najveca koncentracija metabolita se detektuje u krvi, kozi,
slezini 1 plu¢ima, a kod dermalne aplikacije najveca distribucija akrilamida je u kozi 1 krvi. U

slu€aju intravenozne aplikacije akrilamid se u najve¢oj meri skuplja u eritrocitima (88).
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Apsorbovani akrilamid se moze metabolisati u dva razli¢ita jedinjenja. Jedna
mogucnost je da se uz pomo¢ P450 citohrom enzimskog sistema metaboliSe u glicidamid, dok
je druga moguénost da se uz pomo¢ glutation-S-transferaze konjuguje u N-acetil-S-(3-amino-
3-oksipropil) cistein (31, 33, 88-90).

Ekskrecija metabolisanog akrilamida se vrsi na slede¢e nacine: 40-70% apsorbovane
doze izbacuje se putem urina, 5-6% fekalno, 6% izdahnutim vazduhom i oko 15% putem Zuci
(88).

15.8. EFEKTI AKRILAMIDA NA ORGANIZAM
Stetni efekti akrilamida mogu se podeliti u nekoliko osnovnih grupa, u zavisnosti od

toga na koje sisteme organa deluju i kakav efekat izazivaju:

e Nervni sistem-akrilamid izaziva oStecenje aksona u centralnom i perifernom nervnom

sistemu (91-97). Posledica dejstva akrilamida su verifikovana slabost miSica, utrnulost ruku i
nogu, znojenje, nestabilnost, nespretnost, promene u kvalitetu vida (26, 98, 99). Efekat
akrilamida na nervni sistem zavisi od doze kojoj je organizam bio izlozen. Izlaganje velikim
dozama izaziva vrlo naglasene simptome i znake od strane nervnog sistema sa halucinacijama,
mentalnom konfuzijom, gubitkom pamcenja, oSteCenje perifernih nerava sa atrofijom misi¢a

ekstremiteta (100).

o Karcinogeneza-veliki broj studija posvecen je istrazivanju pojave tumora kao posledica

izlaganja akrilamidu. Izlaganjem zivotinja akrilamidu u eksperimentalnim studijama
konstatovana je povezanost sa pojavom tumora skrotuma (101), nadbubrezne Zlezde, karcinoma
bubrega (102), Stitne zlezde (103-105), dojke (106-108), usne Supljine i uterusa, tumora pluca
(27, 33, 80, 90, 100, 109-112), tumorom jetre (113), multiplog mijeloma i folikularnog limfoma
kod muskaraca (114). Pojedine studije daju rezultate koji pokazuju da izlaganje akrilamidu nije
povezano sa pojavom tumora mozga (115), kicmene mozdine (100), karcinomom pankreasa
(116), karcinomom prostate (117-120), tumorima gastrointestinalnog trakta (27, 121),
endometrijuma (122) i karcinoma jajnika. Opre¢ni su rezultati po pitanju dejstva akrilamida na
razvoj karcinoma kolona. Po jednim autorima akrilamid ne dovodi do razvoja karcinoma kolona
(123), dok po drugima ima uticaja (124). Pregled studija ispitivanja povezanosti unosa
akrilamida i pojave tumora u ljudskoj populaciji dat je u tabeli 5 (125):
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Tabela 5.: Pregled studija radenih u ispitivanju povezanosti unosa akrilamida i karcinoma

pojedinih organa

VRSTA KANC. DIZAJN STUD. POPULACIJA | VELICINA UZORKA PRVI AUT., GODINA
Mokraéna besika Case-control Svedska 538-kontrola Mucci, 2003
263-slucaja
Case-cohort Holandija 5000-kohortnih ¢lanova Hogervorst,2008

1210- slu¢ajeva

Dojka

Case-cohort

Italija/Svajcarska

3122-kontrola
2900-slucajeva

Pelluchi,2006

Cohort Svedska 61433-zena Larsson,2009
2952-slu€aja
Cohort SAD 90628-zena Wilson,2009
1179-slucajeva
Debelo crevo Case-control Italija/Svajcarska 4765-kontrola Pelluchi,2006

2280-slucaj

Cohort Svedska 45306-muskaraca Larsson,2009
676-sluCajeva
Case-cohort Holandija 5000-kohortnih ¢lanova Hogervorst,2008
2190- slu¢ajeva
Endometrijum Case-cohort Holandija 2589-kohortnih ¢lanova Hogervorst, 2007
327- slu¢ajeva
Cohort Svedska 61057-Zena Larsson,2009
368-slucajeva
Jednjak Case-control Italija/Svajcarska 1066-kontrola Pelluchi,2006
395-slucaj
Case-cohort Holandija 5000-kohortnih ¢lanova Hogervorst,2008
216- slu€ajeva
Zeludac Case-cohort Holandija 5000-kohortnih ¢lanova Hogervorst,2008
563- slu¢aja
Grkljan Case-control Italija/Svajcarska 3069-kontrola Pelluchi,2006
1276-slucajeva
Jajnik Case-cohort Holandija 2589-kohortnih ¢lanova Hogervorst,2007
300- slu¢ajeva
Cohort Svedska 61057-Zena Larsson,2009
368-slucajeva
Pankreas Case-cohort Holandija 5000-kohortnih ¢lanova Hogervorst,2008
349- slu€ajeva
Prostata Case-control Svedska 1188-kontrola Wilson,2008
1499-slucajeva
Case-cohort Holandija 5000-kohortnih &lanova Hogervorst,2008

2246- slu€ajeva
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Bubreg Case-control Svedska 538-kontrola Mucci,2003
133-slucaja
Case-cohort Holandija 5000-kohortnih ¢lanova Hogervorst, 2008

339- sluCajeva

Akrilamid je svrstan u grupu dokazano sigurnih karcinogena kod ekperimentalnih
zivotinja, dok se kod ljudi ta karcinogenost ne moze sa sigurnoscu potvrditi (90, 126, 127). Nacin
na koji akrilamid ispoljava karcinogeni efekat moze se ispoljiti u vidu genotoksic¢nosti, kao i
negenotoksi¢nim efektima putem endokrinih promena (128), putem aktivacije i overekspresije
ciklooksigenaze tip 2 (COX-2) - medijatora u inflamatornim reakcijama.

Genotoksi¢nost se ogleda u vezivanju metabolita glicidamida za delove DNA (129-
131), sto dovodi do proizvodnje oStecene DNA 1 pojave mutacija i ka nekontrolisanom rastu
osteCenih celija (27). Istrazivanja na miSevima i pacovima pokazuju da se oSteCenja DNA
javljaju samo u tkivima u kojima je doslo do pojave tumora nakon izlaganja akrilamidu (89).
Negenotoksi¢ni efekti koji vode u karcinogenezu su: promena redoks potencijala u celijama,
transformacija Celija i aneuploidija (27). Procenjene su dnevne tolerantne doze akrilamida za

karcinogenezu i krecu se izmedu 2,6 116 pg/kg-dan (132).

Akrilamid izaziva promene na hromozomima u vidu hromozomskih aberacija
(133,134), izmena sestrinskih hromatida, neplanirane sinteze DNA, oste¢enja DNA (130, 135,
136), pojave mikronukleusa (137-139) i patoloske embriogeneze (31-33,134). Skorija istrazivanja

pokazuju da genotoksi¢nost akrilamida nije konstatovana na in vitro modelima (140).
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e Reproduktivna toksicnost

Nakon oralnog izlaganja muskih miSeva akrilamidu zabelezeni su slede¢i efekti:
testikularna atrofija, smanjenje koli¢ine testosterona (105, 141) smanjenje broja spermatozoida
(47, 142, 143), smanjenje pokretljivosti spermatozoida (144, 145), degeneracija spermatogonija
(146, 147), spermatida (148) i spermatocita, kao i pojava multijedarnih dzinovskih ¢elija (32,
149).

e Drugi zabeleieni efekti:

Tretiranje eksperimentalnih zivotinja akrilamidom dovelo je do deplecije masnog
tkiva, smanjenja jetre i bubrega, atrofije skeletne muskulature, distenzije mokra¢ne besike, kao i
zadebljanja zida Zeluca (26).

Akrilamid prolazi placentalnu barijeru i izaziva promene fetusa koje se manifestuju
smanjenjem telesne tezine, pojavom oksidativnog stresa i patoloskim razvojem nervnog sistema,
poremecajem osifikacije, poremecajem motorike i brzine reagovanja (40, 46, 85, 150-152).

Unet hranom u organizam majke, akrilamid se putem laktacije prenosi na mladunce i takode
dovodi do smanjenja telesne tezine potomstva (87).

Kao posledica trovanja akrilamidom zabelezeno je smanjenje serumske koncentracije zn,
Se, Co, V i Mg (153). Akrilamid se smatra odgovornim za biomolekularni mehanizam osteéenja

nerava koji odgovara Alchajmerovoj bolesti (154, 155)
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1.5.9. BIOMARKERI ZA DETEKCIJU IZLAGANJA AKRILAMIDU

Biomarkeri izlaganja organizma akrilamidu su detektovanje:
e samog akrilamida
o metabolita akrilamida-merkapturi¢na kiselina (156)
e glicilamid (157)
e metabolit glicilamida-GAMA (158)
e jedinjenja sa hemoglobinom (48, 81-83, 159).

Biomarkeri koji su najcesce koriS¢eni u studijama su merkapturi¢na kiselina i glicilamid
(160-163).

Pracenje efekta unetog akrilamida na organizam vrsi se detektovanjem spoja
DNA sa glicilamidom. Ovi biomarkeri su konstatovani kod pacova i miseva izlozenih dejstvu
akrilamida (164-166).

U rutinskoj primeni klini¢ara ne koriste se biomarkeri za detekciju akrilamida u organizmu

pacijenta (26).
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1.6. ISPITANO DEJSTVO AKRILAMIDA NA ZELUDAC I ZNACAJ
STUDIJE

Da bismo razmatrali dejstvo akrilamida na tkivo Zeluca, moramo znati u kom kontekstu je
validno posmatrati akrilamid kao potencijalni Stetni Cinilac. Promene na tkivu zeluca mogu se
ocekivati u slucaju da monomer akrilamida dolazi u direktan kontakt sa tkivom zeluca. Ako
uzmemo primer izlaganja putem inhalacije, mogu se ocekivati efekti na respiratornom sistemu,
genotoksi¢nost, karcinogeni efekat, neurotoksi¢nost i drugi, ali se efekat na gastointestinalni
sistem, ne moze ocekivati sa velikom verovatno¢om. Nacin izlaganja akrilamidu koji je znacajan
u ispitivanju efekata na tkivo zeluca je oralni unos hemikalije. Pored izlaganja akrilamidu u
industriji, najraSireniji nacin izlaganja je putem unosa hrane bogate akrilamidnim monomerima,
unosa pijae vode u kojoj se mogu nac¢i rezidualni ostaci akrilamidnih monomera posle

neadekvatnog tretmana precis¢avanja (27).

Do sada ispitivani i poznati efekti akrilamida na tkivo Zeluca su malobrojni. Navode se
slucajevi zadesnog trovanja oralnim putem velikim koli¢inima akrilamida, kada se kao jedan od
krvarenjima, pored efekata od strane centralnog i perifernog nervnog sistema u vidu konfuzije,
halucinacija, slabosti, parestezija (45). Pojedine ekperimentalne studije na pacovima i miSevima,
u kojima se ispitivao gastrointestinalni sistem 1 efekti na tkivu Zeluca, izlaZzu rezultate da ni
makroskopskom ni histoloskom analizom tkiva nisu uoc¢ene nikakve promene (26). Sli¢na studija,
kod koje je akcenat na izlaganju vecoj dozi u kraéem vremenskom intervalu, pokazuje
patohistolosku promenu u vidu hiperplazije sluznice Zeluca (26). Akcenat u ispitivanju efekata
akrilamida na organizam dat je u ispitivanju karcinogeneze, neurotoksi¢nosti 1 genotoksi¢nosti
(24), ali su sporadi¢no izneti i podaci da akrilamid deluje hepatotoksicno (167), da uti¢e na
izazivanje adenomatozne polipoze kolona (168), dok je jos 1982. godine Miller pomenuo efekat
zadebljanja sluznice Zeluca kod trovanja akrilamidom (169). Opsezna studija sprovedena na
ljudskoj populaciji u Holandiji, 2008. godine, sa ispitivanjem unosa akrilamida putem hrane i
korelacijom sa tumorima gastrointestinalnog trakta daje rezultate koji govore u prilog da unos
akrilamida putem hrane nije povezan sa gastrointestinalnim tumorima (121). 1z 2008. godine,
eksperimentalna studija na pacovima, sprovedena u Egiptu, dala je najpreciznije histoloSke
rezultate promena na tkivu zeluca, koje su nastale kao posledica oralnog unosa akrilamida (29).

Rezultati histoloske analize ukazuju da postoje promene koje se manifestuju u teSkoj vakuolarnoj
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degeneraciji Celija epitela sluznice Zeluca, kao i da se u muskularnom sloju (tunica muscularis),

nalazi bogat mononuklearni ¢elijski zapaljenski infiltrat (29).

Prisutan je veliki rizik od unosa akrilamida preko ambalaze, posuda (boje, farbe), pijace
vode (u slucaju neadekvatnog tretmana), hrane. Specifi¢an nacin zivota u danasnje vreme, kada
zbog brzog tempa i mnostva obaveza, ishrana nije adekvatna i kada se pribegava ¢estoj upotrebi
“brze hrane”, koja je bogata akrilamidom, predstavlja dodatni rizik. Iz navedenih razloga je
sprovedeno nase ispitivanje da bliZze istrazimo promene na tkivu zeluca koje mogu nastati kao
posledica oralnog unosa akrilamida je opravdan i od velikog znacaja u boljem sagledavanju

povezanosti gastrointestinalnih tegoba i ishrane.
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1.7. KVANTITATIVNA MERENJA U HISTOLOGIJI I
PATOHISTOLOGIJI

1.7.1. LINEARNA MERENJA U MIKROSKOPI1JI

Linearna merenja su metode ¢ijom se primenom kvantitativno izraZzavaju kako histoloska
grada pojedinih struktura, tako i njihove patohistoloske promene. Linearnim mikrometarskim
merenjima stice se uvid u Sirinu i duzinu ispitivanih preseka. Da bi se izvelo linearno merenje
koriste se linearni ili okularni mikrometri. Okularni mikrometar je staklena plocica na kojoj su
ugravirani podeoci, a stavlja se u okular ili ve¢ postoji u sklopu okulara koji se koristi u svrhu
linearnih merenja. Postoje linearni mikrometri od 5 mm sa 50 podeoka (te je jedan podeok 1/10
mm), od 5 mm sa 100 podeoka (jedan podeok je 1/20 mm), od 10 mm sa 100 podeoka ( jedan
podeok je 1/10 mm) , kao i drugih srazmera. U okviru linearnih merenja potrebno je izvrsiti
bazdarnje mikroskopa za svaku kombinaciju primenjivanog uvecéanja objektiva i okulara. Pri tom

se izraCunava mikrometarski koli¢nik po formuli:

broj podeoka objektivnog mikrometra =10

Mikrometarski kolicnik= : :
broj podeoka okularnog mikrometra

Mikrometarski koli¢nik je neophodan da bismo vrednosti koje dobijemo merenjem
preveli u merne jedinice. Bazdarenje mikroskopa se vr$i pomocu objektivnog mikrometra, koji je
u vidu histoloske plo€ice sa ugraviranim podeocima i postavlja se na mesto plo€ice na stoc¢i¢u
mikroskopa. Na mesto okulara postavljamo okularni mikrometar. Nakon toga postavimo
uvecanje za koje odredujemo mikrometarski koli¢nik, izoStrimo sliku, pa dovedemo u paralelan
polozaj podeoke na oba mikrometra. Svaki peti podeok je duZzi. Postavljamo prve duze podeoke
na oba mikrometra da se prepokrivaju i zatim, bez pomeranja, brojimo podeoke i na jednom i na
drugom mikrometru do idu¢eg prepokrivanja duzih podeoka. Zatim ubacujemo brojeve u gore
navedenu formulu i na taj nain izraCunavamo mikrometarski koli¢nik. Za kvantifikovanje
merenja se dalje izraCunava broj podeoka koji prepokriva ispitivanu fazu, te se mnoZi sa
izraCunatim mikrometarskim koli¢nikom 1 dobija se vrednost izrazena u mm ili pm. Radi §to vece
preciznosti potrebno je uraditi viSe merenja, na vise histoloSkih rezova, te izracunati srednju

vrednost ispitivane faze (170, 171).
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1.7.2. STEREOLOSKA MERENJA U MIKROSKOPIJI

Kroz stereoloSka merenja se putem geometrijske verovatno¢e kvantitativno procenjuje

unutras$nja trodimenzionalna grada nekog tela, a na osnovu dvodimenzionalnih preseka istog.

