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za ocenu i odbranu zavrSene doktorske disertacije pod nazivom ,,Interferencija tiolnih grupa
metabolita disulfirama sa glutationskim odgovorom na oksidativni stres indukovan
kadmijumom i/ili alkoholom u jetri pacova* kandidata mr Aide Begi¢. Na osnovu analize
priloZzene doktorske disertacije podnosimo Nastavno-nau¢nom Vecu Farmaceutskog fakulteta

sledeéi

IZVESTAJ

A. SADRZAJ DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija mr Aide Begi¢ pod nazivom ,Interferencija tiolnih grupa
metabolita disulfirama sa glutationskim odgovorom na oksidativni stres indukovan
kadmijumom i/ili alkoholom u jetri pacova* napisana je na 135 strana kucanog teksta formata

A4, fontom Times New Roman, veliCine 12 1 proredom 1,5. Disertacija se sastoji iz sledecih



celina: 1. Uvod, 2. Hipoteza 1 cilj istrazivanja, 3. Materijal 1 metode, 4. Rezultati, 5. Diskusija, 6.
Zakljucak, 7. Literatura, 8. Prilozi.

Na pocetku doktorske disertacije dat je sazetak na srpskom i engleskom jeziku.
Disertacije je napisana jasnim jezickim stilom i sadrzi 22 grafika, 9 slika (osim Slika 1,6 1 9
ostale slike imaju podslike: Slika 2 A-H; Slika 3 A-E; Slike 4,5,7 1 8 imaju po dve podslike A-B)
1 14 tabela u Rezultatima; 17 tabela u Prilogu; 1 123 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 odeljku pod naslovom Znacaj i
funkcija jetre i mehanizmi hepatotoksicnosti opisana je uloga jetre u detoksikacionim procesima,
a oksidacioni metabolizam ksenobitoka (posredovan CYP450 enzimskim sistemom) i1 posledi¢na
moguca disfunkcija mitohondrija je dovedena u vezu sa nastankom oksidativnog stresa (OS), te
posledi¢nim praznjenjem energetskih i rezervi glutationa (GSH), uz akumulaciju lipida (steatoza)
1 posljedi¢nu ¢elijsku smrt. Toksikoloski znacaj kadmijuma (Cd), karcinogena prve grupe (IARC
grupa 1), kome su pusSaci posebno inhalaciono izlozeni i efanola ¢iji je toksikoloski znacaj
predominantno povezan sa alkoholizmom su opisani u drugom odnosno tre¢em odeljku. Dati su
kljuéni efekti na ciljne organe toksi¢nosti i povezanost toksi¢nih mehanizama sa OS. Njihovom
toksikokinetikom opisani su stepen 1 brzina apsorpcije i distribucije (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 CYP2E1
enzima u oksidacionom metabolizmu etanola) kao i putevi ekskrecije, poluvreme eliminacije,
kao 1 najznacajnije toksikokineticke karakteristike. U cetvrtom odeljku pisano je o disulfiramu
(DSF) leku koji se koristi u averzivnoj terapiji alkoholizma bazirana na inhibiciji enzim ALDH u
jetri 1 mozgu. Zbog prisustva —SH grupe, metaboliti DSF su prepoznati kao moguca
interferenicija sa GSH ciklusom, kao i helatni agens, kako za esencijalne, tako i za toksi¢ne
metale (te 1 Cd). Opisana je enterhepati¢na cirkulacija i komletna farmakokinetika DSF. Dualni
efekat DSF na red-oks homeostazu je objasnjen 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. Peto poglavije se bavi GSH i
opisana je sinteza i degradacija GSH, njegova uloga u transdukcija signala (posredovana
oksidacijom cisteinskih rezidua proteina), kao i1 osetljivosti cisteina na oksidaciju, na ¢emu se

bazira njegov antioksidativni efekat. Imajuc¢i u vidu da je utroSak GSH na rafun stvaranja
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oksdacione disuflidne forme (GSSG) tokom OS, istaknut je znacaj analitickog postupka merenja
obe forme glutationa u organizmu u kome je narusena redoks homeostaza.

