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za ocenu i odbranu zavrSene doktorske disertacije pod nazivom ,Efekat disulfirama na
mehanizme reproduktivne subakutne toksi¢nosti etanola i/ili kadmijuma kod muZzjaka
pacova* kandidata mr Ane Puri¢. Na osnovu analize priloZene doktorske disertacije podnosimo

Nastavno-nau¢nom Vecu Farmaceutskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ

A. SADRZAJ DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija dipl. pharm. Ane Puri¢ pod nazivom ,,Efekat disulfirama na mehanizme
reproduktivne subakutne toksi¢nosti etanola i/ili kadmijuma kod muZjaka pacova®
napisana je na 165 strana kucanog teksta formata A4, fontom 7imes New Roman, veli¢ine 12 i
proredom 1,5. Disertacija se sastoji iz sledec¢ih celina: 1. Uvod, 2. Hipoteza 1 cilj istrazivanja, 3.
Materijal 1 metode, 4. Rezultati, 5. Diskusija, 6. Zakljucak, 7. Literatura, 8. Prilozi, i Izjave (3

administrativne izjave).



Na pocetku doktorske disertacije dat je sazetak na srpskom i engleskom jeziku. Disertacije je
napisana jasnim jezi¢kim stilom 1 sadrzi 13 grafikona, 7 slika (imidzi HP sa po dve-tri podslike) i

22 tabela u Rezultatima; 15 tabela i 12 grafika u Prilogu; 1 351 literaturnih navoda.

U uvodu je dat detaljan prikaz dosadasnjih saznanja iz oblasti koje su neposredno vezane za
predmet disertacije i podeljen je u pet odeljaka. U prvom i drugom odljeku posvecenih alkoholu i
kadmijumu (Cd) dat je istorijat, osobine i metabolizam, kao i mehanizmi toksi¢nosti ova dva
agenasa, sa naglaskom na reproduktivnu toksi¢nost. Dokumentovano je da mehanzam
oksidativnog stresa posreduje u sveukupnim toksi¢nim efektima oba toski¢na agensa. Istaknuto
je vezivanje Cd za tiolne (—SH) grupe proteina, peptida i drugih komponenti, §to i uslovljava
akumulaciju Cd u tkivima i depoziciju u ciljnim mjestima), zatim metabolizam (istaknuto je
uces¢e CYP2El enzima u oksidacionom metabolizmu etanola) kao i putevi ekskrecije,
poluvreme eliminacije, kao 1 najznacajnije toksikokineticke karakteristike, dok je kod etanola
detaljno opisana uloga ALDH enzima. U trecem odljeku pisano je o disulfiramu (DSF) leku koji
se koristi u averzivnoj terapiji alkoholizma bazirana na inhibiciji enzim ALDH. Zbog prisustva —
SH grupe, metaboliti DSF su prepoznati kao potencijalni helatni agensi, kako za esencijalne, tako
1 za toksi¢ne metale (te 1 Cd); kao 1 redukcioni agensi. Opisana je enterhepati¢na cirkulacija 1
komletna farmakokinetika DSF. Dualni efekat DSF na red-oks homeostazu je objasSnjen
prooksidativni efektom metabolita DSF u smislu moguce tiolizacije proteina, kao i
antioksidativni efekat, zbog heliranja metala sa prelaznom i stabilnom valencom, kao i
redukcionim osobinama —SH grupe. Cetvrto poglavlje bavi se esencijalnim metalima, sa osvrtom
na gvozde (Fe), bakar (Cu), cink (Zn), magnezijum (Mg) i selen (Se), njihovom ulogom u
organizmu 1 prirodu ovih elementa. Pefo poglavije se bavi detaljno oksdativnim stresom (OS):
definiSu se slobodni radikali, putevi njihovog nastanka i vrste; i napisano je o principima
antioksidativne zatite i (ne)enzimskim komponentama ovog sistema. Sesto poglavije je
posveceno anatomiji i funkciji reproduktivnog sistema kod muzjaka sisara, a sedmo upucuje na

nezeljene efekte OS na testise.