Stereoloska merenja se vrSe na dvodimenzionalnim parafinskim rezovima uz upotrebu
odgovarajucih testnih mreZzica postavljenih u okular ili na mikrofotografijama histoloskih rezova
uz upotrebu odgovarajuc¢ih kompijuterskih programa prilagodenih za analizu slike. Testne
mrezice sastoje se od geometrijskih elemenata (tacke, linije, duzi, povrsine), koje imaju pravilan
raspored i medusobno stalan odnos (koherentni sistemi). Podela sitema se vrs$i u odnosu na

karakeristike-povrsina sistema, broj taaka, broj linija, duzina linija, te imamo slede¢u podelu:
e obi¢ni mrezasti
e dvostruki mrezasti
e mnogonamenski testni sistemi
e polukruzni (Merz-0v) testni sistem

Stereoloske velicine koje se najceSce odreduju su volumenska gustina, povrSinska gustina,
duzinska gustina, numericka gustina Cestica u jedinici zapremine, odredivanje veli¢ine Cestica,

odredivanje zakrivljenosti.
U radu su odredjivane volumenska i numericka gustina.

e Volumenska gustina je relativna veli¢ina kojom se odreduje udeo ispitivane faze tkiva

u ukupnom prostoru. Za izracunavanje volumenske gustine Koristi se formula:

Pf
Vof = —
VI ="p¢

Gde je Vvf — volumenska gustina ispitivane faze; £f — broj tataka testnog sistema
koje padaju na ispitivanu fazu; Pt— broj tacaka primenjenog testnog sistema.

Volumenska gustina je bez dimenzije, tj. ima eksponat 0 (npr. mm?*/ mm?3= mm°).
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e Numeri¢ka gustina pokazuje koliko Cestica ima u jedinici zapremine i takode je
relativna stereoloska veli¢ina. Za izraCunavanje numericke gustine koristili smo
DeHoff-ovu metodu, prilagodenu debljini reza , kao i veli¢ini ispitivanih ¢elija.

Formula za izracunavanje numericke gustine po ovoj metodi je:

Na = T
Gde je Nvf - numeric¢ka gustina ispitivanih &estica; N@ — broj preseka ispitivanih &estica
sa duzima testnog sistema; Il — broj preseka kontura sa testnim duZima; Y1, Y2-
koeficijenti koji ukazuju na oblik geometrijskog tela koji odgovara obliku ispitivanih
Cestica (vrednosti ovih koeficijenata su stalne vrednosti koje se prema obliku tela uzimaju
iz tabela ); N-ukupan broj preseka Cestica; At —testna povrsina (konstantna vrednost za
odreden testni sistem i za koriSteno uvecanje objektiva). Numericka gustina ima

dimenziju sa eksponatom -3 (npr. mm% mm3= mm).

Izuzetna vrednost stereoloskih merenja ogleda se u moguénosti uvida u trodimenzionalnu

strukturu ispitivanog tela (170, 171).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZE

2.1. CILJEVI

1. Utvrditi da li akutni tretman akrilamidom uzrokuje kvalitativne i kvantitativne promene

histoloske strukture Zeluca kod pacova soja Wistar:

e analiziom oCuvanosti kontinuiteta i citoloskih karakteristika povr§nog epitela i

7lezda

e semikvantitativnom analizom broja i rasporeda limfocita i granulocita u lamini

propriji mukoze

e kvantitativnim metodama odrediti zastupljenost Meissner-ovog i Auerbach-ovog

nervnog pleksusa, kao i broj i veli¢inu ganglijskih ¢éelija u zidu Zeluca

e analizom broja intaktnih mastocita u lamini propriji i u submukozi po jedinici

povrsine (linearnom mikrometrijom)

e analizom broja degranulisanih mastocita u lamini propriji i u submukozi po

jedinici povrsine (linearnom mikrometrijom)

2. StereoloSkom analizom kvantifikovati histoloske promene u tkivu Zeluca kod pacova soja

Wistar nakon primene akrilamida:
¢ Volumenska gustina tunicae mucosae-Vvtm
¢ Volumenska gustina povrsnog epitela-\Vvpe
e Volumenska gustina zlezda-Vvz
¢ Volumenska gustina laminae propriae-Vvip

¢ Volumenska gustina laminae muscularis-Vvim
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¢ Volumenska gustina tunicae submucosae-Vvtsm
¢ Volumenska gustina tunicae muscularis-Vvtmusc
e Volumenska gustina ¢elija u mitozi-Vvm

e Volumenska gustina Meissner-ovog i Auerbach-ovog nervnog pleksusa-Vvmnp i

Vvsmnp

e Volumenka gustina ganglijskih ¢elija Meissner-ovog i Auerbach-ovog pleksusa —

VVgémp i VVgésmp
e Volumenska gustina PGP-pozitivnih endokrinih éelija-Vveé

e Numericka gustina PGP-pozitivnih endokrinih celija-Nvec

3. Semikvantitativno, PAS/AB histohemijskom metodom, odrediti tip mucina u epitelnim
¢elijama sluznice zeluca kod pacova soja Wistar nakon primene akrilamida u odnosu na

ispitivane grupe.

4. Utvrditi da li se akutni efekat akrilamida na histoloSke strukture Zeluca kod pacova soja

Wistar razlikuje u odnosu na dozu i1 vreme i1zlozZenosti primenjenog akrilamida:

e dali primenjena veca doza akrilamida izaziva teZe i opseZnije promene, analizom 1
korelacijom zadatih parametra kvalitativne i kvantitativne analize (pobrojani u

cilju pod 1, 2, 3) na tkivu Zeluca

e da li produzena aplikacija akrilamida izaziva teZe 1 opseZnije promene, analizom 1
korelacijom zadatih parametra kvalitativne i kvantitativne analize (pobrojani u

cilju pod 1, 2, 3) na tkivu zeluca.
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2.2. HIPOTEZE

1. Akutni tretman akrilamidom prouzrokovace promene u histoloskim strukturama Zeluca
pacova soja Wistar u vidu vakuolarne degeneracije epitelnih ¢elija povrSnog epitela |
zlezda i aktivacije limfocita i granulocita, povecanja broja intaktnih i degranulisanih
mastocita, kao i promenu u vidu smanjenja zastupljenosti nervnih vlakana i smanjenja

broja nervnih ¢elija Maissner-ovog i Auerbach-ovog nervnog pleksusa u zidu Zeluca.

2. Pri akutnom tretmanu akrilamidom, promene u histoloskoj strukturi Zzeluca kod pacova

soja Wistar su u pozitivnoj korelaciji sa primenjenom dozom akrtilamida.

3. Dobijeni stereoloski parametri ¢e znacajnije pozitivno korelirati sa navedenim histolosko-

kvalitativnim promenama i jasnije ¢e i preciznije definisati tip i stepen nastalih promena.

4. Akutni tretman akrilamidom imace uticaja na promenu hemijskog sastava mukusa

sluznice zeluca kod pacova soja Wistar u smislu povecanja kiselosti.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. PREPARAT AKRILAMIDA

U eksperimentalnoj studiji primenjen je rastvor akrilamida u destilovanoj vodi (99%
cistoce, Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, SAD). Preparat je primenjivan u dozi od 25 mg/kg i

50 mg/kg telesne mase zZivotinja.

3.2. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

Eksperimentom, koji je izveden na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno-
matematickog fakulteta u Novom Sadu, je obuhvaceno 30 muzjaka pacova soja Wistar. Studija
je izvrSena uz saglasnost Eticke komisije za zaStitu dobrobiti oglednih Zivotinja Univerziteta u
Novom Sadu (broj 1-2011-03), kao i uz postovanje preporuka NIH (National Institutes of Health,
USA) “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”.

Zivotinje su odvojene od majke 22. dana po rodenju, izmerene i ujednagene po telesnoj masi.
Jedinke su podeljene u Sest grupa, dve kontrolne 1 Cetiri eksperimentalne grupe sa po pet jedinki

u svakoj grupi. Podela u grupe izvrsena je na slede¢i nacin:

1. Kontrolna grupa koja je tretirana destilovanom vodom u koli¢ini od 50pl u toku 24h
(K24)

2. Kontrolna grupa koja je tretirana destilovanom vodom u koli¢ini od 50ul u toku 72h
(ukupan volumen jedne aplikovane doze je 50ul) (K72)

3. Eksperimentalna grupa koja je tretirana dozom akrilamida od 25 mg/kg telesne mase u
toku 24h, ukupan volumen aplikovane doze je 50ul (AA25/24)

4. Eksperimentalna grupa koja je tretirana dozom akrilamida od 25 mg/kg telesne mase u
toku 72h, ukupan volume jedne aplikovane doze je 50ul (AA25/72)

5. Eksperimentalna grupa koja je tretirana dozom akrilamida od 50 mg/kg telesne mase u
toku 24h, ukupan volumen aplikovane doze je 50ul (AA50/24)

6. Eksperimentalna grupa koja je tretirana dozom akrilamida od 50 mg/kg telesne mase u

toku 72h, ukupan volumen jedne aplikovane doze je 50ul (AA50/72)
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Jedinke su tokom ogleda drzane u plasticnim kavezima, u kontrolisanim uslovima, 12 sati
svetlosti, 12 sati mraka, temperature prostorije 22+2°C. Paletirana hrana i voda bile su

zivotinjama dostupne ad libitum.

U svim ispitivanim grupama, rastvori su se primenjivali peroralno, putem jednodnevne

aplikacije u ukupnom volumenu od 50ul, na dan aplikacije u 8 i 30h ujutru.

Na dan zrtvovanja, zivotinjama nisu aplicirani niti destilovana voda, niti rastvor
akrilamida. Zivotinje su Zrtvovane u 9:00h ujutru, posle primenjene anestezije u vidu pare dietil
etra.

3.3. UZORKOVANJA I HISTOLOSKA OBRADA MATERIJALA

Nakon zZrtvovanja zivotinja, svi uzeti uzorci fiksirani su u 10% formalinu, pH 7,2. Fiksativ
je napravljen 24h pre zrtvovanja i drzan je na sobnoj temperaturi. Nakon fiksacije iz zeluca svih
ispitivanih grupa uzeta su po tri isecka, tako da su obuhvacene sve tri anatomske i histoloske
regije: | segment-kardija, 1l segment-korpus, 11l segment-pilorus. S obzirom na veli¢inu Zeluca i
nacin uzimanja iseCaka, skoro celokupan Zeludac je uzet za histolosku analizu. Nakon fiksacije,
koja je trajala 24h, isecci su najpre drzani u 70% etil-alkoholu 32 dana na 4 °C, zatim 24h u 95% i

23h u 100% etil-alkoholu. I i III segment Zeluca su zatim po tri minuta potapani u ksilol, a Segment Il je

drzan 4 minuta u ksilolu, da bi se potom svi isecci 19h drzali u parafinu.

Veli¢ina isecaka dozvolila je da se svi ise€ci jedne jedinke ukalupe u jedan parafinski
blok. Nakon formiranja blokova, svi isecci su seCeni Reichert-ovim mikrotomom na rezove

debljine 5 pm.
Isecci su potom bojeni standardnim bojenjem hematoksilinom i eozinom.

Za vizuelizaciju intracitoplazmatskih mucina primenjeno je standardno histohemijsko
bojenje PAS-AB metodom. U fizioloskim uslovima mucini u sluznici Zeluca su neutralni i PAS
pozitivni, dok su AB negativni. U slu¢aju poveéane ili ubrzane regeneracije sluznice, kao i
patolskih stanja pracenim oStecenjem celija i pojavom mladih oblika mukusnih ¢elija, mucini su

kiseli i AB pozitivni.
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Toluidin-plavo histohemijsko bojenje (Carlo Erba, Milano, Italija), primenjeno je za
vizuelizaciju mastocita. Toliudin-plavim se boje metahromatske granule u mastocitima te se tako

jasno uocava i izdvaja broj 1 vrsta mastocita (intaktni, degranulisani).

Imunohistohemijskom metodom PGP 9.5 (LABTEH, Beograd, Srbija) vrSena je

vizuelizacija PGP pozitivnih neuroendokrinih ¢elija, kao i nervnih pleksusa i ganglijskih ¢elija.

Za navedena bojenja primenjeni su standardni protokoli po uputstvima proizvodaca. Za

primenu imunohistohemijske metode PGP 9.5 koriStena su zivotinjska antitela.

Posle laboratorijske obrade materijala pristupilo se kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi
uzoraka. Kvantifikacija zadatih parametara je uradjena: semikvantitativnim merenjima i

kvantitativnim stereoloSkim i lineranim merenjima.

Kvalitativnom, histoloSkom analizom svi uzorci su pregledani pod svetlosnim
mikroskopom marke BIO OPTICA-ITALY, pri ¢emu su koristena uvecanja objektiva 4, 10, 20 i
40 puta i uvecanje okulara od 10 puta i analizirane i trazene promene histoloskih parametara
,,pod kontrolom oka“. Mikrofotografije su napravljene uz primenu mikroskopa Leica DM 2000
LED i kamere Leica DFC 420.
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3.4. NA OVAKO PRIPREMLJENOM MATERIJALU URADENA JE:
3.4.1. HISTOLOSKA ANALIZA UZORAKA SVETLOSNIM MIKROSKOPOM
3.4.2. SEMIKVANTITATIVNA ANALIZA
Semikvantitativnim merenjima analizirani su:
e tip mucina
e prisustvo i gustina limfocita u sluznici zeluca

e prisustvo 1 gustina granulocita u sluznici Zeluca

Semikvantitativna analiza znaci analiziranje prisustva i koli¢ine odredenog parametra i izrazava

se numeric¢ki od 0 do 3.

Semikvantitativna procena tipa mucina:
0-prisutna PAS pozitivnost
1-prisutna AB pozitivnost u 0-33% preparata
2-prisutna AB pozitivnost u 34-66% preparata
3-prisutna AB pozitivnost u 67-100% preparata

Zrele mukusne Celije pokazuju PAS pozitivnost i prisustvo neutralnih mucina, dok se nezrelost

¢elija pokazuje kroz AB pozitivnost i prisustvo kiselih mucina.

Semikvantitativna procena prisustva i gustine limfocita u sluznici Zeluca:
0-odsustvo limfocita u sluznici zida zeluca
1-prisustvo limfocita u lamini propriji sluznice zeluca u vidu blagog infiltrata
2-prisustvo limfocita u lamini propriji sluznice zeluca u vidu srednje gustog
infiltrata

3-prisustvo limfocita u u lamini propriji sluznice Zeluca u vidu gustog infiltrata
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Semikvantitativna procena prisustva i gustine granulocita u sluznici zeluca:
0-odsustvo granulocita u sluznici zida Zeluca
1-prisustvo pojedinac¢nih granulocita u lamini propriji sluznice Zeluca
2-prisustvo vecih grupa granulocita u lamini propriji sluznice zeluca

3-prisustvo granulocita u zlezdama

3.4.3. STEREOLOSKA ANALIZA
Stereoloskim merenjima odredene su:
A- volumenske gustine:
1. tunicae mucosae(sluznice)-Vvtm
2. povrsnog epitela-\/vpe
3. zZlezda-Vvz
4. laminae propriae-Vvip
5. laminae muscularis-Vvim
6. tunicae submucosae-Vvtsm
7. tunicae muscularis-Vvtmusc
8. celija u mitozi-Vvm
9. Meissner-ovog i Auerbach-ovog nervnog pleksusa-Vvmnp i Vvsmnp

10. ganglijskih ¢elija Meissner-ovog i Auerbach-ovog pleksusa — VVgémp i

VVgésmp

11. PGP-pozitivnih endokrinih celija-Vvec

B- numericka gustina PGP-pozitivnih endokrinih ¢éelija-Nvec

38



Stereoloska merenja su vrSena uz primenu viSenamenskog mreznog Weibel-ovog testnog
sistema M42 ugradenog u okular mikroskopa. Stereoloske veli¢ine koje su odredivane su
zapreminska (volumenska) gustina pojedinih faza tkiva zeluca i numericka gustina PGP
pozitivnih endokrinih ¢elija. Kako upotreba testne mrezice ne zahteva bazdarenje mikroskopa,
samo je postavljen okular sa ugraviranom mrezicom na mikroskop. Odabrano je odgovarajuce
uvecanje (okulara 10x i objektiva 40x) i zatim je na po Sest vidnih polja, na dva nesusedna
histoloska reza vrsena analiza. Prvo polje na rezu je birano metodom sluc¢ajnog izbora, a susednih
pet polja postujuci principe orijentacije u stereologiji prema slobodnim linijjama. Postujuci
navedene principe merenja, brojan je ukupan broj tacaka tesnog sistema koje padaju na ispitivanu
fazu ili broj preseka testnog sistema na ispitivanu fazu. Zatim su dobijene vrednosti uvrStene u

odgovarajuce formule za izraCunavanje volumenske 1 numeric¢ke gustine.

