UNIVERZITET U BEOGRADU
BIOLOSKI FAKULTET

Anita J. Birinji

UTICAJ RAZLICITIH KONCENTRACIJA

ARSENAII) U PIJACOJ VODI

doktorska disertacija

Beograd, 2024.



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF BIOLOGY

Anita J. Birinji

INFLUENCE OF DIFFERENT
CONCENTRATIONS OF ARSENIC(I1) IN
DRINKING WATER

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2024,



MENTORI:

Dr Marija Marin, docent

Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Dr Dusan LaloSevi¢, redovni profesor

Medicinski fakultet, Univerzitet u Novom Sadu

CLANOVI KOMISIJE:

Dr Anita Radovanovié, redovni profesor

Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu

Dr Zeljko Mihaljev, vi$i nau¢ni saradnik

Naucni institut za veterinarstvo , Novi Sad“

Dr Maja Caki¢ -Milo$evi¢, vanredni profesor

Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Datum odbrane.



Posveceno mojim sinovima. Erik i Mark.

Hvala vam za svu ljubav, strpljenje i motivaciju koju ste mi pruzali tokom doktorskih studija i
izrade doktorske disertacije.



Eksperimentalni deo doktorske disertacije je izveden u Institutu za kontrolu besnila — Pasterov
zavod, Novi Sad.

Zahvaljujem se:

Dr Dusanu LaloSevicu mom mentoru, koji mi je omogucio izvodenje eksperimentalnog dela
doktorske disertacije u Institutu za kontrolu besnila - Pasterov zavod, Novi Sad. Na nesebi¢cnom
zalaganju, pomoc¢i, strpljenju, razumevanju i stru¢nim savetima koje mi je pruzao od prvih
koraka mog eksperimentalnog i nau¢nog rada, do kraja izrade doktorske disertacije. Hvala na
prenetom znanju, savetima i podrsci.

Dr Mariji Marin mentorki sa Bioloskog fakulteta u Beogradu, na zalaganju, pomo¢i i savetima,
koje mi je pruzala tokom doktorskih studija. Zahvalna sam na pomoc¢i prilikom pisanja nau¢nih
radova, izradi i analizi histoloskih preparata, na podrSci pri uceS¢u na nau¢nim skupovima.
Hvala na pomo¢i razumevanju i strpljenju, tokom izrade, Citanja i ispravljanja doktorske
disertacije.

Dr Aleksandri Kora¢ na ukazanom poverenju i pruzenoj prilici da upiSem doktorske studije na
Bioloskom fakultetu u Beogradu, modul Biologija ¢elija i tkiva. Hvala na podrsci u teskim
trenutcima.

Dr Kristini Pogrmi¢-Majki¢ koja je omogucila analizu hormona u Laboratoriji za ispitivanje
endokrinih ometaca i celijsku signalizaciju (ENDOS), Departman za biologiju i ekologiju,
Prirodno — matematickog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu i koja je svojim stru¢nim
znanjem i sugestijama doprinela izradi nau¢nih radova i doktorske disertacije.

Dr Zeljku Mihaljev, na saradnji koji je omoguéio analizu ukupne koli¢ine arsena u organima
miseva U laboratoriji Odeljenja za hemijska i radioloska ispitivanja, Veterinarskog Instituta Novi
Sad.

Dr Aniti Radovanovi¢ sa Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu, na saradnji
prilikom analize histoloskih preparata, i korisnim sugestijama tokom ¢itanja disertacije.

Dr Maji Cakié-Milosevi¢ na stru¢nim savetima i konstruktivnim sugestijama tokom &itanja
disertacije, koje su bitno doprinele njenom kvalitetu.

Dr Ivanu Capo $efu katedre za histologiju i embriologiju, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u
Novom Sadu, koji je omogucio koris¢enje laboratorije.

Natali Rakocevi¢, Mileni Vujkov sa katedre za histologiju 1 embriologiju na saradnji 1 savetima.

Dragani Vujin, Nemanji Obradovi¢ i Pordu Vukasinovi¢ na saradnji u vivarijumu Pasterovog
zavoda u Novom Sad.

Dr Milici Matavulj koja me je usmerila na koja vrata da pokucam, za dalje usavrSavanje nakon
master studija Reproduktivne biologije —embriologije u Novom Sadu.

Hvala mojim roditeljima, sestrama Klari i Juliji na razumevanju podrsci i ljubavi. Posebnu
zahvalnost dugujem mojoj porodici suprugu i sinovima.