Ciljevi ove doktorske disertacije bili su sledeci: 1) postaviti animalni model na Wistar pacovima
koji imitira humane uslove izlaganja etanolu 1 Cd; 2) na osnovu promene redoks parametara u
tkivu testisa pacova proceniti uklju¢enost SR u mehanizam toksi¢nog delovanja etanolu i Cd i
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eventualni protektivni efekat DSF na testise pacova prethodno subakutno izlozenih etanolu i/ili
Cd 1 pri udruzenoj ekspoziciji sa Cd, ispituju¢i androgeni status, morfoloSke 1 funkcionalne
karakteristike testisa; 4) izvrsiti evaluaciju antioksidativnog efekata DSF u testisima i njegovog

uticaja na status esencijalnih bioelemenata, kao i toksi¢nog Cd u testisima.

U poglavlju Materijal i metode detaljno su navedeni podaci o eksperimentalnim modelima i
protokolu ispitivanja. U in vivo eksperimentu kori§¢eni su muzjaci Wistar pacova podeljenih na
dve kontrolne grupe (n = 6) i 7 eksperimentalnih grupa (n = 24) od kojih je svaka bila podeljena
na po 4 podgrupe (n = 6) prema trajanju izlozenosti ispitivanim supstancama i/ili kombinaciji
supstanci, sa izuzetkom grupe izloZene Cd koja je podijeljena u 6 podgrupa. Vreme izloZenosti
pacova ispitivavnim agensima je bilo tokom 1, 3, 10, 21, 31 1 42 dana (subakutna/subhroni¢na
ekspozicija), te su ova vremena navedena u subskriptu odgovaraju¢ih grupa. Kontrolnoj grupi
zivotinja su davani voda, odnosno maslinovo ulje kao rastvara¢ za DSF, a eksperimentalne grupe
su: Cd grupa - individualna ekpozicija i.p. 1 mg vodenog rastvora CdCl,/kg t.m./dan u jednoj
dozi (Cd;, Cd;3, Cdj.19, Cdi21, Cdi31 1 Cdjgp); A grupe — individualna per os izlozenost, putem
oralne sonde, 3 ml 20% rastvora etanola/dan u dve podeljene doze ujutro i poslijepodne tokom
oznacene (A}, A3, Aj.101 A121); DSF grupe —individualna per os subakutna izloZzenost 178,5 mg
DSF/kg tm./dan u jednoj (DSF;, DSF,3, DSF,.;0 1 DSFi;); A/Cd grupe — subakutna
kombinovana ekspozicija etanolu i Cd. Na isti nacin su primenjvani agensi (A;/Cd;, A;.3/Cd;.,
A.10/Cdi101 A121/Cd;21); A/DSF grupe - subhroni¢na kombinovana ekspozicija etanolu i DSF.
Nakon indivudalne ekspozcije etanolu tokom 21 dana, koja se potom prekida, daje se DSF (nacin
primene je prethodno naveden) (subhronicna kombinovana ekspozicija) (A;21/DSFa, Aj.
21/DSF2204, A121/DSF2.31 1 A121/DSF242); Cd/DSF grupe - subhroni¢na kombinovana
ekspozicija Cd i DSF (vreme espozicije indikovano je u subskriptu, a nac¢in davanjaje prethodno
naveden (Cd;.2/DSF, Cdi24/DSF22.24, Cdi31/DSF25.31 1 Cdy42/DSF22.42); 1 Cd/A/DSF grupe -
subhroni¢na kombinovana ekspozicija (paralelna ekspoyicija Cd 1 etanolu otkom 21 dan, a
potom Cd i DSF narednih 21 dan) ( A;21/Cdi.22/DSF2, A121/Cdi24/DSF22.24, A1.21/Cd;31/DSF2.
311 A121/Cd;42/DSF7; 47). Animalni model je dizajniran da imitira alkoholiCar-pusace na terapiji
DSF, kada se prestaje sa unosom alkohola ali se nastavlja sa puSenjem. Prestanak unosa etanola

tokom terapije se podrazumeva, kako bi se izbjegla nezeljena DSF-alkohol reakcija. Tokom



izvodenja eksperimenta, svakodnevno je pra¢ena promena telesne mase zivotinja i unos hrane i

vode.