3.4.4. LINEARNA MERENJA
Lineranim merenjima odredjeni su:

1. broj ganglijskih ¢elija po jedinici linearne duZine na preseku
1.1. broj ganglijskih ¢elija u mientericnom nervnom pleksusu
1.2. broj ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom pleksusu
2. veli¢ina ganglijskih ¢elija izrazena u pm
2.1. veli¢ina ganglijskih ¢elija u mienteriénom nervnom pleksusu
2.2. veli€ina ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom pleksusu
3. broj intaktnih mastocita u lamini propriji i u submukozi po jedinici povrsine po preseku
3.1. broj intaktnih mastocita u lamini propriji
3.2. broj intaktnih mastocita u submukozi
4. broj degranulisanih mastocita u lamini propriji i u submukozi po jedinici povrSine po
preseku
4.1. broj degranulisanih mastocita u lamini propriji

4.2. broj degranulisanih mastocita u submukozi
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Za linearna merenja koristen je okularni mikrometar sa 100 podeoka, koji se postavlja na
mikroskop na mesto okulara. Za koriSteno uvecanje objektiva od 40x, izvrSeno je bazdarenje
mikroskopa 1 odreden mikrometarski koli¢nik (princip odredivanja opisan je u uvodu).
Mikrometarski koli¢nik je iznosio k=3,6. Zatim su vrSena merenja na po Sest vidnih polja na dva
nesusedna histoloska reza. Linearni mikrometar je postavljen tako da zaklapa priblizno prav ugao
sa ispitivanom fazom, kao i da prepokriva ispitivanu fazu (ganglijske ¢elije i mastociti), tako da
smo brojanjem podeoka i mnozenjem sa mikrometarskim koli¢nikom izracunali veli¢inu ¢elija
ispitivane faze, kao i1 broj ¢elija na posmatranoj linearnoj duzini tkiva i posmatranoj povrsini

tkiva.

3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka izvrSena je uz primenu programa IBM SPSS Statistics 21.

Izracunati su: srednje vrednosti, standardna devijacija (standardna greSka SE), statisticka

znacajnost dobijenih paramatara (T test) i Spirmanova korelacija svih kvantitativnih parametara.

Analizirane vrednosti svih parametara predstavljene su kroz srednje vrednosti, standardnu
devijaciju, standardne greske 1 nivoa znacajnosti nastalih razlika u okviru svake grupe

eksperimentalnih Zivotinja.

Za odredivanje postojanja, smera 1 jacine veza izmedu promenljivih koriS¢ena je

Spirmanova korelacija ranga.

S obzirom na veli¢inu uzorka 1 distribuciju vrednosti unutar grupa, za ocenjivanje razlika
izmedu grupa kori$éeni su neparametrijski testovi: Mann-Withney U test za poredenje dve grupe

i Kruskal-Wallis test za poredenje rezultata tri ili viSe grupa.

Statisticki rezultati predstavljeni su tabelarno i pomocu grafikona. Tabele 1 grafikoni su

odradeni uz primenu programa Word 1 Excel 1 IBM SPSS Statistics 21.
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4. REZULTATI

4.1. KVALITATIVNA HISTOLOSKA ANALIZA

Histoloskom, kvalitativnom analizom uzorka uocCava se ocCuvanost kontinuiteta svih
slojeva zida, ne samo u kontrolnim, ve¢ i u eksperimentalnim grupama tretiranim akrilamidom.
Na prisutnoj sluznici, podsluznici, miSi¢nom i spoljasnjem sloju nisu uocena gruba osStecenja ili
nedostatak bilo kojeg od pomenutih odeljaka tkiva. PovrSni epitel sluznice je prisutan, a epitelne
¢elije su bez citoloSkih promena tipa vakuolarne degeneracije, erozije ili drugih patoloskih
promena. Epitel zlezda je bez prisutnih znakova metaplazije ili displazije. Debljina podluznice u
eksperimentalnim grupama, tretiranim akrilamidom pokazuje blago smanjenje. U lamini
muskularis, kao ni u tunici muslkularis, neke vece i znacajnije promene se ne uocavaju (Slika 5,

A-F).
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Slika 5. Prikaz histoloske grade zida Zeluca pacova (HE, 1 0). A:Kontrolna grupa K2. B:
Kontrolna grupa K72. C: Eksperimentalna grupa AA25/24. D: Eksperimentalna grupa AA25/72.

E: Eksperimentalna grupa AA50/24. F: Eksperimentalna grupa AA50/72
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Brojnost ¢elija u mitozi u epitelu sluznice Zeluca povecava se u grupama tretiranim

akrilamidom (Slika 6, A-F).

Slika 6: Prikaz celija u mitozi u epitelu sluznice Zeluca pacova (HE, 40x). A:Kontrolna grupa
K24. B: Kontrolna grupa K72. C: Eksperimentalna grupa AA25/24. D: Eksperimentalna grupa
AA25/72. E: Eksperimentalna grupa AA50/24. F: Eksperimentalna grupa AA50/72
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HistoloSkom analizom preparata bojenih HE metodom, konstatovana je retka i sporadi¢na
prisutnost limfocita u pojedinim grupama tretiranim akrilamidom (Slika 7, A-F).

Slika 7: Prikaz limfocita u lamini propriji sluznice Zeluca pacova (HE, 40x). A:Kontrolna grupa
K24. B: Kontrolna grupa K72. C: Eksperimentalna grupa AA25/24. D: Eksperimentalna grupa
AA25/72. E: Eksperimentalna grupa AA50/24. F: Eksperimentalna grupa AA50/72
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U lamini propriji Kkonstatuje se prisustvo granulocitnog infiltrata i stiCe se utisak
povecanja broja zapaljenskih ¢elija u grupama tretiranim akrilamidom (Slika 8, A-F).

Slika 8: Prikaz granulocita u lamini propriji sluznice Zeluca pacova (HE, 40x). A:Kontrolna
grupa K24. B: Kontrolna grupa K72. C: Eksperimentalna grupa AA25/24. D: Eksperimentalna
grupa AA25/72. E: Eksperimentalna grupa AA50/24. F: Eksperimentalna grupa AA50/72
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Auerbach-ov i Meissner-ov nervni pleksus su prisutni u svim ispitivanim grupama
Zivotinja i ganglijske ¢elije se uoc¢avaju na svetlosnoj mikroskopiji (Slika 9, A-F).

s ‘d/.. 3‘ Y
,ﬂ'.\,

Slika 9: Mientericni nervni pleksusi (PGP 9.5, 40x). A:Kontrolna grupa K24. B: Kontrolna
grupa K72. C: Eksperimentalna grupa AA25/24. D: Eksperimentalna grupa AA25/72. E:

Eksperimentalna grupa AA50/24. F: Eksperimentalna grupa AA50/72
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4.2. SEMIKVANTITATIVNA HISTOLOSKA ANALIZA

4.2.1. SEMIKVANTITATIVNA HISTOHEMIJSKA PROCENA TIPA MUCINA

Tip mucina analiziran je na preparatima bojenim sa PAS-AB histohemijskom metodom.
U svim uzorcima iz kontrolnih grupa prisutni su neutralni intraepitelni mucini, te su ¢elije PAS
pozitivne i AB negativne (slika 8). Eksperimentalne grupe tretirane akrilamidom u svim dozama,
kao i u svim vremenskim periodima pokazuju AB pozitivnost (slika 8). Stepen AB pozitivnosti u
eksperimentalnim grupama krece se od 0,6 do 1,2 (tabela 6) i ilustrativno je predstavljen na

grafikonu 1.

Tabela 7: Prikaz srednje (mean), minimalne (min) i maksimalne (max) vrednosti AB pozitivnosti

mucina u povrsnim epitelnim celijama sluznice Zeluca u grupama eksperimentalnih Zivotinja

GRUPA Mean Min. Max.
K24 0 0 0
K72 0 0 0
AB+ AA25/24 0,8 0 2
AA25/72 0,8 0 1
AA50/24 0,6 0 1
AA50/72 1,2 1 2

Statistickom analizom semikvantitativno dobijene PAS-AB vrednosti i poredenjem po

pojedinim grupama statisticki znacajna razlika nije konstatovana.
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Slika 10: PAS-AB, 20x. A:Kontrolna grupa K24. B: Kontrolna grupa K72. C: Eksperimentalna
grupa AA25/24. D: Eksperimentalna grupa AA25/72. E: Eksperimentalna grupa AA50/24. F:
Eksperimentalna grupa AA50/72
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Grafikonl: Semikvantitativne vrednosti PAS-AB pozitivnosti u kontrolnim i eksperimentalnim grupama

Zivotinja
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4.2.2. SEMIKVANTITATIVNA PROCENA INFLAMATORNOG ODGOVORA

4.2.2.1. SEMIKVANTITATIVNA PROCENA PRISUSTVA LIMFOCITA

U kontrolnim grupama nije uoceno prisustvo limfocita, te su ocenjeni ocenom 0. U
eksperimentalnim grupama AA25/72 i AAS50/24 prisutni su retki i sporadi¢ni limfociti 1
semikvantitativna ocena njihovog prisustva je 1 (tabela 8). U eksperimentalnim grupama
AA25/24 1 AA50/72 nisu uo¢ene nakupine limfocita.

Tabela 8: Semikvantitativna analiza prisustva limfocita u sluznici Zeluca pacova

GRUPA Mean Min. Max.
K24 0 0 0
K72 0 0 0

Ly AA25/24 0 0 0
AA25/72 0,4 0 1
AAL0/24 0,2 0 1
AA50/72 0 0 0

Statistickom analizom semikvantitativno dobijene stope prisustva limfocita i poredenjem

po pojedinim grupama statisti¢ki znacajna razlika nije konstatovana.

50



4.2.2.2. SEMIKVANTITATIVNA PROCENA PRISUSTVA GRANULOCITA

Granulociti su u kontrolnim grupama i eksperimentalnoj grupi AA25/24 prisutni u

lamini propriji i ocenjeni ocenom 1 (Tabela 9). U eksperimentalnim grupama AA25/72, AA50/24

I AA50/72 semikvantitativna ocena prisutnosti granulocita u lamini propriji raste i kreé¢e se od

ocene 1,8 do 2 (Tabela 9). Kretanje semikvantitativnih vrednosti prisustva granulocita u sluznici

zeluca po grupama eksperimentalnih zivotinja ilustrativno su predstavljeni na grafikonu 2.

Tabela 9: Semikvantitativna analiza prisustva granulocita u lamini propriji sluznice Zeluca

pacova

GRUPA Mean Min. Max.
K24 1 1 1

Gr K72 1 1 1
AA25/24 1 1 1
AA25/72 2 2 2
AA50/24 1,8 1 2
AALQ/72 2 2 2

StatistiCkom analizom

semikvantitativno dobijene

stope prisustva granulocita

poredenjem po pojedinim grupama statisticki znacajna razlika nije konstatovana.
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Grafikon 2: Graficki prikaz semikvantitativnih vrednosti prisustva granulocita u sluznici Zeluca u

kontrolnim i eksperimentalnim grupama Zivotinja
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4.3. REZULTATI STEREOLOSKIH MERENJA

4.3.1. VOLUMENSKA GUSTINA SLUZNICE (TUNIKE MUKOZE)

Vrednosti volumenske gustine sluznice u grupama tretiranim akrilamidom u odnosu na
vrednosti u kontrolnim grupama pokazuju blagi porast (tabela 10). U eksperimentalnoj grupi
AAS50/72 zabelezen je blagi pad vrednosti volumenske gustine sluznice u odnosu na kontrolnu
grupu i ostale eksperimentalne grupe. Na box plot-u br. 1 se jasno vidi da je ovakav rezultat
posledica velikog odstupanja vrednosti kod jedne jedinke u okviru grupe, koja je ¢ak niza od

najnize zabeleZene vrednosti u kontrolnim grupama (box plot 1).

Tabela 10: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) volumenske gustine tunicae mucosae u zidu zeluca u grupama zivotinja obuhvacenih

eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.6293 0.548 0.702 0.0796
K72 0.6668 0.607 0.750 0.0575
Vvtm AA25/24 0.6612 0.583 0.789 0.0932
(mm°) AA25/72 0.6742 0.595 0.750 0.059
AA50/24 0.6970 0.631 0.756 0.0463
AA50/72 0.6232 0.539 0.702 0.0639

Statistickom analizom vrednosti volumenske gustine sluznice 1 poredenjem po pojedinim

grupama statisti¢ki znacajna razlika nije nadena.
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Box plot 1: Prikaz vrednosti volumenske gustine sluznice u kontrolnim i eksperimentalnim

zivotinja
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4.3.2. VOLUMENSKA GUSTINA POVRSNOG EPITELA

Vrednosti volumenske gustine povr$nog epitela u grupama tretiranim akrilamidom u

odnosu na vrednosti u kontrolnim grupama pokazuju pad (tabela 11).

Tabela 11: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) volumenske gustine povrsnog epitela u zidu Zeluca u grupama Zzivotinja obuhvacenih

eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.0590 0.0480 0.0650 0.0076
K72 0.0364 0.0210 0.0740 0.0213
Vvpe AA25/24 0.0487 0.0300 0.0600 0.0117
(mm°) AA25/72 0.0408 0.0180 0.0600 0.016
AA50/24 0.0442 0.0210 0.0650 0.0218
AA50/72 0.0496 0.0330 0.0710 0.0143

Analizom predstavljenih rezultata u box plot-u 2, vidi se odstupanje vrednosti volumenske
gustine povrSnog epitela u kontrolnoj grupi K72 (tretirani destilovanom vodom 72h). Zabelezene
su izuzetno niske vrednosti volumenske gustine povr$nog epitela kod jedinki iz pomenute grupe u
odnosu na drugu kontrolnu grupu, te je samim time to uzrok ovakve distribucije i pojave

ekstremnih vrednosti rezultata.

Statisticki znaCajne razlike izmedu vrednosti volumenske gustine povrSnog epitela

pojedinih grupa nisu nadene.
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Box plot 2: Prikaz vrednosti volumenske gustine povrinog epitela u kontrolnim i eksperimentalnim
grupama zivotinja
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4.3.3. VOLUMENSKA GUSTINA ZLEZDA

Poredenjem dobijenih vrednosti volumenske gustine zlezda u grupama tretiranim

akrilamidom u odnosu na vrednosti u kontrolnim grupama uocava se porast volumenske gustine

zlezda u eksperimentalnim grupama tretiranim akrilamidom (tabela 12).

Tabela 12: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna

devijacija (SD) volumenske gustine Zlezda u zidu Zeluca u grupama Zivotinja obuhvacenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.4983 0.402 0.568 0.0821
K72 0.5636 0.512 0.607 0.0378
| 474 AA25/24 0.5512 0.479 0.673 0.0859
(mm°) AA25/72 0.5892 0.494 0.690 0.0852
AA5L0/24 0.6208 0.515 0.696 0.0659
AA50/72 0.5236 0.440 0.616 0.0682

U svim grupama tretiranim akrilamidom uocava se porast volumenske gustine zlezda u

odnosu na kontrolne grupe, koji je za grupu AA 50/24 u odnosu na kontrolu K24 i statisticki

znaajan (p=0,05; U=2.000). Izmedu srednjih vrednosti volumenske gustine Zlezda postoji

statisticki znacajan pad u grupi AA 50/72 u odnosu na grupu AA 50/24 (p=0,028; U=1.000), koji

se moze objasniti pojavom ekstremno niskih vrednosti u okviru grupe, a $to se jasno vidi u box

plot-u 3.
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4.3.4. VOLUMENSKA GUSTINA LAMINE PROPRIJE

Rezultati merenja vrednosti volumenske gustine lamine proprije u grupama tretiranim

akrilamidom pokazuju pad u odnosu na vrednosti u kontrolnim grupama (tabela 13).