Ciljevi ove doktorske disertacije bili su slede¢i: 1) postavka animalne studije na
pacovima koja imitira uslove humane ekspozicije testiranim agensima u meri u kojoj je to
tehnicki izvodljivo; 2) procjena funkcionalnog statusa jetre tretiranih pacova (mjerenje
funkcionalnih hepatickih enzima i histopatologija) tokom i nakon individualne i1 koekspozicije
testiranim agensima; 3) izucavanje statusa esencijalnih bioelemenata 1 toksi¢nog Cd pri
individualnoj primjeni DSF i u kombinaciji sa Cd pri subakutnoj i/ili subhroni¢noj izloZenosti
pacova etanolu i/ili Cd; 3) izu€avanje interferencije —SH grupe DDC-a sa glutationskim ciklusom
u sklopu antioksidativnog odgovora na OS posredovanu hepatotoksi¢nost Cd i/ili etanola u jetri
pacova, pri subakutnoj i/ili subhroni¢noj ekspoziciji; 4) postavka i optimizacija izokratne
HPLC/UV metode za mjerenje GSH i GSSG uz pojednostavljenu pripremu bioloskog uzorka,
bez derivatizacionog postupka (uglavnom je prisutan u dostupnim/publikovanim HPLC
metodama za merenje glutationa).

U poglavlju Materijal i metode detaljno su navedeni podaci o eksperimentalnim
modelima 1 protokolu ispitivanja. U in vivo eksperimentu kori$¢eni su muzjaci Wistar pacova
podeljenih na dve kontrolne grupe (n = 6) 1 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 i 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
CdCly/kg tm./dan u jednoj dozi (Cd;, Cd;3, Cdijo, Cdini, Cdizi 1 Cdign); A grupe —
individualna per os izlozenost, putem oralne sonde, 3 ml 20% rastvora etanola/dan u dve
podeljene doze ujutro 1 poslijepodne tokom oznacene (A, Ai3, Aj.io 1 Aj21); DSF grupe —
individualna per os subakutna izlozenost 178,5 mg DSF/kg t.m./dan u jednoj (DSF;, DSF,,
DSFj.19 1 DSF;;;); A/Cd grupe — subakutna kombinovana ekspozicija etanolu i Cd. Na isti nacin
su primenjvani agensi (A;/Cd;, A;3/Cdis, Ap10/Cdio 1 A121/Cdizr);  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)
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(subhroni¢na kombinovana ekspozicija) (A121/DSF2, A121/DSF22.04. A121/DSF25.311 A121/DSFas.
42); Cd/DSF grupe - subhroni¢na kombinovana ekspozicija Cd i DSF (vreme espozicije
indikovano je u subskriptu, a nacin davanjaje prethodno naveden (Cd;.22/DSF2,, Cd.24/DSF23.04,
Cd;.31/DSF,31 1 Cdy42/DSF22.42); 1 Cd/A/DSF grupe - subhroni¢na kombinovana ekspozicija
(paralelna ekspoyicija Cd i etanolu otkom 21 dan, a potom Cd i DSF narednih 21 dan) ( A;.
21/Cd122/DSF2, A121/Cdi24/DSF204, A121/Cd131/DSF2031 1 A121/Cdi.42/DSF25.47). 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 prac¢ena promena telesne mase zivotinja i unos hrane i1 vode.

U okviru ovog poglavlja opisana je metoda za histopatolosku analizu tkiva jetre; metode za
odredivanje aktivnosti enzima funkcije jetre u plazmi (ALT i AST); plamena i hidridna
atomska apsorpciona spektrometrija za merenje metala Cd, bakra (Cu), gvozda (Fe), cinka
(Zn), magnezijuma (Mg), odnosno selena (Se); i1 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 peroksidaze (GPx) i aktivnost glutation-S-transferaze (GST). 1z fizioloSkog
medijuma odredivani su redukovani glutation (GSH) i oksidirani glutation (GSSG) 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 (softver SPSS Statistics 24.0) za obradu
dobijenih podataka, a nivo statisticke znaCajnosti je bio p < 0,05.