U okviru ovog poglavlja opisana je metoda za histopatolosku analizu tkiva testisa; metode za
odredivanje koncentracije testosterona; plamena i hidridna atomska apsorpciona spektrometrija
za merenje metala Cd, Cu, Fe, Zn, Mg, odnosno selena Se; i spektorfotometrijske metode za
merenje parametara OS: malondialdehid (MDA), superoksidni anjon radikal (O,"), aktivnost
ukupne superoksid dismutaze (SOD), aktivnost katalaze (CAT), aktivnost glutation reduktaze
(GR), aktivnost glutation-S-transferaze (GST). Iz fizioloSkog medijuma odredivani su
redukovani glutation (GSH) i oksidirani glutation (GSSG) metodom tecne hromatografije, te je

utvrden njihov odnos GSSG/GSH.

U odeljku Statisticka obrada podataka je navedeno da se koristila jednofaktorska analiza
varijanse (one-way ANOVA) i post-hok Tukey-jev test (Graph Pad, verzija 5.0) za obradu

dobijenih podataka, a nivo statisticke znacajnosti je bio p < 0,05.

U poglavlju Rezultati dati su graficki, tabelarni 1 slikoviti prikazi dobijenih rezultata. Sveukupni
tretmani na pojedinacne ispitivane paramtere predstavljeni su graficki radi preglednosti
ostvarenih efekata; efekti pojedinacnih tretmana na status biolelemanta, oksidativni stres i
testosteron prikazani su tabelarno, radi detaljnije analize ostvarenih rezultata. Takode, dati su

histopatoloski pirkazi finalnih efekata primenjenih tretmana na tkivo testisa (slike).
U ukupnom skoru uradeno je cc 5000 analiza.

U poglavlju Diskusija, kandidat je dobijene rezultate detaljno poredio sa odgovaraju¢im
rezultatima drugih autora. Rezultati uporedne analize upudivali su na objaSnjenja mogucih
mehanizama dejstva 1 tipa interakcija nakon izlozenosti ispitivanim agensima, sa aspekta red-oks

statusa 1 statusa bioelemenata, kao i morfoloSko/funkcionalnog profila testisa.
Na kraju disertacije, dati su Zakljuéci koji proizilaze iz rezultata istrazivanja i njihove analize.
U poglavlju Literatura dat je spisak literaturnih navoda (351) citiranih vankuverskim stilom.

U poslednjem poglavlju Prilozi prikazano 15 tabela i 12 grafika (Prilog 1 — 5 tabela; Prilog 2 - 9
tabela; Prilog 3 — 1 tabela; i Prilog 4 — 12 grafika) koje se odnose na dodatne rezultate ove

doktorske disertacije.



B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Potvrdeni su efekti reproduktivne toksi¢nosti individualne i paralelene ekspozicije Cd i etanola,
te 1 protektivna uloga DSF u primenjenim kombinovanom tretmanima. Posebno je znacajno
rasvetljavanje interferencije sulthidrilne (—SH) grupe metabolita DSF sa antioksidativnim
odgovorom, kao i1 statusom beolelmenata u testisima u datim eksperimentalnim uslovima.
Saglasno postavljenoj hipotezi, dobijeni rezultati su potvrdili da pojedinacna i paralelna
izlozenost etanolu i Cd ispoljava toksi¢ne efekte na testise tretiranih pacova; da pored specifi¢nih
mehanizama toksiCnosti testirani agensi ispoljavaju zajednicki mehanizam toksi¢nosti u ¢ijoj
osnovi je razvoj OS u testisima tretiranih pacova; i da DSF i njegovi metaboliti ostvaruju
antioksidativni efekat, tako Sto heliraju metale (ukljucujué¢i 1 Cd), te tako onemogucavaju
generisanje slobodnih radikala posredstvom Fentonove reakcije, a i poseduju redukciona

svojstva.

Rezultati su pokazali znacajan protektivni efekat DSF u pojedinacnom ili udruzenom toksi¢cnom

delovanju etanola i/ili Cd.