Tabela 13: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) volumenske gustine lamine proprije sluznice Zeluca u grupama Zivotinja obuhvacenih

eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.0435 0.0300 0.0570 0.0116
K72 0.0342 0.0210 0.0450 0.0099
Wip AA25/24 0.0336 0.0210 0.0420 0.0078
(mm°) AA25/72 0.0294 0.0210 0.0390 0.0068
AA50/24 0.0252 0.0150 0.0300 0.0062
AA50/72 0.0210 0.0090 0.0300 0.0082

Vrednosti volumenske gustine lamine proprije pokazuju statisticki znacajan pad u grupi
zivotinja tretiranih dozom akrilamida od 50 mg/kg 24h (AA 50/24) u odnosu na kontrolu K24
(p=0,025; U=1.000). lako prisutan, pad volumenske gustine lamine proprije u ostalim grupama

nije statisticki znacajan (box plot 4).
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Box plot 4: Prikaz vrednosti volumenske gustine lamine proprije u kontrolnim i eksperimentalnim
grupama zivotinja
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4.3.5. VOLUMENSKA GUSTINA LAMINE MUSKULARIS

Posmatrajuc¢i dobijene rezultate, uocava se pad vrednosti volumenske gustine lamine

muskularis u grupama tretiranim akrilamidom u odnosu na kontrolne grupe (tabela 14).

Produzenje vremenskog perioda izlaganja akrilamidu dovodi do veceg pada vrednosti

volumenske gustine lamine muskularis (box plot 5).

Tabela 14: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna

devijacija (SD) volumenske gustine lamine muskularis sluznice Zeluca u grupama Zivotinja obuhvacenih

eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.0293 0.0210 0.0360 0.0062
K72 0.0330 0.0240 0.0480 0.0090
Vvim AA25/24 0.0264 0.0060 0.0420 0.0136
(mm°) AA25/72 0.0246 0.0120 0.0360 0.0091
AA50/24 0.0294 0.0180 0.0480 0.0113
AA50/72 0.0282 0.0240 0.0300 0.0027

Statisticki znacajna razlika nije zabeleZena izmedu vrednosti volumenske gustine lamine

muskularis u eksperimentalnim grupama Zivotinja.
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Box plot 5: Prikaz vrednosti volumenske gustine lamine muskularis u kontrolnim i eksperimentalnim
grupama zivotinja
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4.3.6. VOLUMENSKA GUSTINA PODSLUZNICE

Vrednosti volumenske gustine podsluznice u grupama tretiranim akrilamidom u odnosu
na vrednosti u kontrolnim grupama pokazuju pad (tabela 15). Veli¢ina doze i duzina izloZenosti
vode proporcionalno ve¢em padu vrednosti volumenske gustine podsluznice. U eksperimentalnoj
grupi AA50/72 uocava se odstupanje vrednosti volumenske gustine podsluznice, koja pokazuje
vece vrednosti nego odgovarajuc¢a kontrolna grupa (K72). Na box plot-u broj 6 moze se videti da

je takva vrednost posledica odstupanja individualnih vrednosti u okviru grupe (box plot 6).

Tabela 15: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) volumenske gustine tunicae submucosae u zidu zeluca u grupama zivotinja obuhvacenih

eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.0538 0.0360 0.0770 0.0186
K72 0.0422 0.0090 0.0650 0.0303
Vvtsm AA25/24 0.0384 0.0060 0.0510 0.0188
(mm°) AA25/72 0.0330 0.0150 0.0600 0.0181
AA50/24 0.0204 0.0060 0.0330 0.0121
AA50/72 0.0476 0.0150 0.0830 0.0318

Izmedu srednjih vrednosti volumenske gustine podsluznice konstatovan je statisticki
znacajan pad u eksperimentalnoj grupi AA 50/24 u odnosu na kontrolnu grupu K24 (p=0,014;
U=1.000).
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Box plot 6: Prikaz vrednosti volumenske gustine podsluznice u kontrolnim i eksperimentalnim grupama
zivotinja
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4.3.7. VOLUMENSKA GUSTINA MISICNOG SLOJA

Volumenska gustina miSi¢nog sloja u grupama tretiranim akrilamidom pokazuje najpre
pad vrednosti u odnosu na kontrolne grupe, da bi produzenjem vremena izlaganja akrilamidu i
poveéanjem doze doslo do povecanja vrednosti volumenske gustine misi¢nog sloja (tabela 16,

box plot 7).

Tabela 16: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) volumenske gustine tunicae muscularis u zidu Zeluca u grupama zivotinja obuhvacenih

eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.2605 0.226 0.295 0.0350
K72 0.2850 0.241 0.327 0.0402
Vvtmusc AA25/24 0.1908 0.149 0.286 0.0548
(mm°) AA25/72 0.2802 0.235 0.372 0.0622
AA50/24 0.2584 0.229 0.289 0.0274
AA50/72 0.3298 0.283 0.387 0.0451

Statisticki znacajna razlika volumenske gustine tunike muskularis registrovana je izmedu
grupa AA25/24 i AA 25/72 (p=0,047; U=3,000), kao i izmedu grupa AA 50/24 i AA 50/72
(p=0,028; U=2,000). Izmedu pomenutih grupa dolazi do statisticki zna¢ajnog porasta volumenske

gustine tunike muskularis, povezanog sa duzim periodom izlaganja akrilamidu.

65



400

350+

300+

250+

VgTun.Musk.

.200+
1504 ?

1004

I I | | |
K24 K72 AAIS24  AA2S5/T2 AASD24  AAS0/72
Grupa

Box plot 7: Prikaz vrednosti volumenske gustine miSi¢nog sloja u kontrolnim i eksperimentalnim
grupama zivotinja
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4.3.8. VOLUMENSKA GUSTINA CELIJA U MITOZI

Dobijene vrednosti volumenske gustine ¢elija u mitozi pokazuju porast, koji je veéi u
grupama tretiranim veom dozom akrilamida, a takode i produzenjem vremena izlaganja

akrilamidu (tabela 17).

Tabela 17: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) volumenske gustine Celija u mitozi u sluznici Zeluca u pojedinim grupama Zivotinja

obuhvacéenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.0005 0.000 0.002 0.0010
K72 0.0004 0.000 0.002 0.0009
Vvm AA25/24 0.0048 0.002 0.008 0.0023
(mm°) AA25/72 0.0064 0.006 0.008 0.0009
AA50/24 0.0080 0.006 0.010 0.0014
AALQ/72 0.0120 0.010 0.014 0.0014

Volumenska gustina mitoza pokazuje statisticki znacajan porast izmedu sledecih grupa:
K24 i AA 25/24 (p=0,017; U=0.500), K24 i AA 50/24 (p=0,011; U=0.000), K72 i AA 25/72
(p=0,005; U=0.000), K72 i AA50/72 (p=0,006; U=0,000), AA 25/24 i AA 50/24 (p=0,039;
U=3.000), AA 25/72 i AA 50/72 (p=0,006; U=0.000), AA 50/24 i AA 50/72 (p=0,010; U=0.500).
Ovako dobijene vrednosti (box plot 8) pokazuju da povecanje doze, kao i vremena izloZenosti

akrilamidu doprinose povecanju volumenske gustine mitoza u grupama tretiranih zivotinja.
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Box plot 8: Prikaz vrednosti volumenske gustine ¢elija u mitozi u kontrolnim i eksperimentalnim

grupama zivotinja
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4.3.9. VOLUMENSKA GUSTINA NERVNIH PLEKSUSA

4.3.9.1. VOLUMENSKA GUSTINA SUBMUKOZNOG NERVNOG PLEKSUSA

Vrednosti volumenske gustine submukoznog nervnog pleksusa pokazuju pad u grupama
tretiranim akrilamidom u odnosu na kontrolne grupe (tabela 18). Zabelezeni pad vrednosti
volumenske gustine submukoznog nervnog pleksusa je neznatno veci sa produZzenjem vremena

izlaganja akrilamidu, dok se s pove¢anjem doze ne uocava veci pad vrednosti.

Tabela 18: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) volumenske gustine submukoznog nervnog pleksusa u grupama Zivotinja obuhvacenih

eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.0185 0.0080 0.0480 0.0197
K72 0.0498 0.0240 0.0710 0.0199
Vvsmnp AA25/24 0.0096 0.0060 0.0140 0.003
(mm°) AA25/72 0.0092 0.0060 0.0160 0.0041
AA50/24 0.0120 0.0080 0.0180 0.0037
AA50/72 0.0084 0.0060 0.0120 0.0026

Volumenska gustina submukoznog nervnog pleksusa pokazuje statisti¢i znacajan pad u
grupama tretiranim akrilamidom dozom od 25 mg/kg, 72h (AA 25/2) i dozom od 50 mg/kg, 72h
(AA 50/72) u odnosu na kontrolnu grupu K72 (p=0,009; U=0.000).
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Box plot 9: Prikaz vrednosti volumenske gustine submukoznog nervnog pleksusa u kontrolnim i
eksperimentalnim grupama Zivotinja
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4.3.9.2. VOLUMENSKA GUSTINA MIENTERICNOG NERVNOG PLEKSUSA

Vrednosti volumenske gustine mientericnog nervnog pleksusa pokazuju pad u grupama
tretiranim akrilamidom u odnosu na kontrolne grupe (tabela 19), s tim da je taj pad nesto veéi u

grupama tretiranim ve¢om dozom akrilamida (AA50/24 1 AA50/72).

Tabela 19: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) volumenske gustine mientericnog nervnog pleksusa u grupama Zzivotinja obuhvacenih

eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.0910 0.083 0.105 0.0097
K72 0.1066 0.101 0.111 0.0052
vvmnp AA25/24 0.0408 0.032 0.050 0.0070
(mm°) AA25/72 0.0470 0.026 0.063 0.0134
AA50/24 0.0392 0.032 0.050 0.0083
AA50/72 0.0360 0.028 0.048 0.0079

Izmedu srednjih vrednosti volumenske gustine mientericnog nervnog pleksusa
konstatovana je statisticki znacajna razlika u grupama K24 i AA 25/24 (p=0,014; U=0.000), K24
i AA 50/24 (p=0,014; U=0.000), K72 i AA 25/72 (p=0,008; U=0.000), K72 i AA50/72 (p=0,009;
U=0.000). Pad vrednosti volumenske gustine mientericnog nervnog pleksusa konstatovan je u
svim grupama tretiranim akrilamidom (box plot 10) i pokazuje statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolne grupe. Medutim, ovakav rezultat pokazuje da promene nastale na
mientericnom pleksusu nisu uslovljene ni povecanjem doze, ni produzenjem vremena izlaganja

jedinke akrilamidu.
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Box plot 10: Prikaz vrednosti volumenske gustine mientericnog nervnog pleksusa u kontrolnim i
eksperimentalnim grupama Zivotinja
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4.3.10. VOLUMENSKA GUSTINA GANGLIJSKIH CELIJA

4.3.10.1. VOLUMENSKA GUSTINA GANGLIJSKIH CELIJA U SUBMUKOZNOM
NERVNOM PLEKSUSU

Volumenska gustina ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom pleksusu prikazana je u
tabeli broj 20 i na box plotu broj 11. Vrednosti volumenske gustine ganglijskih ¢elija u
kontrolnim grupama su priblizno jednake, dok u eksperimentalnim grupama Zzivotinja ganglijske
¢elije u submukoznom nervnom pleksusu nisu konstatovane.

Tabela 20: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) volumenske gustine ganglijskih ¢elija u submukoznom nervinom pleksususu

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.0035 0,002 0,006 0,0019
K72 0,004 0,002 0,006 0,002
Vvgésmp AA25/24 0.000 0.000 0.000 0.000
(mm°) AA25/72 0.000 0.000 0.000 0.000
AA50/24 0.000 0.000 0.000 0.000
AA50/72 0.000 0.000 0.000 0.000

Razlika vrednosti volumenskih gustina ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom
pleksusu je statisticki znacajna za sledece grupe: K24 i AA25/24 (p=0,007; U=0.000), K24 i AA
50/24 (p=0,007; U= 0.000), K72 i AA 25/72 (p=0,005; U=0.000), K72 i AA 50/72 (p=0,005;
U=0.000).
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Box plot 11: Prikaz vrednosti volumenske gustine ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom

pleksusu po grupama eksperimentalnih Zivotinja
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4.3.10.2. VOLUMENSKA GUSTINA GANGLIJSKIH CELIJA U MIENTERICNOM
NERVNOM PLEKSUSU

Vrednosti volumenske gustine ganglijskih ¢elija u mienterichom nervnom pleksusu
pokazuju nize vrednosti u svim eksperimentalnim grupama tretiranim akrilamidom u odnosu na
kontrolne grupe (tabela 21). Razlika vrednosti volumenske gustine ganglijskih ¢elija u grupama

tretiranim akrilamidom bez obzira na dozu i vreme izlaganja akrilamidu je neznatna.

Tabela 21: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) volumenske gustine ganglijskih celija u mientericnom nervnom pleksususu u grupama

Zivotinja obuhvacéenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.0490 0.042 0.058 0.0068
K72 0.0610 0.052 0.067 0.0056
Wvgémp AA25/24 0.0224 0.016 0.026 0.0041
(mm°) AA25/72 0.0292 0.018 0.044 0.0094
AA50/24 0.0280 0.024 0.034 0.0042
AA50/72 0.0216 0014 0.026 0.005

Razlika vrednosti volumenskih gustina ganglijskih ¢elija u mientericnom nervnom
pleksusu je statisticki znacajna za sledece grupe: K24 i K72 (p=0,027; U=1.000), K24 i AA 25/24
(p=0,014; U=0.000), K24 i AA 50/24 (p=0,014; U=0,000), K72 i AA 25/72 (p=0,009; U=0.000),
K72 i AA 50/72 (p=0,009; U=0.000). Konstatovani pad vrednosti volumenske gustine ganglijskih
¢elija pokazuje statisticki znacajan pad vrednosti u odnosu na kontrolne grupe. Nastalo oSte¢enje

zavisi i od doze i od vremena izlaganja akrilamidu (box plot 12).
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Box plot 12: Prikaz vrednosti volumenske gustine ganglijskih ¢elija u mienteri¢nom nervnom

pleksusu po grupama eksperimentalnih Zivotinja
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4.3.11. VOLUMENSKA GUSTINA PGP-POZITIVNIH ENDOKRINIH CELIJA

Merenje volumenske gustine PGP pozitivnih endokrinih ¢elija pokazuje vrlo diskretan
pad u eksperimentalnim grupama tretiranim akrilamidom (AA25/24, AA25/72, AA50/24,
AAS50/72) u odnosu na kontrolne grupe (K24, K72). U tabeli 22 mogu se videti brojcane
vrednosti volumenske gustine PGP pozitivnih ¢elija, gde se moze izraunati da se razlika te
vrednosti kre¢e izmedu 0,002-0,01 u eksperimentalnim u odnosu na kontrolne grupe, dok je

medu pojedinim eksperimentalnim grupama ta razlika zanemarljiva.

Tabela 22: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) volumenske gustine PGP pozitivnih Ccelija u sluznici Zeluca u grupama Zivotinja

obuhvacenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.0345 0.026 0.046 0.0101
K72 0.0280 0.018 0.046 0.0108
Vveé AA25/24 0.0256 0.016 0.032 0.0061
(mm°) AA25/72 0.0260 0.002 0.036 0.0146
AA50/24 0.0262 0.018 0.034 0.0061
AA50/72 0.0258 0.019 0.036 0.0084

Vrednosti volumenske gustine PGP pozitivnih ¢elija u svim grupama tretiranim
akrilamidom pokazuju blag pad u odnosu na kontrolne grupe koji nije statisticki znacajan (box
plot 13).
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Box plot 13: Prikaz vrednosti volumenske gustine PGP pozitivnih ¢éelija u kontrolnim i eksperimentalnim
grupama zivotinja
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4.4. NUMERICKA GUSTINA PGP-POZITIVNIH ENDOKRINIH CELIJA

Tabela 23 daje prikaz vrednosti numericke gustine PGP pozitivnih ¢elija. U kontrolnim
grupama 1 eksperimentalnoj grupi AA25/24 numericka gustina PGP pozitivnih celija ima
vrednosti od 0,0003 (K24) i 0,0002 (K72, AA25/24) mm™, dok se u ostalim eksperimentalnim
grupama konstatuje pad vrednosti numeri¢ke gustine PGP pozitivnih éelija i iznosi 0,0001 mm™

(tabela 23).