Autor



UTICAJ RAZLICITIH KONCENTRACIJA
ARSENA(III) U PIJACOJ VODI

SAZETAK

Prisustvo arsena u vodi za pice u koncentraciji iznad dozvoljenih vrednosti u VVojvodini

postoji ve¢ duzi niz godina. Zabrana upotrebe vode za pi¢e u Zrenjaninu je na snazi od 2004.
godine, medutim voda sa ¢esme se upotrebljava za sve druge potrebe, ne postoji regulativa koja
zabranjuje upotrebu takve vode i za Zivotinje. Arsen ulazi u lanac ishrane, $to se negativno
odrazava na zdravlje ljudi. Istrazivanje uticaja arsena u vodi za pice, u koncentraciji koja je
ekvivalentna koncentraciji arsena izmerenoj u vodovodnoj mrezi opStine Zrenjanin, ha
reproduktivne sposobnosti, je vrSeno na Zenkama miSeva, kao animalnom modelu. Efekat je
pracen tokom tri uzastopne generacije. Hronicno izlaganje arsenu(Ill) u vodi za pice u
primenjenim koncentracijama se negativno odrazilo na organizam, i pored odsustva simptoma
trovanja. Pokazano je da arsen(Ill) u ispitivanoj koncentraciji predstavlja snazan endokrini
ometac, jer smanjuje nivo reproduktivnih hormona, dovode¢i do smanjenja prose¢nog broja
mladunaca po Zenki misSeva u leglu. Analiza Kkoli¢ine deponovanog ukupnog arsena(lll) u
organima zenki miSeva, je pokazala najveée prisustvo u bubrezima, jetri, jajnicima i mozgu.
Analiza kumulativnog efekta arsena kroz tri generacije, pokazala je da je najveca koli¢ina arsena
zabeleZena u trecoj generaciji druge ogledne grupe. Po prvi put je pokazano da kumulativni
efekat arsena tokom tri uzastopne generacije izmedu dve eksperimentalne grupe, izaziva
znacajne promene u dinamici razvi¢a folikula, njihovom broju kao 1 broju Zutih tela. Razlicito
lokalizovani estrogeni receptori sugerisali su da arsen znaCajno utice na reprodukciju.
Registrovni mikronukleusi, su pokazali da arsen u ispitivanoj koncentraciji dovodi do
hromozomskih aberacija, i da ima genotoksi¢ni efekat.
Znacaj ovog istrazivanja je Sto je po prvi put analizairano kumulativno, Stetno, dejstvo arsena
na tri uzastopne generacije. Rezultati ove studije mogu da ukazu da hroni¢no izlaganje uticaju
arsena u koncentraciji koja je izmerena u vodovodnoj mrezi u Banatu, potencijalno moze da ima
negativan uticaj na reproduktivni kapacitet zivotinja i ljudi.

Kljuéne rei: misevi, arsen(l11)- oksid, deponovanje arsena, hormoni, estrogeni receptori
Naucna oblast: Biologija
UZa nau¢na oblast: Biologija ¢elija i tkiva
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INFLUENCE OF DIFFERENT CONCENTRATIONS
OF ARSENIC(I11) IN DRINKING WATER

ABSTRACT

The presence of arsenic in drinking water in concentrations above the permitted levels
in Vojvodina has existed for many years. The ban on the use of drinking water in Zrenjanin has
been in force since 2004, however tap water is used for all other needs, there is no regulation
prohibiting the use of such water for animals. Arsenic enters the food chain, which has a
negative impact on human health. Studies on the influence of arsenic in drinking water in a
concentration corresponding to the arsenic concentration measured in the water supply network
of the municipality of Zrenjanin on reproductive capacity were carried out on female mice as an
animal model. The effect was followed over three successive generations. Chronic exposure to
arsenic(l11) in drinking water at the applied concentrations had a negative effect on the organism,
although no symptoms of intoxication occurred. Arsenic(lll) has been shown to be a potent
endocrine disruptor at the concentration studied, as it lowers levels of reproductive hormones,
leading to a reduction in the average number of pups per female mouse in the litter. Analysis of
the amount of deposited total arsenic(lll) in the organs of female mice showed the highest
presence in the kidneys, liver, ovaries and brain. The analysis of the cumulative effect of arsenic
over three generations showed that the highest amount of arsenic was found in the third
generation of the second experimental group. It has been shown for the first time that the
cumulative effect of arsenic over three consecutive generations between two experimental
groups causes significant changes in the dynamics of follicle development, their number and the
number of corpora lutea. Differently localized estrogen receptors indicate that arsenic
significantly impairs reproduction. The registration of micronuclei showed that arsenic in the
tested concentration leads to chromosome aberrations and has a genotoxic effect. The
significance of this study lies in the fact that it is the first time that the cumulative, harmful effect
of arsenic on three successive generations has been analyzed. The results of this study may
indicate that chronic exposure to arsenic at the concentration measured in the water supply
network in Banat may potentially have a negative impact on the reproductive capacity of animals
and humans.