Alkohol: Pri odabranoj dozi i subakutnoj izloZzenosti etanolu, u testisima pacova doslo je do
nastanka OS, generisanjem slobodnih radikala tokom njegovog metabolizma, inhibicijom
antioksidativnih enzima (SOD i GST) i razvojem procesa LPO. Nastalim promenama je doprineo
1 porast kataliticki aktivnog Fe, oslobodenog iz feritina, koje u Fentonovoj reakciji doprinosi
nastanku LPO. Rezultati pokazuju da primena etanola u trajanju od 21 dana dovodi do smanjenja
koncentracije testosterona u plazmi i testisima i pokreée znacajne morfoloske promene u
testisima (prisustvo nezrelih germinativnih ¢elija u lumenu, acidofilnih ¢elija i vakuolizacije;
mikroarhitektura tkiva testisa potpuno izgubila svoj morfoloski integritet; prisutni su acelularni
prostori uklopljeni u amorfnu bledo-eozinofilnu supstancu). Nasi podaci su konzistentni sa
studijama koje su zabelezile degeneraciju, dezorganizaciju, atrofiju i vakuolizaciju tkiva testisa

nakon ekspozicije etanolu

Cd: Pokazano je da individualna ip. administracija 1 mg CdCly/kg/dan kod muzjaka pacova
dovodi do trenutnog deponovanja Cd u testisima. Uocene su promene u statusima bioelemenata
ve¢ posle 10 dana izlozenosti Cd (koncentracije Zn su smanjene, dok je sadrzaj Cu and Fe
povecan) Takode je doslo do trenutnog razvoja OS u testisima, §to je dokumentovano trenutnim

smanjenjem aktivosti tSOD i povefanim stvaranjem O,  (zabelezene jo§ od prvog dana
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izloZzenosti Cd) Kadmijum je doveo do smanjenja aktivnosti CAT, GST i GR i1 povecanja
GSSG/GSH odnosa i LPO (povecanje nivoa MDA). Smanjenje koncentracije testosterona u
plazmi 1 testisima zajedno sa makroskopskim i mikroskopskim promenama u testisima
(edematozne semiferne tubule sa uniStenim germinativnim slojem i nepravilnim rasporedom

spermatogenih ¢elija) potvrdili su odsustvo spermatogeneze.

DSF: Subakutna izlozenost DSF dovela je do promena u statusima Fe (poveéanja) i Cu
(smanjenja); povecano je stvaranje O, i smanjenje su aktivosti tSOD i GST; pad sadrzaja MDA
u testisima pacova 21 dan nakon primene, Sto potvrduje protektivni efekat od lipidne
peroksidacije. Prema naSim rezultatima DSF per se nije uticao na produkciju testosterona, niti je

izazvao morfoloske promene u testisima.

Alkohol/Cd: Paralelna subakutna ekspozicija Cd 1 etanolu dovela je do povecanja Fe i Cu u
odnosu na kontrolnu grupu, kao i do povecanja koncentracije Cu u odnosu na A,; grupu i
smanjenja u odnosu na Cd;; grupu. Rezultati sprovedene studije ukazuju da subakutna
koekspozicija Cd 1 etanolu smanjuje koncentraciju Zn u testisima u poredenju sa odgovaraju¢om
kontrolnom grupom. Suprimirana je aktivnost tSOD i1 CAT. Porast nivoa MDA u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja je zabeleZen ali je istog nivoa kao prilikom pojedinacne izlozenosti Cd
1 etanolu, te se ne moze govoriti o sinergisticCkom efektu etanola i Cd na razvoj LPO. Smanjen je
GSH na racun povecanja GSSG (porast GSSG/GSH). Narusavanje glutationskog statusa je
potvrdeno 1 zabelezenim smanjenjem aktivnosti GST. DoSlo je do smanjenja koncentracije
testosterona u plazmi u odnosu na pojedinacnu izlozenost ovim agensima, dok je u testisima
zabeleZeno smanjenje koncentracije testosterona samo u odnosu na A-grupu. HistopatoloSkom
analizom utvrdeno je da paralelna ekspozicija dovodi do sli¢nih oStecenja tkiva testisa kao 1

usled pojedina¢ne primene Cd.

Alkohol/DSF: Primena DSF nakon prestanka subakutne izloZenosti etanolu povecava Fe i
smanjuje Cu u testisima izloZenih pacova. Nivo Zn u testisima je snizen. Uvodenje DSF nakon
zavrSene subakutne ekspozicije etanolu je ispoljilo povoljan efekat na samo nekoliko parametara
OS (O,", MDA i GSH) u testisima tretiranih. Stvaranje O, je znaajno nize u Aj,1/DSFx.4,
grupi u odnosu na Aj; grupu, ali i dalje visSe od produkcije u odgovaraju¢oj kontrolnoj grupi.
Medutim, zabelezeno smanjenje sadrzaja MDA u A;.,1/DSF2;.4; grupi u odnosu na Aj; grupu i