Tabela 23: Srednja vrednost (mean), minimalna (min), maksimalna vrednost (max) i standardna
devijacija (SD) numericke gustine PGP pozitivnih Celija u sluznici zZeluca u grupama Zivotinja

obuhvacenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 0.0003 0.0002 0.0004 0.0001
K72 0.0002 0.0002 0.0002 0.0000
Nveé AA25/24 0.0002 0.0001 0.0003 0.0001
(mm?) AA25/72 0.0001 0.0001 0.0002 0.0001
AAB0/24 0.0001 0.0001 0.0002 0.0000
AAB0/72 0.0001 0.0000 0.0001 0.0000

Vrednosti numeric¢ke gustine PGP pozitivnih celija statisticki su znacajno razlicite izmedu
grupa K24 i K72 (p= 0,03; U=2.500), K24 i AA 50/24 (p=0,014; U=0.000), K72 i AA 50/72
(p=0,005; U=0.000). Ovakva distribucija rezultata (box plot 14) pokazuje da pad vrednosti
numeri¢ke gustine ne zavisi od duZine izlaganja akrilamidu, odnosno oSte¢enje nastalo pri

odgovarajucoj dozi, nece se povecavati produzenjem vremena izlaganja.
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Box plot 14: Prikaz vrednosti numericke gustine PGP pozitivnih éelija u kontrolnim i eksperimentalnim
grupama zivotinja
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4.5. LINEARNA MERENJA

45.1. PROSECAN BROJ GANGLIJSKIH CELIJA PO JEDINICI LINEARNE DUZINE

45.1.1. PROSECAN BROJ GANGLIJSKIH CELIJA U SUBMUKOZNOM NERVNOM

PLEKSUSU

Broj ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom pleksusu za sve kontrolne i
eksperimentalne grupe prikazan je u tabeli (tabela 24, box plot 15). Bitno je naglasiti da su u
kontrolnim grupama nadene ganglijske Ccelije, dok u eksperimentalnim grupama Zzivotinja
tretiranim akrilamidom ganglijske ¢elije u submukoznom nervnom pleksusu nisu nadene (tabela

24), sto ukazuje na postojanje statisticki znacajne razlike kontrolnih u odnosu na eksperimentalne

grupe Zivotinja.

Tabela 24: Prosecan broj ganglijskih celija u submukoznom nervnom pleksusu, (Mean), minimalna (Min),

maksimalna vrednost (Max) u grupama zZivotinja obuhvacenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max.
K24 2 0 2
K72 2 0 2
Broj SMGC AA25/24 0 0 0
(na360 um) AA25/72 0 0 0
AA50/24 0 0 0
AA50/72 0 0 0
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Box plot 15: Prikaz vrednosti broja ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom pleksusu u kontrolnim i
eksperimentalnim grupama Zivotinja
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4.5.1.2. PROSECAN BROJ GANGLIJSKIH CELIJA U MIENTERICNOM NERVNOM
PLEKSUSU

Primenjena linearna mikrometrija daje rezultat po kom je broj ganglijskih celija u
mientericnom nervnom pleksusu u kontrolnim grupama duplo veé¢i u odnosu na sve
eksperimentalne grupe tretirane akrilamidom. ProduZenje vremena izlaganja akrilamidu vodi
padu broja zabeleZenih ganglijskih ¢éelija u mientericnom nervnom pleksusu na posmatranoj

linearnoj duzini (tabela 25).

Tabela 25: Prosecan broj ganglijskih éelija u mientericnom nervnom pleksusu, (Mean), minimalna (Min),
maksimalna vrednost (Max) i standardna devijacija (SD) u grupama Zivotinja obuhvacéenih

eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 10.375 4 23 3.957
K72 9.280 4 21 2471
Broj MienGC AA25/24 5.060 0 10 1.410
(na360 pm) AA25/72 4.360 0 8 0.537
AA50/24 4.660 0 12 0.805
AA50Q/72 3.600 0 7 0.339

Izmedu srednjih vrednosti broja ganglijskih ¢elija u mienteri¢cnom nervnom pleksusu (box
plot 16) konstatovana je statisti¢ki znacajna razlika izmedu slede¢ih grupa: K24 i AA 25/24
(p=0,027; U=1.000), K24 i AA 50/24 (p=0,019; U=0.500), K72 i AA 25/72 (p=0,008; U=0.000),
K72 i AA 50/72 (p=0,009; U=0.000), AA 50/24 i AA 50/72 (p=0,012; U=0.500), AA 25/72 i AA
50/72 (p=0,034; U=2.500). Ovakvi rezultati govore u prilog tome da je statisticki znacajan pad
broja ganglijskih ¢elija u mientericnom nervnom pleksusu u vezi sa povecanjem doze, kao 1

produzenjem vremena izlaganja akrilamidu.
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Box plot 16: Prikaz vrednosti broja ganglijskih ¢elija u mienteri¢nom nervnom pleksusu u kontrolnim i
eksperimentalnim grupama Zivotinja
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452.1. PROSECNA VELICINA GANGLIJSKIH CELIJAU SUBMUKOZNOM NERVNOM
PLEKSUSU

Veli¢ina ganglijskih celija u submukoznom nervnom pleksusu merena linearnom
mikrometrijom pokazuje vrednosti preko 2 um i zabelezene su samo u kontrolnim grupama, jer u
eksperimentalnim grupama ganglijske ¢elije u submukozi nisu konstatovane (tabela 26, box plot
17).

Tabela 26: Prosecna velicina ganglijskih celija u submukoznom nervnom pleksusu, (Mean), minimalna
(Min), maksimalna vrednost (Max) i standardna devijacija (SD) izrazena u um u grupama Zivotinja

obuhvacenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 2.250 0.0 9.0 4.500
K72 2.160 0.0 10.8 4.829
Vel SMGC AA25/24 0.000 0.000 0.000 0.000
AA25/72 0.000 0.000 0.000 0.000
AA50/24 0.000 0.000 0.000 0.000
AA50/72 0.000 0.000 0.000 0.000

Vrednosti veli¢ine ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom pleksusu ne pokazuju

statisticki znaCajnu razliku u grupama Zivotinja obuhvacenim eksperimentom.
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Box plot 17: Prikaz vrednosti veli¢ine ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom pleksusu u kontrolnim
i eksperimentalnim grupama zivotinja
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4.5.2.2. PROSECNA VELICINA GANGLIJSKIH CELIJA U MIENTERICNOM NERVNOM
PLEKSUSU

Lineranim merenjima dobijene su vrednosti veliCine ganglijskih ¢elija u mienteri¢nom
nervnom pleksusu i rezultati pokazuju da su vrednosti vece u kontrolnim grupama. Posmatrajuci
ekperimentalne grupe, veli¢ina ganglijskih ¢elija u mientericnom nervnom pleksusu se smanjuje
u odnosu na kontrolne grupe, kao i1 sa produzenjem vremena izlaganja akrilamidu u obe dozne

grupe eksperimentalnih zivotinja (tabela 27).

Tabela 27: Prosecna velicina ganglijskih celija u mientericnom nervnom pleksusu, (Mean), minimalna
(Min), maksimalna vrednost (Max) i standardna devijacija (SD) izraZena u um u grupama Zivotinja

obuhvacenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max. SD
K24 15.750 13.2 204 3.263
K72 18.360 15.0 21.0 2.308
Vel MGC AA25/24 12.240 114 12.6 0.537
AA25/72 10.440 9.0 11.4 0.909
AA50/24 12.240 11.4 12.6 0.537
AA50Q/72 9.360 9.0 10.2 0.537

Veli¢ina ganglijskih ¢elija u mientericnom nervnom pleksusu se znacajnije smanjuje U
eksperimentalnim grupama u poredenju sa kontrolnim grupama, kao i sa produzenjem vremena
delovanja akrilamida, $to potkrepljuju rezultati koji su statisticki znacajno razliciti u slede¢im
grupama: K24 i AA25/24 (p=0,013; U=0.000), K24 i AA 50/24 (p=0,013; U=0.000), K72 i AA
25/72 (p=0,009; U=0.000), K72 i AA 50/72 (p=0,008; U=0.000), AA 25/24 i AA 25/72
(p=0,011; U= 0.500), AA 50/24 i AA 50/72 (p=0,007; U=0.000).
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Box plot 18: Prikaz vrednosti veli¢ine ganglijskih ¢elija u mienteri¢nom nervnom pleksusu u kontrolnim
i eksperimentalnim grupama zivotinja
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45.3. PROSECAN BROJ INTAKTNIH MASTOCITA PO JEDINICI POVRSINE

453.1. PROSECAN BROJ INTAKTNIH MASTOCITA U LAMINI PROPRIJI
MUKOZE PO JEDINICI POVRSINE

Analiza intaktnih mastocita u lamini propriji pokazuje prisustvo istih u kontrolnoj grupi
K24, gde je registrovan prosecan broj intaktnih mastocita u lamini propriji 0, 25 po ispitivanom
vidnom polju, kao i u eksperimentalnoj grupi AA25/24, gde je vrednost 0,2 intaktna mastocita po
ispitivanom vidnom polju. U ostalim grupama obuhvacenim eksperimentom intaktni mastociti u

lamini propriji nisu zabeleZeni.

Tabela 28: Prosecan (Mean), minimalan (Min) i maksimalan (Max) broj intaktnih mastocita u lamini

propriji u grupama zivotinja obuhvacenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max.
K24 0,25 0 1
K72 0 0 0
INtMLP AA25/24 0,2 0 1
AA25/72 0 0 0
AA50/24 0 0 0
AA50/72 0 0 0

Statisticki znacajna razlika u broju intaktnih mastocita u lamini propriji medu grupama

obuhvacenim eksperimentom nije konstatovana.
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45.3.2. PROSECAN BROJ INTAKTNIH MASTOCITA U SUBMUKOZI PO
JEDINICI POVRSINE

Linearnim merenjem broja intaktnih mastocita u submukozi dolazimo do rezultata gde se
najveci broj intaktnih mastocita u submukozi registruje u kontrolnoj grupi K24. Kontrolna grupa
K72 i eksperimentalna grupa AA25/24 broje vrednost od 0,2 intaktna mastocita u submukozi po
ispitivanom vidnom polju, dok se taj broj povecava u eksperimentalnim grupama AA25/72 -0,6,
a u grupi AA50/24 iznosi 0,4, dok u grupi AA50/72 intaktni mastociti u submukozi nisu

konstatovani (tabela 29).

Tabela 29: Prosecan (Mean), minimalan (Min) i maksimalan (Max) broj intaktnih mastocita u submukozi

u grupama zivotinja obuhvacenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max.
K24 1 0 1
K72 0,2 0 1
IntMSM AA25/24 0,2 0 1
AA25/72 0,6 0 1
AA50/24 0,4 0 1
AA50/72 0 0 0

Ispitivanje postojanja statisticki znacajne razlike u broju intaktnih mastocita u submukozi

medu grupama obuhvacenim eksperimentom dalo je negativan rezultat.
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45.4. PROSECAN BROJ DEGRANULISANIH MASTOCITA PO JEDINICI POVRSINE

45.4.1. PROSECAN BROJ DEGRANULISANIH MASTOCITA U LAMINI PROPRIJI
MUKOZE PO JEDINICI POVRSINE

Degranulisani mastociti u lamini propriji u kontrolnim grupama i u eksperimentalnoj
grupi AA50/72 nisu zabelezeni. U eksperimentalnoj grupi AA25/24 prosecna vrednost broja
degranulisanih mastocita u lamini propriji je 0,2 mastocita po vidnom polju, dok je u
eksperimentalnim grupama AA25/72 i AA50/24 ta vrednost 0,8 (tabela 30).

Tabela 30: Prosecan (Mean), minimalan (Min) i maksimalan (Max) broj degranulisanih mastocita u

lamini propriji u grupama Zivotinja obuhvacéenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max.
K24 0 0 0
K72 0 0 0
DegrMLP AA25/24 0,2 0 1
AA25/72 0,8 0 2
AA50/24 0,8 0 1
AA50/72 0 0 0

Statisticki znacajna razlika u broju degranulisanih mastocita u lamini propriji nije

konstatovana.

91



45.4.2. PROSECAN BROJ DEGRANULISANIH MASTOCITA U SUBMUKOZI PO

JEDINICI POVRSINE

Analiza prosecnog broja degranulisanih mastocita u submukozi daje rezultate po kojima
je u kontrolnim grupama zabelezen manji broj degranulisanih mastocita u odnosu na grupe
tretirane akrilamidom. U eksperimentalnim grupama tretiranim akrilamidom konstatuje se veci

broj degranulisanih mastocita ¢ija je vrednost od 0,4-16 puta veca u odnosu na vrednosti dobijene

u kontrolnim grupama.

Tabela 31: Prosecan (Mean), minimalan (Min) i maksimalan (Max) broj degranulisanih mastocita u

submukozi u grupama zivotinja obuhvacenih eksperimentom

GRUPA Mean Min. Max.
K24 0,25 0 1
K72 0,4 0 1
DegrMSM AA25/24 1,6 0 2
AA25/72 3 0 3
AA50/24 1,6 0 2
AA50/72 4 0 3

Tabela 31 daje prikaz broja degranulisanih mastocita u submukozi i iz nje se jasno moze
videti da povecanje doze ne utice na povecanje broja degranulisanih mastocita u submukozi, dok
produzenje izlaganja akrilamidu dovodi do poveéanja broja istih u submukozi-konstatovana je

statistiCki znacajna razlika izmedu grupa K72 i AA50/72 [p=0,008; U=0,000].
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4.6. KORELACIJE

4.6.1. KORELACIJE PARAMETARA DOBIJENIH SEMIKVANTITATIVNOM
HISTOLOSKOM ANALIZOM

Semikvantitativnom histoloskom analizom meren je stepen PAS-AB bojenja, prisustvo
limfocita, kao i prisustvo i stepen gustine granulocita u sluznici Zeluca eksperimentalnih

Zivotinja.

Statisticki znacajna pozitivna korelacija konstatovana je izmedu vrednosti PAS-AB i

semikvantitativne vrednosti granulocita u epitelu zeluca [p = 0,01, r = 0,471] (tabela 32).

Tabela 32: Korelacije izmedu vrednosti parametara dobijenih semikvantitativnom histoloskom analizom

PAS-AB Ly Gr
PAS-AB 1.000 273 AT1F*
- 152 .010
Ly 273 1.000 .352
152 - .061
Gr A7 .352 1.000
.010 .061 -
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4.6.2. KORELACIJE VREDNOSTI SEMIKVANTITATIVNIH PARAMETARA U
ODNOSU NA PARAMETRE ANALIZIRANE STEREOLOSKIM I LINEARNIM
MERENJIMA

Izmedu vrednosti PAS-AB i vrednosti volumenske gustine ¢elija u mitozi nadena je
pozitivna, statisticki znac¢ajna korelacija [p = 0,003; r = 0,536], kao i izmedu semikvantitativno
odredene vrednosti granulocita i volumenske gustine ¢elija u mitozi [p = 0,000; r = 0,749]
(tabela 33).

Statisticki znacajna negativna korelacija konstatovana je izmedu vrednosti PAS-AB i

vrednosti volumenske gustine lamine muskularis [p = 0,036; r = -0,391] (tabela 33).

Negativnu statisti¢ki zna¢ajnu korelaciju pokazuju i stepen gustine granulocita i vrednost

volumenske gustine lamine proprije [p =0,001; r = -0,564] (tabela 33).