U poglavlju Rezultati detaljno je opisana novo-uvedena izokratska HPLC-UV metode za
paralelno odredivanje GSH i GSSG u animalnim tkivima, a potom su predstavljeni rezultati o
uticaju ispitivanih agenasa u zavisnosti od duzine (subakutna i subhroni¢na) i1 nacina
(individualna 1 paralelna) izlozenosti na: prirast telesne mase, funkcionalni status jetre (aktivnost
ALT 1 AST u plazmi), koncentraciju esencijalnih metala i toksicnog Cd u jetri, kao i na
koncentraciju biomarkera OS (MDA, O, GSH i GSSG) i aktivnost antioksidativnih enzima
(SOD; CAT; GPx, GR 1 GST) u jetri. Histopatoloska analiza tkiva jetre je takode prikazana.

U ukupnom skoru uradeno je 4968 analiza.



U poglavlju Diskusija, kandidat je dobijene rezultate detaljno poredio sa odgovaraju¢im
rezultatima drugih autora. Rezultati uporedne analize upucivali su na objasnjenja mogucih
mehanizama dejstva i tipa interakcija nakon izloZenosti ispitivanim agensima, sa aspekta red-oks
homeostaze, fokusiraju¢i se na GSH-ciklus; statusa bioelemenata, kao i funkcionalnog statusa
jetre.

Na kraju disertacije, dati su Zakljué€ci koji proizilaze iz rezultata istrazivanja i njihove
analize.

U poglavlju Literatura dat je spisak literaturnih navoda (123) citiranih vankuverskim
stilom.

U poslednjem poglavlju Prilozi prikazano je 17 tabela (Prilog 1 — 1 tabela; Prilog 2 - 6

tabela; Prilog 3 - 9; i Prilog 4 — 1) koje se odnose na dodatne rezultate ove doktorske disertacije.

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Sprovedena studija je doprinela utvrdivanju zajedni¢kih mehanizama toksi¢nih efekata
Cd i etanola kao i potencijalno zastitnu ulogu DSF u ispoljavanju strukturnih i biohemijskih
promena jetre. Potvrdeni su toksicni efekti individualne i paralelene ekspozicije Cd i etanola, te i
protektivna uloga DSF u kombinovanom tretmanu u vidu korekcije narusenog redoks statusa i
statusa bioelemenata u jetri pacova prethodno izlozenih Cd i/ili etanolu. Posebno je znacajno
rasvetljavanje interferencije sulthidrilne (—SH) grupe metabolita DSF sa antioksidativnim
odgovorom glutationskog ciklusa, kao i statusom metala u jetri u datim eksperimentalnim
uslovima, te saglasno postavljenoj hipotezi, dobijeni rezultati potvrdili su interferenciju —SH
grupe metabolita DSF sa glutationskim odgovorom na OS izazvan ispitivanim agensima u jetri
pacova, u ¢emu se ogleda i doprinos u oblasti izu¢avanja Stetnih efekata slobodnih radikala i
antioksidativne zaStite. Rezultati su pokazali da je DSF odgovoran za ocuvanje homeostaze
glutationa i potvrduju znacajan potencijal zastitnih efekata DSF u pojedina¢nom ili zajednickom
toksi¢nom delovanju alkohola i/ili Cd.

U pogledu uticaja na parametre koji ukazuju na funkciju jetre, primena pojedinacnih
agenasa dovela je do povecanja aktivnosti ALT i AST u slucaju ekspozicije Cd, odnosno
povecanja aktivnosti ALT u slucaju ekpozicije etanolu, dok je koekspozicija potvrdila da se
oslobadanje AST u cirkulaciju desava iskljucivo usljed ekspozicije Cd, te da efekat na ALT nije

zbirni. Disulfiram per se nije doveo do promjene aktivnosti aminotransferaza, dok u
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kombinovanim tretmanima dovodi do smanjenja aktivnosti ALT, iako nisu postignute kontrolne
vrijednosti.