priblizavanje vrednosti ovog parametra kontrolnoj vrednosti se izdvaja kao najznacajniji
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pozitivan efekat DSF na narusen oksidativni status u testisima pacova usled subakutne
izloZenosti etanolu. Imajuc¢i u vidu da se razvoj LPO u testisima dovodi u vezu sa poremecajima
morfologije 1 pokretljivosti sperme i1 degenerativnim promenama seminiferusnih tubula,
smanjenje LPO nakon uvodenja DSF, ukazuje na njegov protektivni efekat na tkivo testisa.
Zabelezeno je povecanje nivoa GSH 1 registrovan je pad GSSG/GSH odnosa u poredenju sa A;;
grupom Sto potvrduje antioksidativni efekat DSF. Medutim, davanje DSF nakon zavrSene
subakutne aplikacije etanola nije pokazalo pozitivan efekat na sve parametre OS. Uvodenje DSF
je izazvalo dalje smanjenje aktivnosti tSOD 1 GST u odnosu na kontrolne vrednosti. Uvodenje
DSF po zavrSetku subakutnog davanja etanola pokazao je trend daljeg smanjenja nivoa
testosterona u plazmi, dok je u homogenatima testisa zabelezen blagi porast testosterona u
odnosu na A,; grupu. HistopatoloSkom analizom utvrdili smo da DSF nije doveo do znacajnijih

promena u Aj_,1/DSF»; 4, grupi u odnosu na A,; grupu

Cd/DSF: Uvodenje DSF 22. dana od primene Cd ostvaruje pozitivan efekat na naruSenu
homeostazu Fe i Cu. Pokazan je protektivni efekat na Cd narusen oksidativni status u testisima
(poviSene su aktivnosti tSOD, CAT i GR i smanjena je O, i MDA, GSSG/GSH u odnosu na
odgovarajucu Cd grupu Zzivotinja). Medutim, subakutni tretman DSF nije pokazao protektivni
efekat na produkciju testosterona u testisima, koja je prethodno narusena subakutnim izlaganjem
Cd. Udruzena izlozenost Cd i DSF dovela je do povecanja nivoa testosterona u plazmi u grupi
Cd;_42/DSF3;.45 u odnosu na Cdyy, ali su te vrednosti i dalje daleko ispod kontrolnih vrednosti.
Histopatoloska analiza u nasoj studiji potvrduje da DSF nema potencijal da popravi negativne
efekte na morfoloske promene do kojih je dovela subakutna upotreba Cd . Sa mikrografija se
teSko moze pretpostaviti da se radi o tkivu testisa (jedino je dobro definisana bazalna
membrana). Lumen kanali¢a je potpuno acelularan i ispunjen grudvicasto-homogenim ili

mrvicasto-rastresitim sadrzajem koji se boji jako eozinofilno.

Alkohol/Cd/DSF: Disulfiram je ostvario pozitivan efekat na narusenu homeostazu Fe, Cu 1 Zn

izazvanu paralelnim davanjem etanola i Cd, kao i protektivni efekat na naruSen oksidativni status
u testisima $to se ogleda u pomeranju vrednosti svih merenih parametara ka kontrolnim
vrednostima. U grupi Aj,1/Cd;4/DSF2.4, detektovano je blago povecanje koncentracije
testosterona u plazmi u odnosu na Cds, grupu Zivotinja, ali ne i u odnosu na A;;/Cdy;.

Koncentracija testosterona u homogenatima testisa je nastavila sa trendom opadanja i nakon
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uvodenja DSF, te je u grupi A;;1/Cd;.42/DSF2;.4; drasti¢no niza u odnosu na Aj; 1 kontrolnu
grupu, tako da ne mozemo govoriti o protektivnom efektu DSF na nivo testosterona u testisima.
Na osnovu analize preseka tkiva testisa ne moze se zakljuciti da li je DSF ostvario protektivni

efekat u odnosu na pojedina¢ne i udruzenu ekspoziciju etanolu i Cd.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA DOKTORSKE DISERTACIJE SA
PODACIMA IZ LITERATURE

Prema naSim saznanjima, ovo je prvo istrazivanje efekta DSF, u pogledu analize parametara OS i
statusa bioelemenata, u kombinovanom tretmanu sa Cd, te Cd i etanolom in vivo, dok su ranije

samo istrazivani efekti kombinovani efekti tretmana Cd i etanol (Nation 1 sar., 1994; Brzéska i

sar., 2000, 2002, 2013,).