Tabela 33: Korelacije izmedu vrednosti parametara dobijenih semikvantitativnom analizom i volumenske
gustine ¢elija u mitozi, volumenske gustine PGP pozitivnih ¢elija i volumenske gustine delova sluznice

Zeluca
Vvm Vveé Vvtm Vvpe Vvz Vvlip Vvim
PAS-AB .536** 171 -.193 021 -.170 -.305 -.391*
Ly .096 .007 -.020 -115 014 -.068 -277
620 972 917 552 944 726 146
Gr 749** .290 -.008 -.169 .165 - 564** -110
.000 127 966 380 392 001 571
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Iz tabele broj 34, jasno se vidi da statisticki znacajna negativna korelacija postoji izmedu:

e vrednosti PAS-AB i vrednosti volumenske gustine mienteri¢nog nervnog pleksusa

[p = 0,02; r = -0,430]

e vrednosti PAS-AB i vrednosti volumenske gustine ganglijskih ¢elija u mienteriénom

nervnom pleksusu [p = 0,007; r = -0,487]

e vrednosti PAS-AB i vrednosti volumenske gustine ganglijskih ¢elija u submukoznom

nervnom pleksusu [p = 0,00; r =-0,660]

Vrednosti granulocita pokazuju statisticki znac¢ajnu negativnu korelaciju sa dobijenom
vredno$¢u volumenske gustine mienteriénog nervnog pleksusa [p = 0,008; r=-0,484], vrednoséu
volumenske gustine submukoznog nervnog pleksusa [p = 0,04; r =-0,384], vrednosc¢u
volumenske gustine ganglijskih ¢elija u mientericnom nervnom pleksusu [p = 0,044; r = -0,377],
kao i sa vredno$¢u volumenske gustine ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom pleksusu

[p =0,000; r =-0,635] (tabela 34).

Statisticki znacajna pozitivna korelacija nadena je izmedu vrednosti granulocita i

vrednosti volumenske gustine tunike muskularis [p = 0,045; r = 0,376] (tabela 34).

Tabela 34: Korelacije izmedu vrednosti parametara dobijenih semikvantitativnom analizom i volumenske
gustine tunike submukoze, tunike muskularis, mientericnog i submukoznog nervnog pleksusa i volumenske

gustine ganglijskih Celija

Vvtsm Vvtmusc Vvmnp Vvsmnp Vvgémp Vvgésmp
PAS- -.286 .031 -.430* -.323 - 487** -.660**
AB 133 871 020 088 007 000
Ly -.339 .027 -.027 -.041 .000 -.223
072 .889 .889 832 1.000 244
Gr -.194 376* -.484** -.384x -377* -.635"
312 .045 008 .040 044 .000
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Iz tabele 35. Moze se jasno uociti negativna, statisticki znacajna korelacija izmedu:

e vrednosti PAS-AB i veli¢ine mienteri¢nih ganglijskih ¢elija [p = 0,000; r = -0,634]
e vrednosti PAS-AB i broja mienteri¢nih ganglijskih ¢elija [p = 0,002; r = -0,552]
e vrednosti granulocita i veli¢ine mienteri¢nih ganglijskih ¢elija [p = 0,000; r = -0,751]

e vrednosti granulocita i broja mienteri¢nih ganglijskih ¢éelija [p = 0,000; r = -0,641]
(tabela 35).

Tabela 35: Korelacije izmedu vrednosti parametara dobijenih semikvantitativnom analizom i velicine i
broja submukoznih i mientericnih ganglijskih celija

VelSMGC | VeIMGC Broj Broj
SMGC MGC
PAS- -.273 -.634** -.273 Y
AB 152 .000 152 .002
|_y -.092 -.170 -.092 .048
634 377 .633 .807
Gr -.263 - 751%* -.263 -.641%*
.168 000 .168 000
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Korelacija mastocita sa semikvantitativnim parametrima pokazuje:

o vrednosti PAS-AB i broj degranulisanih mastocita u submukozi [p = 0,002; r =0,

493] pokazuju statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju;

o semikvantitativno dobijene vrednosti limfocita su pokazale statisticki znacajnu
pozitivnu korelaciju sa brojem intaktnih mastocita u submukozi [p = 0,004; r =
0,521];

o vrednosti granulocita i broj degranulisanih mastocita u submukozi [p = 0,001; r =

0,566] pokazuju jaku statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju (tabela 36).

Tabela 36: Korelacije izmedu vrednosti parametara dobijenih semikvantitativnom analizom i intaktnih
mastocita u submukozi, degranulisanih mastocita u lamini propriji i submukozi

INtMSM DegrMLP DegrMSM
PAS-AB -.081 -.109 493**
677 574 007
Ly 521%* 127 -.021
004 511 915
Gr .148 271 .566**
443 .155 001
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4.6.3. MEDPUSOBNA KORELACIJA PARAMETARA DOBIJENIH STEREOLOSKIM
MERENJIMA

Primenom Spirmanove korelacije ranga na parametre dobijene stereoloskim merenjima dobijeni

su sledeéi rezultati:

1z rezultata prikazanih u tabeli 37 vidi se vrlo jaka pozitivna korelacija izmedu

volumenske gustine tunike mukoze i volumenske gustine zlezda [p = 0,000; r = 0,914];

Statisti¢ki znacajna negativna korelacija javlja izmedu sledec¢ih parametara:
e volumenske gustine tunike mukoze i volumenske gustine tunike muskularis [p = 0,001;
r =-0,587]
e volumenske gustine Zlezda i volumenske gustine tunike submukoze [p = 0,026;
r=-0,413]
e volumenske gustine Zlezda i volumenske gustine tunike muskularis [p = 0,019; r = -0,432]
e volumenske gustine ¢elija u mitozi i volumenske gustine lamine proprije [p = 0,000;

r=-0,674]

Tabela 37: Korelacije izmedu vrednosti parametara dobijenih stereoloskim merenjima (deo

1)

Vvtm Vvpe Vvz Vvlip Vvim

vvtm 1.000 -.054 914** -212 236
- 782 000 270 217

Vvpe -.054 1.000 =277 -.057 107
782 - 146 768 579

Vv 914** =277 1.000 -.292 112
000 146 - 124 562

Vvip -212 -.057 -.292 1.000 -.004
270 768 124 - 982

vvim 236 107 112 -.004 1.000

217 579 562 982 -

Vvtsm -.352 -.033 -.413* 161 158
061 .865 026 404 412

Vvtmusc -.587** -125 -.432* -.108 -.049
001 519 019 577 .801

Vvm .086 063 174 -.B74%* -.108
657 746 366 .000 576

Vvel -.309 -019 409 -.232 -.159
103 .924 258 225 409

Nveé 126 066 -.003 371+ 291
514 735 .987 .047 125
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Statisticki znac¢ajna pozitivna korelacija izmedu vrednosti volumenske gustine lamine
proprije i volumenske gustine mientericnog nervnog pleksusa [p = 0,022; r = 0,423] prikazana je
u tabeli broj 38; Takode pozitivna, na samoj granici statisticke znacajnosti je korelacija izmedu
vrednosti volumenske gustine lamine proprije i volumenske gustine ganglijskih ¢elija u

submukoznom nervnom pleksusu [p = 0,047; r=0,372]

StatistiCki znacajna negativna korelacija belezi se izmedu vrednosti:

e volumenske gustine ¢elija u mitozi i volumenske gustine mienteri¢nog nervnog pleksusa

[p = 0,000; r = -0,760]

e volumenske gustine ¢elija u mitozi i volumenske gustine submukoznog nervnog pleksusa
[p=0,034; r=-0,396]

e volumenske gustine ¢elija u mitozi i volumenske gustine ganglijskih ¢elija u
mienteriénom nervnom pleksusu [p = 0,000; r = -0,662]

e volumenske gustine ¢elija u mitozi 1 volumenske gustine ganglijskih ¢elija u
submukoznom nervnom pleksusu [p = 0,000; r = -0,788] (tabela 38).

Tabela 38: Korelacije izmedu vrednosti parametara dobijenihstereoloskim merenjima (deo

)
Vvtsm Vvtmusc Vvmnp Vvsmnp Vvgémp Vvgésmp

Vvtm -.352 -.587** -.092 .300 072 -.071
061 001 636 113 709 714
Vvpe -.033 -125 -.120 -.217 -.104 .061
.865 519 535 258 590 754
Vvz -413* -.432* -112 216 .079 -171
026 019 .563 .261 .683 .376
Vvlip .161 -.108 423* 121 256 372"
404 577 022 532 180 .047
Vvvim 158 -.049 202 330 214 203
412 801 294 .080 264 292
Vvitsm 1.000 130 .088 -.065 .028 234
500 648 736 .887 221
Vvtmusc 130 1.000 .064 -.190 323 113
500 - 740 323 790 561

Vvm -113 137 - 760%* -.396* -.662%* -.788%*
561 477 .000 034 .000 .000
Vveé .020 333 -127 -.198 -.039 .003
918 077 512 .303 842 .986

Nveé .083 -.259 589w .343 579 608+
669 176 .001 .069 .001 .000
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Statisticki zna¢ajna pozitivna korelacija nadena je izmedu:

e numericke gustine PGP pozitivnih ¢elija i volumenske gustine mientericnog nervnog

pleksusa [p = 0,001; r = -0,589]

e numericke gustine PGP pozitivnih ¢elija i volumenske gustine ganglijskih ¢elija u

mienteriénom nervnom pleksusu [p = 0,001; r = -0,579]

e numericke gustine PGP pozitivnih ¢elija i volumenske gustine ganglijskih ¢elija u

submukoznom nervnom pleksusu [p = 0,000; r = -0,608]

4.6.4. KORELACIJA PARAMETARA DOBIJENIH STEREOLOSKIM MERENJIMA SA
PARAMETRIMA LINEARNIH MERENJA

Pozitivna, statisticki znacajna korelacija dobijena je izmedu slede¢ih parametara:

¢ volumenske gustine lamine proprije i veli¢ine mienteri¢nih ganglijskih ¢elija [p = 0,009;

r= 0,477]

e volumenske gustine lamine proprije 1 broja submukoznih ganglijskih ¢elija [p = 0,049;

r= 0,368]

e volumenske gustine lamine proprije i broja mienteri¢nih ganglijskih ¢elija [p = 0,000;
r =0, 623] (tabela 39);

Statisticki zna¢ajna negativna korelacija nadena je za slede¢e parametre:

e vrednosti volumenske gustine ¢elija u mitozi 1 veli¢ine submukoznih ganglijskih Celija

[p= 0,053; r = -0,363]

e vrednosti volumenske gustine ¢elija u mitozi i veli¢ine mienteri¢nih ganglijskih celija

[p = 0,000; r = -0,853]

e vrednosti volumenske gustine ¢elija u mitozi i broja submukoznih ganglijskih ¢elija

[p = 0,053; r = -0,363]
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e vrednosti volumenske gustine ¢elija u mitozi i broja mientericnih ganglijskih ¢elija
[p =0,000; r= -0, 834] (tabela 39);
StatistiCki znacajna pozitivna korelacija konstatovana je izmedu:

e vrednosti volumenske gustine ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom pleksusu i
veli¢ine mienteri¢nih ganglijskih ¢elija [p = 0,000; r=0,795]

e vrednosti volumenske gustine ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom pleksusu i
broja mienteri¢nih ganglijskih ¢elija [p = 0,000; r= 0, 741]

e vrednosti numericke gustine PGP pozitivnih éelija i velic¢ine ganglijskih ¢elija u
mienteri¢nom nervnom pleksusu [p =0,001; r= 0, 604]

e vrednosti numeri¢ke gustine PGP pozitivnih ¢elija 1 broja ganglijskih ¢elija u
mienteriénom nervnom pleksusu [p = 0,000; r = 0, 796] (tabela 39);

Tabela 39: Korelacije izmedu parametara dobijenih stereoloSkim merenjima i dobijenih
vrednosti velicine i broja submukoznih i mientericnih ganglijskih celija

VelSMGC | VelMGC Broj Broj MGC
SMGC

Vvtm .034 -.077 .041 -.095
.862 .693 .834 .622
Vvpe -.176 -.033 -171 .031
.360 .864 375 .872

Vvz -.068 -.125 -.065 -.180
124 517 737 351

Wvlp 365 ATT** .368* 623%*
.052 .009 .049 .000
vvim .083 129 .083 220
.668 504 .668 .252
Vvtsm .295 .100 294 .023
120 .607 122 .906

Vvtmusc .067 -.094 .057 -.048
728 .628 769 .804

Vvm -.363 -.853** -.363 -.834**
.053 .000 .053 .000

Vvgésmp .356 795" .358 T41**
.058 .000 .057 .000
Vveé -.273 -.139 -.269 -.126
152 A73 .158 516

Nveé 274 604~ 277 796+
151 .001 .145 .000
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Broj intaktnih mastocita u submukozi i volumenska gustine tunike submukoze

[p =0,033; r=-0,396], kao i broj degranulisanih mastocita u submukozi i volumenska gustine

lamine proprije [p = 0,010; r = -0,468] pokazuju negativnu statisticki znacajnu korelaciju §to je

prikazano u tebeli broj 40.

Tabela 40: Korelacije izmedu broja mastocita i parametara dobijenih stereoloskim merenjima

(deo )
Vvtm Vvpe Vvz Vvip Vvim Vvtsm Vvtmusc

INtMSM 073 .051 115 -.083 -.036 -.396* -.128
705 794 552 670 852 .033 508
DegrMLP 227 -.088 315 .006 .004 -.165 .081
236 649 .096 976 985 393 676
DegrMSM 131 -.026 186 -.468~ .084 -.035 .097
499 894 334 .010 663 858 618




Broj degranulisanih mastocita u submukozi i vrednost volumenske gustine ¢elija u

mitozi [p = 0,000; r=0,656] pokazuju pozitivnu statisticki znacajnu korelaciju ( tabela 41);

Negativna statisti¢ki znacajna korelacija konstatovana je izmedu sledecih parametara (tabela

41).

e broja degranulisanih mastocita u lamini propriji i volumenske gustine nientericnog

nervnog pleksusa [p = 0,048; r = -0, 370]

e broja degranulisanih mastocita u submukozi i volumenske gustine mientericnog nervnog

pleksusa [p = 0,002; r = -0, 559]

e Dbroja degranulisanih mastocita u submukozi i volumenske gustine submukoznog nervnog

pleksusa [p = 0,033; r = -0, 397]

e broja degranulisanih mastocita u submukozi i volumenske gustine ganglijskih ¢elija u

mienteriénom nervnom pleksusu [p = 0,008; r=-0, 480]

e Dbroja degranulisanih mastocita u submukozi i volumenske gustine ganglijskih ¢elija u

submukoznom nervnom pleksusu [p = 0,000; r = -0, 653]

Tabela 41: Korelacije izmedu broja mastocita i parametara dobijenih stereoloSkim merenjima

(deo 1I)
Vvm Vvee Vvmnp Vvsmnp Vvgémp Vvgésmp
INtMSM -069 -106 001 -200 1003 -047
723 .584 .995 .298 .990 .808
DegrMLP 222 -240 -370~ -203 -327 -.369
247 .209 .048 .292 .083 .049
DegrMSM .656** 317 -.550** -.397~* -.480** -.653**
.000 .094 .002 .033 .008 .000
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4.6.5. MEDUSOBNA KORELACIJA PARAMETARA DOBIJENIH LINEARNIHM
MERENJIMA

Broj degranulisanih mastocita u submukozi i veli¢ina mienteri¢nih ganglijskih ¢elija [p =
0,000; r = -0,726] su u negativnoj jakoj, statisti¢ki znacajnoj korelaciji, kao i broj degranulisanih

mastocita u submukozi i broj mienteri¢nih ganglijskih ¢elija [p = 0,000; r = -0, 621] (tabela 42).

Tabela 42: Korelacije izmedu broja mastocita i dobijenih vrednosti velicine i broja submukoznih

i mientericnih ganglijskih celija

VelSMGC | VeIMGC Broj Broj

SMGC MGC
IntMSM -.167 -.013 -.167 .000
.387 .945 .386 1.000
DegrMLP -.153 -.155 -.153 -.251
429 422 429 .190

DegrMSM -.212 -.726%* -.217 -.621%
.270 .000 .259 .000

Izmedu broja intaktnih i degranulisanih mastocita u lamini propriji i submukozi nisu

nadene statisticki znacajne korelacije (tabela 43).