Keywords: mice, arsenic(l11)- oxide, arsenic deposition, hormones, estrogen receptors
Scientific field: Biology
Scientific subfield: Biology of cells and tissues

UDK number:
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1. UvOD



Intenzivnom urbanizacijom, industrijalizacijom, razvojem poljoprivrede, povecavaju
se 1 potrebe za vodom, ¢ija dostupnost i kvalitet ima ekoloski, ekonomski i drustveni znaca;.
Glavni izvor vode za vedinu organizama na Zemlji su povrSinske ili podzemne vode. U
Republici Srbiji osnovni resurs vodosnabdevanja ¢ine podzemne vode, na teritoriji Autonomne
Pokrajine Vojvodine snabdevanje stanovniStva vodom je orijentisano isklju¢ivo na podzemne
vode. Veliki deo podzemnih voda AP Vojvodine sadrzi neprihvatljivo visoku koncentraciju
arsena (Slika 1). Nazalost, vecina sistema vodosnabdevanja u AP Vojvodini nema razvijenu
tehnologiju za uklanjanje arsena iz podzemnih voda (PetruSevski i drugi, 2005).

Slika 1. Sadrzaj arsena u podzemnoj vodi koja se koristi za vodosnabdevanje u Vojvodini.
(Preuzeto iz: Dalmacija, 2009).

Veci deo stanovniStva Vojvodine koji koriste podzemnu vodu, se snabdeva vodom koja ne
zadovoljava osnovne kriterijume koji se primenjuju u Srbiji, kao posledica geogenog zagadenja
voda (Dalmacija, 2009).



1.1. Hemijske osobine arsena

Slika 2. llustracija arsena u periodnom sistemu elementa.
(Preuzeto sa: https://periodictable.com/Items/033.7/index.html).

Arsen (As) je metaloid (Slika 2) u zavisnosti od modifikacije moze imati metalne ili
nemetalne osobine, ¢eS¢e se javlja u vidu jedinjenja (organskih i neorganskih). U prirodi se u
elementarnom stanju nalazi u manjim koli¢inama, zbog toga ga i Medunarodna mineroloSka
asocijacija (International Mineralogical Association - IMA) svrstava u minerale (Slika 3). Do
2011. godine utvrdeno je 330 nalaziSta elementarnog arsena u svetu. Arsen ima tri alotropske
modifikacije (sivi, zuti i crni arsen). Javlja se u vise valentnih stanja (+3, -3, 0, -5). Trovalentni i
petovalentni oblici arsena su od znacaja za zivotnu sredinu. Toksi¢nost trovalentnog arsena je
vezana za njegov visok afinitet ka sulfhidrilnim grupama biomolekula kao S§to je glutation
(GSH), lipoinska kiselina i cisteinski ostaci mnogobrojnih enzima (Aposhian i Aposhian, 2006).
Veca toksi¢nost trovalentnih arsenovih jedinjenja (Slika 4) u odnosu na petovalentna pripisuje se
ve¢em afinitetu ka generisanju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. (Nesnow 1 drugi, 2002).
Medunarodna agencija za istrazivanje raka (International Agency For Research On Cancer,
IARC, 2004), Americka agencija za zaStitu zivotne sredine (U.S. Environmental Protection
Agency - EPA, 1979, 1984 i 2007), kao i Agencija za registre opasnih i toksi¢nih supstanci SAD
(U.S. Agency for Toxic Substances and Diesases Registry - ATSDR, 2005) klasifikovale su
neorganski arsen kao humani kancerogen, a petovalentni neorganski arsen, organski arsen kao i
njihova jedinjenja svrstali u toksi¢ne materije. Toksi¢nost arsena zavisi od njegovog hemijskog
oblika, koncentracije, trajanja-izlozenosti i ostalih faktora koji uti¢u na retenciju i distribuciju
arsena (koncentracija arsena, vrsta organizma, kapacitet metilovanja, valentni oblik, nacin
unosenja (EPA, 2005a, 2005b). Arsen gradi dva oksida; arsen(111)- oksid i arsen(V)- oksid.