U testisima pacova doslo je do nastanka OS usled izloZenosti etanolu, generisanjem SR tokom
njegovog metabolizma, inhibicijom antioksidativnih enzima (SOD i GST) i1 razvojem procesa
LPO S§to je u skladu sa literaturom (Schlorff i sar., 1999; Nordmann i sar., 1990 Oremosu i
Akang, 2014). Nastalim promenama je doprineo i porast kataliticki aktivnog Fe, oslobodenog iz

feritina, koje u Fentonovoj reakciji doprinosi nastanku LPO (Shaw i Jayatilleke, 1990)

Rezultati disertacije nedvosmisleno potvrduju da Cd indukuje OS. Razvoj OS se ogleda u
stvaranju SR, razvoju LPO, oste¢enju antioksidativnog neenzimskog sistema odbrane (smanjenju
GSH 1 povec¢anju GSSG) 1 inhibiciji aktivnosti antioksidativnih enzima Sto je u skladu sa
prethodno publikovanim rezultatima(Casalino 1 sar., 2000; Ognjanovic i sar., 2010; Maret i
Wedd, 2014). Nastanak OS je praden i naruSavanjem homeostaze merenih bioelemenata
(povecanja koncentracije Fe i Cu i smanjenja koncentracije Zn), kao i retencijom Cd u testisima
od samog pocetka tretmana §to je takode u skladu sa literaturnim podacima (Gupta 1 sar., 2004;

Bonda i sar.,2004; Ognjanovic i sar., 2010).

Na osnovu podataka studije utvrdeno je da paralelna izloZenost Cd i etanolu je narusila redoks
balans u testisima u ve¢oj meri nego pojedinacni tretmani, posebno se istice povisen GSSG/GSH

odnos u poredenju sa individualnim tretmanima.



Rezultati prethodnih studija su pokazali da DSF pokazuje antioksidativne i pro-oksidativne
efekte (Ploemen 1 sar.,1996; Wadhwa i Mumper, 2013). Subakutna izlozenost DSF dovela je do
promena u statusima Fe (povecanja) i Cu (smanjenja). Disulfiram je izazvao poveéano stvaranje

O,", smanjenje aktivosti tSOD i GST i sadrzaja MDA u testisima pacova 21 dan nakon primene.

Podaci iz doktorske disertacije upucuju da se protektivni efekat DSF na testise pacova prethodno
izlozene etanolu moze opisati kao delimi¢no antioksidativan, posto je, prema naSim rezultatima
DSF pozitivno uticao i znacajno smanjio koncentracije O, i MDA. Takode tretman DSF nakon
ekspozicije Cd 1 nastavak koekspozicije ostvario je pozitivan efekat na naruSenu homeostazu
merenih metala (Fe, Cu, Zn) i vratio gotovo sve merene parametre OS na kontrolne vrednosti.
Uvodenje DSF i nakon kombinovanog tretmana Cd i alkohola je ostvarilo protektivni efekat na
naruSene homeostaze bioelemenata (smanjenje koncentracije metala u odnosu na pojedinacnu

izloZenost primenjenih supstanci) i redoks sistema u testisima tretiranih pacova.

Prema rezultatima iz doktorske disertacije DSF nema potencijal da popravi negativne efekte na
morfoloSke promene, niti je pokazao protektivni efekat na produkciju testosterona u testisima,

koja je prethodno narusena izlaganjem A (subakutno) i/ili Cd (subakutno/subhroni¢no)
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D. OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE DISERTACIJE