Tabela 43: Korelacije izmedu broja intaktnih mastocita u submukozi i degranulisanih mastocita
u lamini propriji i submukozi

INtMSM DegrMLP DegrMSM
INtMSM 1.000 .196 -.188
- .308 329
DegrMLP 196 1.000 .008
308 - .966
DegrMSM -.188 .008 1.000
329 .966 -
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5.DISKUSIJA

Savremen, brz nacin Zivota uz neadekvatnu brigu oko ishrane nosi sa sobom posledice
koje se odrazavaju na zdravlje digestivnog sistema Coveka. Poslednjih desetak godina u porastu
je broj tegoba povezanih sa loSim varenjem, ose¢ajem gorusSice ili bolovima u predelu Zeluca.
Nije retka pojava da se redovni obroci zamenjuju suvom i brzom hranom, pripremljenom za vrlo
kratko vreme pecenjem i prZzenjem na visokim temperaturama. Uz to, konzumiraju se i velike
koli¢ine kafe, uz sve popularniju primenu instant kafa i na nasim prostorima, gde je do pre jedne
decenije bilo tradicionalno da se konzumira turska kafa. Od 2000. godine, kada je u Svedskoj
sluc¢ajno otkrivena pojava monomera akrilamida u przenoj, pe¢enoj hrani, pecivu, keksima, ¢ipsu,
instant kafi, javlja se sve veca potreba ispitivanja dejstva akrilamida na ljudski organizam (172,
173).

Do sada su vrlo dobro ispitana i dokazana dejstva akrilamida na nervni sistem (174),
genotoksicnost (175) 1 kancerogeni efekat (176), dok je dejstvo akrilamida na digestivni sistem, a
posebno zeludac, nedovoljno istrazeno i ispitano (26, 29, 62, 177). S obzirom da promene
izazvane dejstvom akrilamida na tkivo zeluca mogu biti jedan od uzro¢nih ¢inilaca pomenutih
tegoba u digestivnom traktu, opravdana je osnova za sprovodenje naseg eksperimenta.

Efekti delovanja akrilamida unetog u organizam zavise od nacina unosa akrilamida (31).
Najprikladniji nacin aplikacije otrovnog monomera akrilamida u cilju ispitivanja njegovog
dejstva na tkivo Zeluca je peroralan. Zeludac se izlaze direktnom dejstvu akrilamida, a sluznica
kao prva linija odbrane u odnosu na spoljasnju sredinu prva trpi promene. Histoloskom analizom
materijala svetlosnim mikroskopom dobijenog u naSoj studiji uocena je oCuvanost svih slojeva
zida zeluca. Medutim, daljom analizom, primenom semikvantitativnih, stereoloskih i linearnih

merenja, stecen je bolji uvid u diskretnije i finije promene u tkivu Zeluca.
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Odredivanjem volumenske gustine sluznice Zeluca uocen je porast njene vrednosti u
grupama zivotinja tretiranih akrilamidom. Vrednosti volumenske gustine sluznice zeluca rastu,
kako sa produzenjem vremena izlaganja akrilamidu, isto tako i sa poveéanjem doze primenjenog
akrilamida. Rezultati nase studije su u korelaciji sa do sada skromnim istrazivanjima iste tematike
koji navode da dolazi do zadebljanja sluznice pri peroralnoj primeni akrilamida (178).

Daljim odredivanjem volumenske gustine za pojedine kompartmane sluznice u nasoj
studiji, detaljnije su ispitane promene izazvane akrilamidom. Konstatovano je smanjenje
volumenske gustine povrSnog epitela u eksperimentalnim grupama tretiranim akrilamidom u
odnosu na kontrolne. Pri primeni manjih doza akrilamida od 25 mg/kg, duze vreme izlaganja
dovodi do jo§ izrazenijeg smanjenja volumenske gustine povr$nog epitela, dok se pri primeni
ve¢ih doza akrilamida od 50 mg/kg i vremenu izlaganja od 72h konstatuje blagi porast
volumenske gustine povrSnog epitela. Altinoz E i saradnici ispitivanjem dejstva akrilamida na
tanko i debelo crevo pacova konstatuju oStecenje povrsnog epitela (179). Istrazivanje sprovedeno
2012. godine pokazuje da dejstvom akrilamida na sluznicu creva takode dolazi do oStecenja
povrsnog epitela (178). Rezultati dobijeni u nasoj studiji mogu se objasniti na sledeci nacin:
Svaki organizam, u cilju svog opstanka, bori se da odrzava homeostazu, odnosno stanje
ravnoteze. U zavisnosti od tezine oSteCenja tkiva uzrokovanog dejstvom Stetnog agensa, nastale
promene izazvace reakcije organizma razliCitog stepena. Primenjene male doze akrilamida
dovode do prvobitne reakcije u vidu eksfolijacije oStecenih i umrlih ¢éelija povr$nog epitela.
Produzenje vremena izlaganja akrilamidu pri istoj dozi od 25 mg/kg, dovodi do dalje reakcije
eksfolijacije. Doza primenjenog akrilamida od 25 mg/kg verovatno nije toliko velika da bi
izazvala promptnu reakciju obnove povrsnog epitela. Izlaganje sluznice Zeluca ve¢im dozama
akrilamida (50 mg/kg) sa produzenjem delovanja agensa, dovodi do brzeg i1 jaCeg odgovora

organizma u smislu obnove oSteCenog povrSnog epitela, te se s toga konstatuje blag porast
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volumenske gustine povr$nog epitela u grupi pacova tretiranih akrilamidom 72h u dozi od 50
mg/kg, u odnosu na grupu zivotinja tretiranih dozom od 50 mg/kg u periodu od 24h.

Volumenska gustina zlezda pokazuje porast u tretiranim grupama akrilamidom, koji je
izrazeniji, kako sa povecanjem doze, tako i produZenjem vremena izloZenosti akrilamidu. S
napomenom, da se u grupi zivotinja tretiranoj 72h dozom od 50 mg/kg akrilamida javlja pad
vrednosti volumenske gustine zlezda. Ovakav rezultat se moze objasniti beleZzenjem ekstremno
niske vrednosti u okviru grupe (videti rezultate), a Sto sve moze biti odlika individualnih
karakteristika organizma jedinke i izostankom adekvatne reakcije na primenjen agens ili
adaptacijom na novonastale uslove i iscrpljenjem kapaciteta obnove. Da li je u pitanju adaptacija
na novonastale uslove moglo bi se ispitati eksperimentalnim dodatnim produzenim delovanjem
akrilamida na tkivo Zeluca. Rezultati u pogledu promene na Zlezdama u nasoj studiji Su u
korelaciji sa rezultatima sli¢nih studija (26, 29, 178).

Vrednosti volumenske gustine lamine proprije smanjuju se proporcionalno sa povecanjem
doze i vremena izlaganja akrilamidu, ali bez konstatovanja statisticke zna¢ajnosti za posmatrani
parametar. S obzirom da rezultati pokazuju istovremeno porast volumenske gustine Zzlezda,
samim time je logi¢no da mora doé¢i do pada vrednosti volumenske gustine pojedinih od
kompartmana u okviru sluznice, $to se u ovom slucaju odlikuje padom vrednosti volumenske

gustine lamine proprije.

Studije koje su se bavile ispitivanjem inflamatornog odgovora na dejstvo primenjenog
akrilamida ukazuju da se na tkivu tretiranom akrilamidom javlja akutna inflamatorna reakcija
(180, 181). Semikvantitativnom analizom u lamini propriji pokazano je sporadi¢no prisustvo
limfocita, kao 1 prisustvo 1 povecanje stepena brojnosti granulocita u grupama tretiranim
akrilamidom. Medutim, prisustvo granulocita ograni¢eno je na laminu propriju, ne javlja se u

takvom stepenu da se moZe konstatovati jak akutni inflamatorni odgovor na tkivu Zeluca jedinki
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iz naSe studije. Nastala inflamatorna reakcija moze biti u skladu sa nastalim oste¢enjem povrsnog
epitela i epitela zlezda, posebno ako se ima u vidu moguci mehanizam nastanka i uspostavljanja

nove ravnoteze.

Dobijene vrednosti volumenske gustine lamine muskularis u eksperimentalnim grupama
tretiranih akrilamidom pokazuju manje vrednosti u odnosu na kontrolne grupe. lako te vrednosti
nisu statisticki znacajne, zapaza se da produzeno delovanje istom dozom akrilamida (25 mg/kg)
dovodi do veéeg pada vrednosti volumenske gustine lamine muskularis. Tretiranjem tkiva zeluca
isti vremenski period ve¢om dozom akrilamida (50 mg/kg) dovodi do blagog zadebljanja lamine
muskularis. U literaturi nisu nadeni podaci iz sli¢nih studija za poredenje sa rezultatima nase

studije.

Ispitivanjem volumenske gustine tunike muskularis konstatuje se najpre smanjenje njene
vrednosti pri primeni 1 manje (25 mg/kg) i ve¢e doze (50 mg/kg) akrilamida u odnosu na
kontrolne grupe. Produzenje delovanja akrilamida dovodi do zadebljanja muskularnog sloja, kako
pri primenjenoj dozi od 25 mg/kg, tako i pri primenjenoj dozi od 50 mg/kg. Studija sprovedena
na Wistar pacovima na Univerzitetu u Novom Sadu, a koja je ispitivala uticaj akrilamida na
sr¢ani miSi¢ navodi porast kako povrSinske gustine kardiomiocita, tako i povecanje volumenske
gustine intersticijuma kod tretiranih Zivotinja (182). Istina, ne moZe se u potpunosti povuci
paralela u reakciji ove dve vrste misiénog tkiva na dejstvo akrilamida, ali se zbog malog broja
studija ispitivanog dejstva akrilamida na glatkomi$i¢no tkivo daje osvrt generalno na ispitivanje
dejstva akrilamida na bilo koju vrstu misi¢nog tkiva. Mansour i saradnici prikazuju rezultate po
kojima miSi¢ni sloj zida Zeluca obiluje prisutnim inflamatornim celijskim infiltratom (29), Sto
moze biti doprinoseci faktor povecanja volumena misSiénog kompartmana zida. Medutim, podaci
studije, Dobrolowski i saradnici, koja je ispitivala promene tkiva tankog creva pod dejstvom

akrilamida, ukazuju da dolazi do smanjenja miSi¢nog sloja, Sto je opet u suprotnosti sa
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rezultatima nasSe studije (183). Zadebljanje muskularnog sloja mogao bi biti uzrok pojave bola u

zelucu 1 istovremeno doprinose¢i faktor pojavi tegoba od strane digestivnog trakta.

Mucini su glikoproteini visoke molekulske tezine sa mnogobrojnim bo¢no razgranatim
oligosaharidima vezanim za proteinsko jezgro. Imaju protektivnu ulogu i deo su urodenog
lokalnog imuniteta u sluznicama koje oblazu (184). Promene u sastavu i kvalitetu mucina uticu
na promenu funkcije u odbrani od infektivnih agenasa (185), propustljivosti sluznice, a i
doprinose¢i su faktor u razvoju karcinoma (186, 187). Kvantitativne i kvalitativne promene
mucina zapazaju se i kod ulceroznog kolitisa i celijaéne bolesti (188). Semikvantitativnhom
analizom PAS-AB pozitivnosti mucina u ¢elijama odredili smo tip mucina u epitelnim ¢éelijama
zeluca. Kontrolne grupe pokazuju prisustvo neutralnih mucina, dok se u svim eksperimentalnim
grupama registruje AB pozitivnost i samim tim prisustvo kiselih mucina, Sto je u skladu sa
dobijenim vrednostima parametara: volumenska gustina povr$nog epitela, volumenska gustina
zlezda i volumenska gustina ¢elija u mitozi i potvrduju prisustvo regeneracije epitela. Poznato je
da se u Zelucu u normalnom stanju luce neutralni mucini. lako je dokazano da kod pacova i
miSeva vratne mukusne celije imaju mogucnost produkcije kiselih mucina, sazrevanjem i
njithovom migracijom ka povrSini gube se te karakteristike (189). S toga, naglaSeno povecanje
prisustva kiselih mucina u celijama povrsnog epitela je znak nedovoljne zrelosti

mukoproduktivnih ¢éelija i regeneracije u ovom slucaju (190-193).

Sumiraju¢i ove podatke, dolazimo do zakljucka da u sluznici Zeluca jedinki iz naSe studije
dolazi do pojave nezrelih mukoproduktivnih ¢elija, a §to sve vodi do produkcije kiselih mucina
koji u daljem razvoju patologije Zeluca mogu biti doprinoseé¢i faktor drugih gatrointestinalnih

oboljenja.

Vrednosti volumenske gustine mitoza u sluznici Zeluca pokazuju statisti€¢ki znacajan

porast, kako sa povecanjem primenjene doze, tako 1 sa produZenjem vremena izlaganja
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akrilamidu. Takav rezultat ukazuje na reakciju sluznice na nastala oSte¢enja u cilju odrzavanja
homeostaze i obnove ostecene sluznice. Pozitivna korelacija konstatovana je izmedu vrednosti
volumenske gustine mitoza i PAS-AB pozitivnosti, prisustva granulocita u sluznici i prisustva
degranulisanih mastocita u submukozi, $to sve ide u prilog da akrilamid ima odlike toksi¢ne
reakcije sa oSte¢enjem sluznice. Ova korelacija govori u prilog, kako pojave oSte¢ene sluznice
praéene odredenim stepenom zapaljenske reakcije, tako i pojavom pojacane proliferacije u
zlezdama u cilju regeneracije i samoobnove oSte¢ene sluznice. Medutim, ne slazu se svi autori da
dolazi do povecanja proliferacije. Dobrowolski i saradnici navode pad proliferacije kao posledicu
dejstva akrilamida na digestivni sistem (178). Raju J i saradnici sprovode studiju na F344
pacovima prateci histopatoloske promene na sluznici creva, gde rezultati ukazuju da ne dolazi do
statistiCki znacajnog porasta proliferacije (194). Studija sprovedena 2012. godine na Indiana
Univerzitetu ( Indianapolis), gde su muzjaci F344 pacova 14 dana izlagani peroralno dozama
akrilamida od 15 mg/kg pokazuju proliferaciju tkiva, ali u drugim organima: jetre, Stitaste i
nadbubrezne zlezde (128). Nagi i1 saradnici sprovode studiju na Swiss albino miSevima
primenjujuci oralno dozu od 40 pg/kg 8 nedelja, gde se prate promene na tkivu jetre. lako
histopatoloSke promene na tkivu jetre nisu konstatovane, javlja se difuzna proliferacija

Kupferovih ¢elija uz obilan zapaljenski infiltrat (180).