Slika 3. Mineral arsena iz zbirke Nacionalnog muzeja u Pragu, Ceska Republika.
(Preuzeto sa: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4c/Arsen_11.jpg).

1.1.1. Arsen(lIl)

Slika 4. Arsen(l11)- oksid.(Preuzeto sa:https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a7/Arsenic_trioxide.jpg).


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4c/Arsen_11.jpg

Arsen(l1l) ili arsenik u narodu poznat i pod nazivom miSomor, izuzetno je jak otrov, u
vidu belog praha, bez mirisa, slatkastog ukusa, koji se slabo rastvara u vodi. Primenu je naSao u
sredstvima za deratizaciju, uni$tavanju korova, obradi koze, drveta i u sredstvima za prepariranje
zivotinja. Primenjuje se i u medicini, smatra se efikasnim hemoterapeutikom u le¢enju odredenih
karcinoma kod ljudi (Douer i Tallman, 2005). Medu jedinjenjima arsena, As(Ill) se uspes$no
koristi u lecenju akutne promijelocitne leukemije (APL) (Soignet i drugi, 1998). Takode se
pokazalo da efikasno indukuje apoptozu u malignim APL ¢elijama in vitro (Hu i drugi, 1999).
Moze da indukuje apoptozu i u drugim celijama leukemije, kao i u ¢elijama raka zeluca, ¢elijama
neuroblastoma, karcinoma prostate i jajnika (Zhang i drugi, 1999; Uslu i drugi, 2000). Arsen se
obi¢no smatra kao mocan kancerogen koji moze izazvati stvaranje odredenih vrste solidnih
tumora (Smith i drugi, 1992; Liu i Waalkes, 2008). Mehanizam delovanja arsena(lll) nije u
potpunosti razjaSnjen, smatra se da izaziva morfoloske promene i fragmentaciju DNK
karakteristi¢ne za apoptozu u ¢elijama NB4 humane promijelocitne leukemije in vitro. Takode,
izaziva oStecenje ili degradaciju fuzionog proteina PML/RAR-alfa.

1.2. lzvori arsena

Izvori arsena mogu biti prirodnog i antropogenog porekla. Antropogeni izvori arsena i
jedinjenja arsena se stvaraju kao posledica industrijskih delatnosti, kao S§to su rafinerije
mineralnih ulja i gasa, termoelektrane i druga postrojenja za spaljivanje, proizvodnju i preradu
metala, mineralna i hemijska industrija, postrojenja za spaljivanje otpada, proizvodnja i prerada
drveta, proizvodnja papira, klanice, kao i primena hemikalija u poljoprivredi koje sadrZze arsen
(Mandal 1 Suzuki, 2002). Ljudi mogu biti izlozeni uticaju razli¢itih vrsta organskog i
neorganskog arsena, jer moze biti prisutan u hrani, vodi, vazduhu i zemljistu. Najces¢i vid
dospevanja arsena u organizam je oralnim putem (hranom i vodom - koja sadrzi arsen), mada
moze 1 udisanjem i apsorpcijom preko koze, potencijalno je veca opasnost unosa arsena u
organizam putem vode.

1.2.1. Prisustvo arsena u vodi

Arsen se u vodi moze naci kao rezultat antropogenih uticaja i prirodnih procesa kao $to
su otapanje, bioloske i vulkanske aktivnosti. Prirodnim putem se arsen izdvaja prilikom
erodovanja stena andezita, nakon ¢ega dospeva u zivotnu sredinu najcesce u podzemnim vodama
(Eisler, 1994). U prirodnim vodama se pojavljuje najcesce u neorganskom obliku kao oksidovani
trovalentni arsenit As(l11) ili kao petovalentni As(V). Petovalentne vrste su dominantne i stabilne
u aerobnim sredinama bogatim kiseonikom, dok su trovalentne vrste preovladujuce u sredini sa
umerenom redukcijom (Kim i drugi, 2002). Pod neoksiduju¢im uslovima As(III) je stabilan u
obliku nejonizovane arsenitne kiseline (HsAsQOz) i arsenitnog anjona (H2AsOz"). As(V) oblik je
dominantan u oksidovanim vodama, u kojima se nalazi u anjonskim oblicima H2AsO4", HASO4y"
ili AsOas3™ 1 to u opsegu pH vrednosti tipicnom za pijace vode (pH 6-10) (Dalmacija, 2009). lako