Analiza uticaja DSF per se 1 u kombinovanim tretmanima na koncentracije bioelemenata
u jetri pokazala je povecanje koncentracije Cu, Fe, Zn i Se nakon individualne ekspozicije DSF,
umjereno povecanje koncentracije Se i Fe u kombinovanom tretmanu A;_,;/DSF»;.45 u poredenju
sa ekspozicijom etanolu, aditivni efekat u povecanju koncentracije Fe 1 Zn, te umjereno
povecanje koncentracije Cu i Se u kombinovanom tretmanu Cd;42/DSF;4; u poredenju sa
ekspozicijom Cd, i aditivni efekat u povecanju koncentracije Cu i Fe, te potenciraju¢i efekat na
koncentraciju Zn u kombinovanom tretmanu A;_;/Cd;_4/DSF2;.4> u poredenju sa individualnom
ekspozicijom Cd ili etanolu. Potvrdeno je da je depozicija Cd u jetri vremenski ovisna (Cd;.;:
92%; Cdis1: 122%; Cdja: 198% iznad vrijednosti Cd; grupe). Sadrzaj Mg nije znacajno
izmijenjen tokom odabranih tretmana §to upucuje na rezistentnost hepati¢nog metabolizma Mg u
odnosu na sprovedenu eksperimentalnu proceduru.

Parametri OS mereni su u cilju procene oksidativnog oStecenja jetre, utvrdivanja
zajedniCkih mehanizama toksi¢nosti Cd i etanola, sa fokusom na ukljucenost glutationskog
ciklusa, te interferencije —SH metabolita DSF sa glutationskim odgovorom na OS indukovan
ekspozicijom Cd i/ili etanolu. Primena Cd dovela je do smanjenja aktivnosti tSOD pracenu
porastom sadrzaja O,°", smanjenje aktivnosti CAT, GST i GR, te porast sadrzaja MDA. Usljed
ekspozicije etanolu zabiljeZeno je takode smanjenje aktivnosti tSOD prac¢eno porastom sadrzaja
0,°", smanjenje aktivnosti CAT, te porast sadrzaja MDA, dok je prisutno povecanje aktivnosti
GST i nepromijenjen status aktivnosti GR. Redukcija tSOD aktivnosti usljed koekspozicije Cd i
etanola je u nivou individualne ekspozicije, a zabiljeZeni porast sadrzaja O,* i MDA je znacajno
ve¢i u odnosu na porast nakon ekspozicije Cd dok se ne razlikuje znacajno od porasta
zabiljezenog nakon ekspozicije etanolu.

Iako je =zabiljezen prooksidativni efekat DSF u vidu poveanja sadrzaja O,%, u
kombinovanim tretmanima je primeceno zna¢ajno smanjenje sadrzaja O,° i MDA, iako nisu
postignute kontrolne vrijednosti.

Aktivno ucesée glutationskog ciklusa potvrdeno je povisenim GSSG/GSH odnosom
nakon ekspozicije Cd, odnosno zabiljezeno je iscrpljivanje zaliha GSH u jetri 1 snizena aktivnost
GST. Pri odabranoj dozi 1 vremenu ekspozicije etanolu nije naruSen GSSG/GSH odnos. Promene

u GSSG/GSH odnosu odgovaraju promenama odnosa redoks para DSF/DDC, odnosno dati
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odnos je u nivou kontrolne vrijednosti po zavrSetku tretmana, Sto ukazuje na ocCuvanje
homeostaze glutationa. Uvodenje DSF u kombinovane tretmane Cd;.4/DSF4 1 Aj21/Cd;.
42/DSFp, 4, rezultiralo je delimi¢nim ocuvanjem rezervi GSH, odnosno nizim odnosom
GSSG/GSH.

Rezultati istrazivanja pokazuju i znacaj prilagodavanja metode direktnog i simultanog
odredivanja GSH I GSSG, ¢ime se znatno preciznije procenjuje redoks potencijal promena, a Sto
je od posebne vaznosti za procenu uceSca glutationskog ciklusa u nastanku OS kao vaznog
mehanizma toksicnosti ksenobiotika i brojnih bolesti. Primenjena HPLC-UV metoda za procjenu
ucesc¢a glutationskog ciklusa u nastanku OS je optimizirana 1 predstavlja doprinos rutinskoj

analizi bioloskih uzoraka (Begi¢ i sar. doi. 10.1556/1326.2017.29.1.5).

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA DOKTORSKE DISERTACIJE SA
PODACIMA IZ LITERATURE

Prema naSim saznanjima, ovo je prvo istrazivanje efekta DSF, u pogledu analize
parametara OS 1 ukljucenosti glutationskog ciklusa, te 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 i sar., 1994; Radosavljevi¢ i sar., 2012).