Podaci o dejstva akrilamida na nervno tkivo 1 neurotoksi¢no dejstvo su mnogobrojni 1 svi
govore u prilog njegovog osteéenja (94, 96, 97). Obim i vrsta oSteCenja zavise od doze
primenjenog akrilamida, od nacina primene, kao i vremena izloZenosti akrilamidu. Odredena je
srednja letalna doza akrilamida za pacove i krece se od 150 do 413 mg/kg (American Cyanamid
Company 1973,1977; Dow Chemical Company 1957; Fullerton and Barnes 1966; McCollister et
al. 1964; Tilson and Cabe 1979; Union Carbide Corporation 1947) (26). WHO navodi , na

osnovu raspolozivih podataka, da pojedina¢na doza od 100 mg/kg dovodi do pojave klini¢kih
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znakova neurotoksicnosti, dok pri primeni doze od 1 mg/kg u periodu od tri meseca dolazi do
histopatoloski vidljivih oSteCenja perifernih nerava (26). Istrazivanja sprovedena na pacovima
soja Wistar, Sprague Dawley pacovima i Trembler J miSevima pokazuju da akutna primena
velikih doza, ima za posledicu brzu i jacu reakciju izlozenog organizma, dok manje doze i
istovremeno duzi period izlaganja imaju za posledicu blaza oste¢enja i blazi odgovor oSte¢enog
tkiva na dejstvo akrilamida (68, 76, 91, 97). Navode se rezultati studija gde je maksimalna
tolerantna doza akrilamida za pacove 40 mg/kg. U nasoj studiji primenjivane su doze od 25 i 50
mg/kg akrilamida. Oste¢enja koja su konstatovana na nervnom sistemu u nasem eksperimentu
(rezultati volumenske gustine nervnih pleksusa, volumenske gustine, broja i veli¢ine ganglijskih
¢elija) u nekim studijama su rezultovala tek posle duze primene akrilamida, ali su i doze
primenjene u njima bile manje (160, 195). Dosadasnja ispitivanja su vrSena kako na CNS-u i na
PNS-u, tako i na automnom nervnom sistemu (92, 196). Studija, koja je za cilj postavila
ispitivanje uticaja akrilamida na senzitivne neurone malog dijametra u kozi, nakon 5 dana
peroralnog tretmana akrilamidom u dozi od preko 90 mg/kg pokazuje progresivnu redukciju
gustine senzitivnih nerava u epidermisu (197). Tretiranje jedinki akrilamidom dovodi do
bihejvioralnih promena, gubitka koordinacije, nesigurnog hoda na §irokoj osnovi, $to je sve
posledica oStec¢enja nervnog sistema (45, 76, 198). Ispitivanjem tkiva mozga uo€eno je smanjenje
tezine mozga tretiranih jedinki, kao 1 pojava destrukcije 1 deformiteta mozdanih celija, pojava
mikronukleusa, kondenzovanje jedara i druge promene (76, 199). Allam i saradnici, 2011. godine
sproveli su studiju u kojoj su pra¢eni mladunci pacova in utero i 28 dana postnatalno tretiranih
dozom od 10 mg/kg akrilamida. Pored pada u dobijanju telesne mase, kod jedinki su
konstatovane strukturne promene u vidu smanjenja broja neurona u molekularnom sloju mozga,
gubitak Purkinjeovih Celija 1 slabija definisanost granularnog sloja (150). Ispitivanjem dejstva
akrilamida na periferne nerve, uoceno je smanjenje broja vlakana perifernih nerava, oStecenje

aksona, a ukoliko se deluje ve¢im dozama, dolazi 1 do oSte¢enja 1 smrti cele celije (92, 93).
111



Podeljeni su rezultati istrazivanja na polju delovanja akrilamida na ganglijske ¢elije. Po nekim
autorima broj 1 veli¢ina ganglijskih ¢elija posle dejstva akrilamida su intaktni, dok se opet po
drugima javljaju jasne promene u vidu oStecenja istih, smanjenja broja, pa cak i oSteCenja
mikroglije (76, 99). Medutim, i drugi faktori, pored primenjenec doze i vremena izlaganja
akrilamidu, uti¢u na stepen i brzinu javljanja oStec¢enja kod tretiranih jedinki. Veliki broj studija
navodi podatak da uzrast ispitivanih jedinki ima znacajan uticaj na stepen oStecenja i reakciju na
akrilamid. Sto je jedinka mlada, promene se ranije javljaju i jadeg su stepena (200, 201). Ko i
saradnici u studiji radenoj na pacovima starim tri nedelje pokazuje da peroralna primena
akrilamida od 50 mg/kg dovodi mnogo ranije do pojave oSteéenja na nervima u odnosu na
primenu iste doze kod odraslih jedinki (198, 201, 202). Ovi podaci su znacajni, jer je to jedan od
faktora kojim se moze objasniti brzina i1 stepen oSteCenja nastalih na mienteriCnom i
submukoznom nervnom pleksusu kod jedinki u nasoj studiji, a koje su detektovane u drugim
studijama tek pri primeni vecih doza i u duzem periodu tretiranja akrilamidom. Rezultati naseg
istrazivanja pokazuju pad volumenske gustine mientericnog i submukoznog nervnog pleksusa,
pad volumenske gustine, broja 1 veli¢ine ganglijskih ¢elija koji je statisticki znacajan u odnosu na
povecanje doze i produzenje vremena izlaganja akrilamidu. Lo Pachin i saradnici izu€avali su
sli¢nu tematiku 1 po njihovim rezultatima doza od 50 mg/kg ne izaziva jaCe oSte¢enje nerava u
odnosu na dozu od 21 mg/kg (203, 204). Rezultati studije sprovedene u Kini 2012. godine govore
u prilog pojave dozno nezavisne rane progresivne degeneracije nerava (99). Vazno je u analizi
rezultata pomenuti individualne razlike jedinki, kako u konstitucionalnim karakteristikama, tako i
u specificnosti reakcije na agens. Velika odstupanja u vrednostima kod jedne jedinke u grupi,
mogu se odraziti na prosecnu vrednost u grupi i samim time dovesti do ekstremnih vrednosti u
rezultatima, a koje je tesko logi¢no objasniti. Jedan od faktora koji ne mozemo zanemariti, a koji
moze biti doprinose¢i faktor u brzini i obimu oStecenja tkiva jedinki je pol eksperimentalne

jedinke. Muzjaci pacova imaju manji kapacitet za biorazgradnju ksenobiotika u odnosu na zenke
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(205). Nije precizno utvrden obim i nacin umanjenja efekta Stetnog dejstva akrilamida kod
jedinki zenskog pola. Da bismo dobili rezultati dejstva akrilamida na tkivo zeluca pacova bez
upliva drugih faktora, odlucili smo se za tretman akrilamidom samo kod muzjaka pacova. Hang i
saradnici navode da oStecenja u digestivhom sistemu mogu biti posledica oSte¢enja nervnog
sistema u gastrointestinalnom traktu (GIST-u), $to je u skladu sa rezultatima nase studije (206). U
cilju ispitivanja ove moguénosti Dobrowolski i saradnici ispituju i nervni sistem tankog creva kao
osnov ostec¢enja u GIST-u. (178).

Istrazujuci u dostupnim literaturnim podacima efekte akrilamida na PGP pozitivne celije
nismo dosli do podataka (pregled PubMed baze do 30. Maja 2015.). Nasom studijom obuhvatili
smo odredivanje volumenske i numericke gustine PGP pozitivnih ¢elija. Rezultati pokazuju da u
odnosu na kontrolne grupe, u grupama tetiranim akrilamidom dolazi do smanjenja kako
volumenske, tako i numericke gustine PGP pozitivnih ¢elija. Opet, promene su takve da
povecanje doze ili produzenje vremena izlaganja akrilamidu ne dovodi do znacajnijeg pada
pomenutih vrednosti. Odredivanje numericke gustine je senzitivnija vrednost, jer daljom
statistiCkom obradom dobijenih podataka uocen je statisticki znacajan pad vrednosti u grupama
tretiranim akrilamidom u odnosu na kontrolne grupe, ali bez daljih promena u odnosu na dozu i
duzinu ekspozicije. Jaka pozitivna korelacija javlja se izmedu vrednosti numericke gustine
enteroendokrinih ¢elija 1 volumenske gustine mienteri¢nog nervnog pleksusa, volumenske
gustine ganglijskih ¢elija u submukoznom 1 mientericnom nervnom pleksusu, kao 1 broja 1
velicine ganglijskih celija u mientericnom nervnom pleksusu. Ovakvi rezultati pokazuju da
enteroendokrine ¢elije pokazuju slicnu osetljivost na dejstvo akrilamida kao 1 mienteri¢ni nervni

pleksus i ganglijske ¢elije u mientericnom nervnom pleksusu.

Linearnim merenjima omoguceno je kvantifikovanje rezultata u mikroskopiji. Vrlo su

jednostavna, precizna i laka za primenu, uz mogucnost dobijanja vrednih rezultata. Rezultati
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linearnih merenja u nasoj studiji pokazuju pad broja ganglijskih celija, isto tako smanjenje
veli¢ine ganglijskih ¢elija u mienteri¢cnom nervnom pleksusu u grupama tretiranim akrilamidom.
Povecanje doze i duzine izlaganja akrilamidu dovodi do statisticki znacajnog pada broja i veli¢ine
ganglijskih ¢elija u mientericnom nervnom pleksusu. Ovi podaci pokazuju da je za ispitivanje
promena na ganglijskim ¢elijama senzitivnija metoda odredivanje broja i veli¢ine istih u odnosu
na volumensku gustinu ganglijskih ¢elija. S obzirom da je u grupama tretiranim akrilamidom
zastupljenost submukznog nervnog pleksusa izuzetno mala, nije bilo moguce odrediti
volumensku gustinu submukoznog nervnog pleksusa, kao ni volumensku gustinu, veli¢inu, niti

broj ganglijskih ¢elija u submukoznom nervnom pleksusu.

Mastociti odnosno Erlihove ¢elije su celije koje u perifernim tkivima sazrevaju i
ispoljavaju svoju funkciju, a poreklo im je od stem ¢elija kostne srzi (207-211). Mastociti u
mukozi disgestivnog trakta se nalaze u blizini nervnih zavrSetaka i krvnih sudova (212, 213), te u
sadejstvu sa nervnim sistemom reaguju na stres oslobadanjem kortikotropnog oslobadajuéeg
hormona (CRH), koji autokrinim putem moZe indukovati degranulaciju istih (214). Ispitivanjem
povezanosti pojave bola u Zelucu i prisustva mastocita utvrdena je visoka povezanost pojave
mastocita kod osoba koje su se zalile na simptom bola (215). Takode, utvrdeno je prisustvo
mastocita kod pojave gastritisa, a posebno 1 kod pojave gastritisa udruZzenog sa infekcijom
Helicobacter Pylori (216). S obzirom na ulogu mastocita u reakciji na razne hemijske agense,
realno je oc¢ekivati da ¢e 1 mastociti imati udela u reakciji na tretiranje akrilamidom. Medutim,
bitno je naglasiti da nema dejstva mastocita bez njihove aktivacije i oslobadanja sadrzaja granula
koje skladiSte medijatore reakcija koje one izazivaju. Degranulacija je parametar aktivacije
mastocita i pojava degranulisanih mastocita je dokaz postojanja adekvatne reakcije (217). S toga,
u smislu komentarisanja uloge mastocita u nekom reaktivnom procesu bitan je odnos broja

degranulisanih u odnosu na broj intaktnih mastocita. NaSi rezultati ukazuju na sporadicno
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detektovane intaktne mastocite, bez posebne zakonitosti povecanja njihovog broja u odredenoj
grupi zivotinja tretiranih akrilamidom ili u kontrolnim grupama. Studija sprovedena na Prirodno-
matematickom fakultetu Univerziteta u Novom Sadu, 2012. godine ispitivala je prisustvo
mastocita u dermisu koze kod pacova tretiranih akrilamidom (218). Iako regionalno i po poreklu
i funkciji razli¢iti mastociti od onih u sluznici digestivnog sistema, moze se uociti da se u
kontrolnim grupama mastociti javljaju sporadicno i pretezno su intaktni (218). Broj
degranulisanih mastocita u nasoj studiji u submukozi pokazuje povecanje , kako u odnosu na
kontrolne grupe, isto tako dolazi do povecanja broja degranulisanih mastocita sa produzenjem
vremena izlaganja akrilamidu, a koje pokazuje i statisticku znacajnost. Uticaj i efekti akrilamida
na mastocite mukoze digestivnog sistema do sada nisu bili predmet istrazivanja u nau¢nim
studijama. Medutim, ukoliko povezemo podatak da su mastociti lokalizovani oko nervnih
zavrsetaka i krvnih sudova, a da akrilamid dovodi do oSteéenja istih, moze se zakljuciti da je
aktivacija mastocita i njihova degranulacija jedan od mehanizama reakcije tkiva Zzeluca na
ostecenja autonomnog nervnog sistema digestivnog trakta i ujedno sastavni deo inflamatornog

odgovora.
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6. ZAKLJUCAK

1. Akutni tretman akrilamidom prouzrokovao je histoloSke promene u strukturama zeluca pacova
soja Wistar u vidu blagog direktnog oStecenja povrSnog epitela sa propratnom blagom akutnom

inflamatornom reakcijom i pove¢anom degranulacijom mastocita.

2. Akutna primena akrilamida u strukturama Zeluca pacova soja Wistar prouzrokovala je
promene na nivou Maissner-ovog i Auerbach-ovog nervnog pleksusa koje su kvantifikacionim
metodama verifikovane kao pad volumenske gustine nervnih vlakana i ganglijskih celija,

smanjenje veli¢ine i broja ganglijskih ¢elija u oba nervna pleksusa.

3. Efekat akutno primenjenog akrilamida na zeludac pacova soja Wistar, u zavisnosti da li su
ispitivani inflamatorni ili degenerativni parametri, pokazuje pozitivnu korelaciju u odnosu na

dozu i/ili duzinu ekspozicije akrilamidu.

4. Odabrani i izracunati kvantitativni stereoloski i linearni parametri daju precizan i tacan prikaz

lokalizacije, tipa i stepena o$tec¢enja zeluca pacova soja Wistar nakon akutne primene akrilamida.

5. Obzirom da akutna primena akrilamida ima direktno toksi¢no delovanje na epitel sluznice
zeluca pacova soja Wistar, $to dovodi do posledicne obnove epitela, u ispitivanim grupama je
potvrdeno prisustvo nezrelijih oblika mukoproduktivnih ¢elija u €ijim citoplazmama je potvrdeno

prisustvo kiselih, AB pozitivnih mucina.
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LISTA SKRACENICA

PAS -Periodic Acid Schiff

HCI -hlorovodonic¢na kiselina

IgE -imunoglobulin E

VIP -vazoaktivni intestinalni peptid

TNFa - tumor necrosis factor o

GM-CSF - granulocitno-makrofagni faktor stimulacije kolonija
MCP-makrofagni hemotaksi¢ni peptid

FDA- Food and Drug Administration

CEN-Commission for European Normalization

EPA-U.S. -Environmental Protection Agency OF United States
DNA -deoksiribonukleinska kiselina

dr. - drugo

COX-2-ciklooksigenaza tip 2

Vwf — volumenska gustina ispitivane faze

Pf —broj tacaka testnog sistema koje padaju na ispitivanu fazu
Pt —broj taCaka primenjenog testnog sistema

Nvf- numericka gustina ispitivanih Gestica

Na —broj preseka ispitivanih ¢estica sa duzima testnog sistema
Il —broj preseka kontura sa testnim duzima

Y1 v 2-koeficijenti koji ukazuju na oblik geometrijskog tela koji odgovara obliku ispitivanih

Cestica
N-ukupan broj preseka cestica
At —testna povrSina

Vvtm-volumenska gustina tunicae mucosae
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Vvpe-volumenska gustina povrsnog epitela

Vvz-volumenska gustina zlezda

Vvlp-volumenska gustina laminae propriae

VvIim-volumenska gustina laminae muscularis

Vvtsm-volumenska gustina tunicae submucosae

Vvtmusc-volumenska gustina tunicae muscularis

Vvm-volumenska gustina ¢elija u mitozi

VVvmnp-volumenska gustina Meissner-ovog i Vvsmnp- Auerbach-ovog nervnog pleksusa

Vvgémp-volumenka gustina ganglijskih c¢elija Meissner-ovog i1 Vvgésmp-Auerbach-ovog

pleksusa

Vvec-volumenska gustina PGP-pozitivnih endokrinih ¢elija

Nvec-numericka gustina PGP-pozitivnih endokrinih ¢elija

PAS/AB- Periodic Acid Schiff/Alcian Blue

NIH -National Institutes of Health

K24-Kontrolna grupa koja je tretirana destilovanom vodom u koli¢ini od S0pl u toku 24h

K72-Kontrolna grupa koja je tretirana destilovanom vodom u koli¢ini od 50pl u toku 72h

(ukupan volumen jedne aplikovane doze je 50pul)

AA25/24-Eksperimentalna grupa koja je tretirana dozom akrilamida od 25 mg/kg telesne mase u

toku 24h, ukupan volumen aplikovane doze je 50ul

AA25/72-Eksperimentalna grupa koja je tretirana dozom akrilamida od 25 mg/kg telesne mase u
toku 72h, ukupan volume jedne aplikovane doze je 50ul

138



AA50/24-Eksperimentalna grupa koja je tretirana dozom akrilamida od 50 mg/kg telesne mase u
toku 24h, ukupan volumen aplikovane doze je 50ul

AA50/72-Eksperimentalna grupa koja je tretirana dozom akrilamida od 50 mg/kg telesne mase u
toku 72h, ukupan volumen jedne aplikovane doze je 50ul
PGP 9.5- Protein Gene Product

HE- hematoksilin-eozin

br. - broj

mean - srednja vrednost

min - minimalna vrednost

max - maksimalna vrednost

SD - standardna devijacija

Broj SMGC- broj submukoznih gsnglijskih éelija
Broj MienGC- broj mienteriénih gsnglijskih éelija
Vel SMGC- veli¢ina submukoznih gsnglijskih éelija
Vel MGC- veli¢ina mienteri¢nih gsnglijskih éelija
IntMLP-intaktni mastociti u lamini propriji
IntMSM- intaktni mastociti u submukozi
DegrMLP-degranulisani mastociti u lamini propriji
DegrMSM- degranulisani mastociti u submukozi
Ly-limfociti

Gr-granulociti

GIST-gastrointestinalni trakt

CRH-kortikotropni oslobadaju¢i hormon
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