su oblici katjonskog i anjonskog As potencijalno Stetni po ljudsko zdravlje, As(IIl) se smatra
koriste¢i bilo koju komercijalnu tehnologiju za tretman vode. Kao jedino reSenje namece se
regulacija pH vrednosti ili oksidacija arsenita do arsenata za bilo koji tretman vode u cilju
uklanjanja arsena (Marinkovi¢ i drugi, 2007). Biometilacija utice na mobilnost i transport As u
podzemnim vodama (Maeda, 1994). Zbog oksido-redukcionih procesa arsen se oslobada i
izlucuje u vodu. Smatra se da se arsen oslobada u prirodu oksidacijom arsenopirita (FeAsS) ili
pirita (FeS2) obogacenih arsenom. Oksidacija ovih jedinjenja se odvija uz kiseonik, jona gvozda
(Fe*®) ili nitrata. Osim za gvozdehidroksid arsen se vezuje i za ostale minerale koji imaju veliku
specificnu povrsinu, kao $to su oksidi mangana, aluminijuma, minerali glina i organske materije.
U oksido-redukcionim procesima ucestvuju i bakterije iz roda Psychrobacter koje mogu
redukovati arsenat, odnosno oksidovati arsenit, a nalaze se u veéini podzemnih voda
kontaminiranih arsenom (Kukucka i Kukucka, 2013). Prisustvo specifi¢nih oblika arsena u vodi
zavisi od vise faktora kao Sto su adsorpcija-desorpcija, oksidacija-redukcija, jonska izmena,
veliCine Cestica, sadrzaja organskih materija, bioloske aktivnosti (Dalmacija, 2009).

1.2.2. Poreklo arsena u podzemnim vodama Vojvodine

Jo$ uvek nije jasno zbog Cega se na nekim mestima arsen izdvaja prirodnim putem iz
ruda dok se u drugim sluc¢ajevima to ne deSava. Najznacajnije zakljuCke vezano za slojeve
podzemnih voda Panonske nizije, kojima pripada 1 voda iz vecine bunara u Banatu dali su
(Csalagovits, 1999) i (Varsanyi i Kovacs, 2006), arsen se stvara na mladim kvartarnim re¢nim
sedimentima 1 vezuje se za okside i1 hidrokside gvozda, u sporoteku¢im podzemnim vodama
arsen se nalazi u ve¢im koncentracijama. Nastanak arsena vezuje se za oksidaciono-redukcione
procese u barskim sedimentima. Kvartarni aluvijalni sedimenti, koji su prisutni u Panonskoj
niziji sadrze minerale arsena, najCeSCe arsenopirit FeAsS, izomorfnu smesu FeS: i FeAs:.
Kontaminacija arsenom moze biti i posledica aktivnosti coveka. Arsen se stvara 1 kao nusprodukt
pri preradi ruda (na podrucju Banatskih planina i Transilvanije) koji kontaminira podzemne
vode. Podzemne vode sa jatom koncentracijom arsena oti¢u ka Banatskoj niziji. Arsen
kontaminira zemljiSte 1 usled agrotehnic¢kih mera primenom vestackih dubriva (prvenstveno
fosfata) 1 pesticida sa sadrzajem arsena. Zbog vecih koncentracija arsena u zemljiStu 1
vodopropusnih karakteristika sedimenata ispod zemljiSta na prostoru Banata, arsen prodire do
slojeva podzemnih voda iz kojih arteski bunari zahvtaju vodu.

1.2.3. Prisustvo arsena u vodovodnom sistemu Banata

Bitni izvori kontaminacije pijace vode su: geoloski sastav zemljiSta kao i mobilizacija
toksi¢nih metala sa mesta odlaganja otpada. Pojedini istrazivaci utvrdili su korelaciju izmedu
visoke koncentracije arsena i fluorida u pijac¢oj vodi (Wyatt i drugi, 1998a; 1998b). Postoje razliciti
medunarodni standardi ili regulatorna ogranicenja za prisustvo arsena u vodi za snabdevanje
stanovnis$tva kao potencijalno kancerogenog agensa. Za vodu, koja je namenjena za ljudsku
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upotrebu, utvrdena je parametarska vrednost od 10 pg/L bez razlike izmedu razli¢itih oblika
arsena prema direktivi Saveta Evropske komisije (Council Directive 98/83EC), dok je prema
direktivi Saveta Evropske komisije (Commission Directive 2003/40/EC), utvrden maksimalni
nivo od 10 pg/L za ukupni arsen (tAs) u prirodnim mineralnim vodama, $to je u saglasnosti i sa
preporukama Svetske zdravstvene organizacije (World Health Organization - WHO, 2017). U
Republici Srbiji u najveéem procentu, osnovni resurs vodosnabdevanja stanovniStva cine
podzemne vode. Pokrajina Vojvodina se administrativno sastoji od 45 opstina a snabdevanje
vodom se vrsi isklju¢ivo iz podzemnih voda. Nacionalni program pracenja kvaliteta vode
pokazuje da javni vodovodi u 20 opstina (44,4% svih opStina u Vojvodini) sadrze velike
koncentracije arsena. Najveca izmerena vrednost koncentracije arsena u vodovodnoj mrezi
Banata izmerena u naselju Taras iznosila je 0,859 mg/L (Jovanovi¢ i drugi, 2011).