Saglasno literaturnim podacima o uticaju Cd, etanola i DSF na jetru (Adikwu i sar., 2013;
Arroyo i sar., 2012; ATSDR, 2012; Bjornsson i sar., 2006; Das i Vasudevan, 2005), rezultati ove
doktorske disertacije ukazuju na smanjenje nivoa aktivnosti enzima ALT u kombinovanim
tretmanima DSF sa Cd i/ili etanolom u poredenju sa individualnom ekspozicijom ispitivanim
agensima, 1 time jasan hepatoprotektivan potencijal DSF. Sprovedenom histopatoloskom
analizom jetre potvrden je oporavak jetre odredenog stepena, i narocito se isti¢e efekat smanjenja
infiltracije neutrofila u kombinovanom tretmanu Cd i DSF u poredenju sa individualnom
ekspozicijom Cd (Adikwu i sar., 2013).

Rezultati disertacije nedvosmisleno potvrduju da Cd indukuje OS, kroz izazvanu
Fentonovu reakciju usled poveéanja koncentracije slobodnih Cu i Fe jona (Thirumoorthy i sar.,
2011; Maret i Wedd, 2014) i narusavanje funkcije neenzimskih i enzimskih antioksidanata
(Arroyo, 2012). Retencija Cd u hepatocitima od samog pocetka tretmana takode je u skladu sa
prethodno publikovanim rezultatima (Liu 1 sar., 2009). U nastanku OS aktivno ucesce

glutationskog ciklusa potvrdeno je povisenim GSSG/GSH odnosom, usled iscrpljivanja zaliha
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GSH u jetri, Sto je u skladu sa literaturnim podacima (Checconi i sar., 2013). Smanjenje
aktivnosti GST (Arroyo 1 sar., 2012) potvrdeno i ovom studijom, upucuje na to da se
iscrpljivanje zalitha GSH ne deSava na racun reakcija tiolizacije, nego oksidacije u disulfidnu
formu i formiranja Cd-GS, kompleksa. Odsustvo uticaja ekspozicije etanolu na koncentraciju Cu
1 Zn ukazuje da pri administriranoj dozi i vremenu ekspozicije nisu naruSeni homeostatski
mehanizmi kontrole ovih bioelemenata. Pokazano je da tek hroni¢na i prekomerna ekspozicija
etanolu dovodi do malabsorbcije i1 gubitka mnogih esencijalnih substanci putem urina (Gonzalez-
Reimers i sar., 1998). Porast sadrzaja Fe i promocija OS su u skladu sa literaturnim podacima
(Shaw 1 Jayatilleke, 1990). Efekti etanola na nivo GSH u jetri su opre¢ni u raznim studijama i
variraju od smanjenja, porasta, do neizmenjenog sadrzaja GSH (Dey i Cederbaum, 2006;
Cederbaum, 1989). Sprovedena studija je pokazala da GSSG/GSH odnos nije naruSen pri
odabranoj administriranoj dozi i vremenu ekspozicije.

Ekspozicija DSF je dovela do povecanja koncentracije bioelemenata (Cu, Zn, Fe i Se) §to
je u skladu sa literaturnim podacima (Iljin 1 sar., 2009; Giles 1 sar., 2003). Proksidativni efekat
DSF izraZen je prekomernom produkcijom O,*” koja potice iz vise izvora (Stohs i sar., 2000;
Spiazzi 1 sar., 2013). Antioksidativni efekat se ogleda u ofuvanju homeostaze glutationa,
odnosno promene u GSSG/GSH odnosu odgovaraju promenama odnosa redoks para DSF/DDC
(Liu 1 sar., 2008), Sto je 1 potvrda veze metabolita DSF sa glutationskim odgovorom.

Uvodenje DSF u tretman dovelo je do smanjenja produkcije O,®” i manjeg stepena LPO u
svim kombinovanim tretmanima, u kojima je kroz delimi¢no ofuvanje homeostaze glutationa
potvrdena antioksidativna uloga DSF. ZabeleZzeni nizi odnos GSSG/GSH, u poredenju sa
dokazanim praznjenjem zaliha GSH usled ekspozicije Cd, ukazuje na to da preovladava
formiranje Cd-DDC u odnosu na Cd-GS; kompleks. Formirani Cd-DDC kompleks brzo podleze
razgradnji in vivo, stoga i pruza delimi¢no protektivni efekat.