Brojni hemijski agensi kojima je covek svakodnevno izlozen, ukljucujuéi i one koji dovode do
stvaranja zavisnosti, kao §to je etanol (alkholna pi¢a) i cigarete (puSenje cigareta povecava rizik
po zdravalje jer je potvrdeno da sadrze Cd, pored brojnih Stetnih sastojaka) uzrokuju oStecenje
reproduktivnih organa kod muskaraca. Postavljena animalna studija je imala za cilj da imitira
scenario alkoholiCara — puSaca na terapiji DSF, imaju¢i u vidu da je navika puSenja cesto

udruzena sa zloupotrebom alkohola, a da su pusaci izlozeni Cd, putem duvana.
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Izuc¢avanje toksikologije kombinovane ekspozicije je veoma kompleksna 1 verovatno
nedokuciva grana toksikologije. Koekspozicija ¢oveka brojnim agensima iz Zivotne sredine je
realan scenario. [zu¢avanje nezeljenih/toksi¢nih efekata individualne ekspozicije nekom agenasu
je vazno i neophodno, u smislu sticanja znanja o osnovnim patofizioloskim mehanizmima
agenoasa, ali ovaj scenario je u domenu hipoteticnog, ako govorimo o realnom zivotu. Iz tih
razloga svakako je najmeritornije izuCavati tzv. ,koktel efekte® udruzenih ekspozicija. U
konkretnom slucaju ispitivali smo efekte etanola i/ili Cd na status bioelemenata (Fe, Cu, Zn, Mg,
Se) i oksidativnog stresa (O," , MDA, CAT, SOD, GR, GST, GSH, GSSG i GSSG/GSH) u
testisima, testosterona u testisima i plazmi, kao i morfologiju testisa pacova. Pokazano je da
etanol 1 Cd Stetno deluju na reproduktivni sistem muzjaka pacova, a na bazi ispitivanih

parametara.

Do sada su ispitivani efekti individualne ekspozicije Cd, etanolu i DSF, dok rezultati ove
doktorske teze predstavljaju originalni nau¢ni doprinos o subakutnim/subroni¢nim
kombinovanim tretmanima etanolom, Cd i DSF i njihvim efektima na reproduktivni sistem
muzjaka pacova. Uzimajuéi u obzir reaktivnost i hemijsku strukturu DSF, tj. posedovanje
sulfhidrilne grupe, pracen je status biolemenata u testisima (zbog moguceg heliranja metala, kao
1 samih inetrakcija izmedu biolelemenata 1 Cd), red-oks status testisa (zbog direktnog
redukcionog efekta sulfhidrilne grupe metabolita DSF) i status testosterona i morfologije testisa,
kao pokazatelja reproduktivne funkcije kod muzjaka pacova izlozenih testiranim agensima. S
druge strane, metaboliti DSF mogu helirati metale sa promenljivom valencom, te na taj nacin
suzbiti njihovo uces¢e u Fentonovoj reakciji 1 posledi¢no stvaranje Stetnih slobodnih radikala,

zbog ¢ega DSF moze delovati kao antioksidans.

Rezultati ove doktorske disertacije potvrduju sigurnu primenu DSF kod pacova, prethodno
subakutno izlozenih alkoholu. Potvrdeni su mehanizmi toksi¢nosti ispitivanih agenasa, odnosno
da je zajedni¢ki mehanizam toksi¢nosti indukovani OS. Uvodenje DSF u tretman dovodi do
smanjenja ROS 1 LPO do odredenog stepena. Kombinovani tretmani su takode potvrdili
interakcije —SH grupe metabolita DSF (DDC) sa glutationom i nastanak Cd-DDC kompleksa

koji u odredenoj meri omoguc¢ava oporavak testisa.

Ova studija potvrduje parcijalno protektivni efekat DSF od redroduktivne toksil¢nosti Cd i/ili

etanola, a na bazi ispitivanih parametara. Ova in vivo animalna studija je pokazala da je
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parcijalno ostvarena protektivna ulgoga DSF podrzana helatnim, tj. antidoskim potencijalom
DSF u smislu heliranja Cd, a s druge strane redukcionim svojstvima sulthidrilne grupe DSF
metabolita, $to je doprinelo oporavku naruSenog red-oks statusa tkiva testisa, indukovano
etanolom i/ili Cd. Ova doktorska teza je pokazala da DSF i njegovi metaboliti poseduju
antioksidativni potencijal koji je sustinski zasnovan na helatnim i redukcionim svojstvima, $to je
takode izuzetan nau¢ni doprinos. S obzirom da se za sada DSF kao terapeutik koristi samo u
averzivnoj terapiji alkoholizma, ova doktorska teza predstavlja izuzetan nau¢ni odprinos jer
otvara put novim terapeutskim primenama DSF, uz naravno dodatna klini¢ka istrazivanja i

verifikacije.
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