U Vojvodini ve¢ oko 40 godina postoji problem prisustva arsena u vodi za pi¢e u
koncentraciji iznad dozvoljenih vrednosti. Problem je Sto vecina sistema za vodosnabdevanje u
Vojvodini nema adekvatnu tehnologiju za uklanjanje arsena iz podzemnih voda. Zabrana
upotrebe vode za pi¢e u Zrenjaninu je uvedena 2004. godine, medutim vodu sa cesme
upotrebljavaju za sve druge potrebe kao S$to su odrzavanje li¢ne higijene, odrzavanje
domacinstva, zalivanje baste, pojenje stoke, ne postoji regulativa koja zabranjuje upotrebu takve
vode i za Zivotinje.

1.3. Arsen u organizmu

Bioraspolozivost neorganskog arsena zavisi od puta unosa u organizam, njegove
rastvorljivosti i prisustva drugih sastojaka i hranljivih materija u gastrointestinalnom traktu.
Distribucija arsena u organizmu zavisi od krvne perfuzije, afiniteta samog tkiva, zapremine
tkiva, difuzionog koeficijenta, membranskih karakteristika (Mandal i Suzuki, 2002)._Poluzivot
neorganskog arsena kod ljudi je oko 10 sati (Rossman, 2007). Sudbina arsena unetog u
organizam zavisi od oksido-redukcionih procesa, kao i od reakcije metilovanja u jetri (Mandal i
Suzuki, 2002; Rossman, 2007), priblizno 70% arsena se izlucuje, uglavnom urinom (Rossman,
2007). Arsen ima sposobnost da prode kroz mozdanu barijeru, placentu, moze se na¢i i u
maj¢inom mleku. Nakon dve do tri nedelje od prestanka izlaganju uticaju arsena, arsen koji je
ostao u telu se moze naci u tkivima koja su bogata keratinom, kao $to su kosa, nokti, koza
(Klaasen i drugi, 1986; Lansdovn, 1995; Underwood, 1977), u manjoj meri u kostima i zubima
(Yip i Dart, 2001). Arsen se deponuje u organizmu narocito u jetri i bubrezima, crevnom zidu,
slezini i plu¢ima.