Metode dostupne za analitiku obe forme glutationa tehnikom te¢ne hromatografije pod
visokim pritiskom (HPLC) uglavnom podrazumevaju zahtevnu proceduru pripreme bioloskih
uzoraka ukljucujuci postupak derivatizacije, pri ¢emu se ¢esto deSava oksidacija GSH 1 lazno
poviSene izmerene vrednosti GSSG-a (Giustarini i sar., 2003). Optimizacija HPLC-UV metode
za simultano odredivanje obe forme glutationa, kako u delu pripreme i Cuvanja uzorka za
analizu, tako 1 hromatografskih uslova, je deo sprovedene studije, koja je omoguéila jednostavnu

pripremu bioloskih uzoraka bez derivatizacije, $to sve zajedno predstavlja znacajan doprinos
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rutinskoj analizi bioloskih uzoraka u procjeni uces¢a glutationskog ciklusa u nastanku OS kao

vaznog mehanizma toksi¢nosti mnogih ksenobiotika, a i patoloSkih stanja (Begic i sar., 2017).
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D. OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE DISERTACIJE
Brojni ksenobiotici, terapeutici i sredstva koja izazivaju zavisnost uzrokuju oStecenje
jetre. Toksikologija kombinovane ekspozicije posljednjih godina dobija sve viSe na znacaju,
budu¢i da je viSekomponentna ekspozicija zapravo realan scenario u zivotnoj sredini. Stoga i
potreba da se sveukupno sagledaju efekti, moguci zajednicki mehanizmi toksi¢nosti, odnosno
moguce interakcije nastale izloZeno$¢u veéem broju toksi¢nih supstanci. S obzirom da je navika
pusenja Cesto udruzena sa zloupotrebom alkohola, i imajué¢i u vidu da su pusacéi izlozeni
toksi¢nom metalu, kadmijumu (Cd), putem duhana, postavljena animalna studija je imala za cilj
da imitira uslove ekspozicije kod alkoholi¢ara-pusaca kod kojih se sprovodi averzivni tretman

lecenja alkoholizma.

Do sada su ispitivani efekti individualne ekspozicije Cd, etanolu i DSF, dok rezultati ove
doktorske disertacije predstavljaju originalni nauc¢ni doprinos o subhroni¢nim toksi¢nim
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efektima kombinovanih tretmana etanola i DSF, Cd i DSF, i u konacnici etanola, Cd 1 DSF.
Data studija obuhvata Sirok spektar ispitivanih parametara, ukljucujuéi analitiku enzima
funkcionalnog statusa jetre, status bioelemenata, te opsezno izucavanje oksidativnog stresa, sa
fokusom na ukljucenost glutationskog ciklusa kao antioksidativnhog odgovora na OS indukovan
Cd 1/ili etanolom.

Rezultati ove doktorske disertacije potvrduju sigurnu primenu DSF kod lecenja
alkoholizma. Potvrdeni su mehanizmi toksi¢nosti ispitivanih agenasa, odnosno da je zajednicki
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
omogucava oporavak jetre, odnosno ocuvanje zaliha GSH u jetri, dok efekat etanola na
homeostazu glutationa pri odabranoj dozi 1 vremenu ekspozicije nije zabeleZen.

Studija predstavlja nauc¢ni doprinos i u domenu analitike glutationskog statusa u jetri.
Optimizirana HPLC-UV metoda je pogodna za rutinsku analizu bioloskih uzoraka, odnosno
omogucena je jednostavna priprema bioloskih uzoraka i ocuvanje oksidirane forme glutationa.

Sumarno, sprovedena studija potvrduje protektivni efekat DSF u uslovima kombinovane
ekspozicije Cd 1/ili etanolu pri subhroni¢noj ekspoziciji. Rezultati afirmativno upucuju na
potrebu za daljim klinickim istrazivanjima kod puSaca alkoholi¢ara na terapiji DSF i ispitivanju
potencijala —SH grupe metabolita DSF u korigovanju narusenog redoks statusa kod njih. Ne
manje vazno jeste da ova studija otvara put ispitivanja helatnih i antidoskih efekata DSF kod
trovanja teSkim metalima, s obzirom da se za sada DSF kao terapeutik koristi samo u

averzivnoj terapiji alkoholizma.
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