1.3.1. Uticaj arsena na organizam

Prema rezultatima novijih istraZivanja zna se da arsen inhibira viSe od 200 enzima i
prouzrokuje multisistemske zdravstvene efekte putem interferencije enzimske funkcije i
regulacije transkripcije (Lage i drugi, 2006). Zbog hemijske sli¢nosti sa fosforom, sugerise se da
arsen sprecava formiranje ATP tokom glikolize. U jednom koraku glikolitickog puta fosfat se
podsredstvom enzima vezuje za D-gliceraldehid-3-fosfat i obrazuje 1,3-difosfo-D-glicerat. U
ovoj reakciji, arsenat moze zameniti fosfat, pri ¢emu nastaje anhidrid 1-arsenato-3-fosfo-D-
glicerat. Medutim, ovaj anhidrid je nestabilan i hidrolizuje na arsenat i 3-fosfoglicerat. Mala
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stabilnost arsen-anhidrida moze biti objasnjena duzinom veze As-O koja je aproksimalno 10%
duza od duzine veze P-O. Adenozin-3-fosfat (ATP) se generiSe tokom glikolize u prisustvu
fosfata, ali ne i u prisustvu arsenata (Tseng i drugi, 2003; Lage i drugi, 2006; Ratnaike, 2006).
Neorganska i organska jedinjenja trovalentnog arsena su potentniji genotoksini u odnosu na
petovalentna jedinjenja arsena. Mehanizam genotoksi¢ne aktivnosti arsena ukljucuje generisanje
ROS, inhibiciju reparacije DNK i izmenjeno metilovanje DNK (Rossman, 2003). Premda nije
direktni mutagen, arsen je genotoksican, indukujuci delecije hromozoma, oksidativno osStec¢enje
DNK, prekide u DNK lancima, hromozomske aberacije, aneuploidiju i mikronukleus (Hei i
drugi, 1998; Basu i drugi, 2001; Rossman, 2003). Ostali efekti genotoksi¢nosti arsena ukljucuju
amplifikaciju gena, transformaciju aktivnosti i nestabilnost genoma. Ovi efekti arsena primeceni
su i u ¢elijama sisara in vitro, i kod laboratorjskih Zivotinja in vivo i ljudi (Basu i drugi, 2001;
Rossman, 2003). Kod ljudi izloZenih neorganskom arsenu (uglavnom arsenatima ili arsenitima u
vodi za pice) uocena je povecana incidenca mikronukleusa, hromozomske aberacije (Ostrosky-
Wegman i drugi, 1991; Warner i drugi, 1994; Lerda, 1994; Dulout i drugi, 1996; Moore i drugi,
1997; Gonsebatt i drugi, 1997; Méki-Paakkanen i drugi, 1998; Harrington-Brock i drugi, 1999;
Basu i drugi, 2001; Mahata i drugi, 2003; Ghosh i drugi, 2006; Lewinska i drugi, 2007). Sli¢ni
efekti (indukcija mitoti¢kog crossing-overa, mikronukleus, hromozomska aberacija i Celijska
transformacija) indukovani su arsenatima, ali pri koncentracijama koje su oko 10 puta veée u
odnosu na koncentracije arsenita (Gebel, 2001; Rossman, 2003; IARC, 2004). Pored generisanja
ROS, arsen indukuje generisanje i reaktivnih azotnih vrsta, naroc€ito azotnog oksida, koji je kako
je opisano mutagen (Shi i drugi, 2004; Florea i drugi, 2005).

1.3.2. Akutno i hroni¢no trovanje arsenom

Nakon izlaganja visokim koncentracijama arsena dolazi do razvoja simptoma akutnog
trovanja, koji se razvijaju odmah nakon unoSenja. MoZe da se javi kasalj osecaj pe€enja ociju,
curenje nosa, bol u grudima, a kasnije se javljaju i gastrointestinalne tegobe, oStec¢uju se funkcije
jetre, bubrega, dolazi do sr€anih 1 cerebralnih smetnji pa 1 smrti (Hughes, 2002). Hroni¢no
izlaganje uticaju niskih koncentracija arsena dovodi do ispoljavanja simptoma hroni¢nog
trovanja. Cesto su ti simptomi sliéni simptomima drugih organskih bolesti, §to stvara poteskoée
prilikom registrovanja arsena kao primarnog uzro¢nika bolesti. Naj¢eS¢e promene koje se
javljaju kao posledica hroni¢nog izlaganja uticaju arsena su: inaktivacija enzima, hromozomske
promene, vezivanje za proteine, ometanje vezivanja enzima na putu biosinteze hema, oStec¢enje
funkcije jetre, pojava dijabetesa, ishemije srca, hipertenzija, periferna vaskularna oboljenja,
periferna neuropatija, karcinom koze (Hughes, 2002).

1.3.3. Uticaj arsena na reproduktivni sistem

Poznato je da uticaj toksi¢nih materija na Zenski reproduktivni sistem kod ljudi i Zivotinja
narusava plodnost. Podaci Svetske zdravstvene organizacije (SZO), govore da je vise od 10%
zena u opasnosti od neplodnosti usled izlozenosti teSkim metalima posebno arsenu, koji kao
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zagadivac zivotne sredine moze da poremeti reproduktivne funkcije (Apostoli 1 Catalini, 2011).
Arsen je vrlo toksi¢an i predstavlja opasnost tokom gestacionog perioda kod Zena i zivotinja, jer
moze da dovede do poremecaja neuroendokrinog sistema, inhibirajuéi receptore za vezivanje
estrogena, ne reguliSe receptore progesterona i potencijalni je uzro¢nik estrogen zavisnih bolesti
kao $to su rak dojke, endometritis, spontani pobacaji (Ishfaq Ahmad i drugi, 2021). Arsen igra
potencijalnu ulogu u poremecaju funkcije Zenskih polnih hormona, kao $to je ometanje sinteze i
normalne funkcije hormona. Svi hormoni se razlikuju po svojoj strukturi i funkciji i imaju
razliCite puteve sinteze. Izlaganje arsenu kroz pesticide i druge proizvode moze poremetiti lanac
sinteze hormona, kao Sto je inhibicija biosinteze estrogena (Chatterjee 1 Chatterji, 2010),
spre¢avanje konverzije androgena u estrogen (Mason i drugi, 1987). Metilovani arsen moze da
poremeti aktivnost dopamin beta hidroksilaze, dovode¢i do smanjenja konverzije dopamina u
nor-epinefrin, uti¢e i na aktivnost kateholamina ukljucenog u stvaranje pro-estrusa u LH, koji
stimuli$e ovulaciju (Chattopadhyay i Gosh, 2010). Takode inhibira razne druge enzime koji su
ukljuceni u sintezu progesterona (Fugo i Butcher, 1966). Poremecaj vremenskog skoka LH moze
da promeni vitalnost i kvalitet oocita (Chattopadhyay 1 Gosh, 2010). Estrogeni receptori su vazni
za regulisanje rasta i razvoja folikula, oocita i granuloza celija jajnika, kao i za funkciju
ovulacije. Celijski estrogeni receptori, kao §to su nukleusni receptori i membranski estrogeni
receptori, primarni su regulatori aktivnosti hormona (Tang i drugi, 2019). Receptor estrogena
ima kapacitet za razliite koregulatorne interakcije, 1 razli¢ite procese aktivacije/deaktivacije
(Chatterjee 1 Chatterji, 2010). Estrogen i njegovi receptori imaju vazan uticaj na patofiziologiju
mnogih razli¢itih sistema u ljudskom telu. Smatra se da estrogen povecava rizik od maligne
transformacije povrsinskog epitela jajnika (La Vecchia, 2006). Hormonska neravnoteza nastala
usled toksi¢nog efekta arsena predstavlja vazan uzrok neplodnosti kod zena (Rattan 1 drugi,
2017), dovode¢i do poremecaja ciklusa, kao $to je smanjenje broja ciklusa estrusa i produzeno
trajanje diestrusa (Biswas 1 drugi, 2019). Poremecaj ovulacije, endokrina interferencija sa
estrogenim svojstvima mogu inhibirati ovulaciju 1 porast LH sredinom ciklusa, §to moze dovesti
do problema sa plodnos¢éu kod Zena (Ashby i drugi, 2002; Rattan i drugi, 2017). Medutim,
vecina studija je otkrila da izlozenost arsenu putem pesticida 1 insekticida je glavni uzrok
neplodnosti kod Zena, jer je primeéen smanjen broj zrelih folikula i povecan broj atreti¢nih
folikula, Sto ukazuje na potencijalno smanjenje plodnosti (Stoker i drugi, 1993). Povecana
izlozenost metilovanom arsenu moZze dovesti do smanjenja tezine materice, $to moZe uticati na
implantaciju i povecati gubitak embriona (Ma i drugi, 2003). Izlozenost uticaju arsena moze da
utie na angiogenezu u endometrijumu tokom trudnoce, ovi poremecaji dovode do disfunkcije
endometrijuma, spontanih pobacaja, prevremenog porodaja, neplodnosti, steriliteta (Milton i
drugi, 2017). Brojni su podaci o vezi izmedu rizika pojave raka i konzumiranja vode sa visokom
koncentracijom arsena u vodi za pice, ali sam mehanizam kojim arsen dovodi do kancerogenih
promena jo§ uvek nije dovoljno istrazen. Uticaj arsena u koncentraciji koja je izmerena u
vodovodnoj mrezi opStine Zrenjanin, na reproduktivne funkcije nije ispitivan. Nema literaturnih
podataka o potencijalno Stetnom, hroni¢nom uticaja arsena na reproduktivne funkcije, praceno
kroz tri uzastopne generacije, Sto nas je 1 navelo da pokusamo da damo odgovore na pitanje, da li
je voda kontaminirana arsenom povezana sa problemima plodnosti.



1.4. Reproduktivni sistem

1.4.1. Zenski reproduktivni sistem

Zenski reproduktivni sistem je graden od unutra$njih i spoljasnjih polnih organa.
materica i vagina.
Spoljasnji polni organi su vestibulum vagine, himen, Labia minora, Labia majora, clitoris i
spoljasnji otvor mokra¢nog kanala.
Placenta se zbog svoje funkcionalne i fizioloske povezanosti sa uterusom tokom trudnode,
klasifikuje 1 obraduje u okviru zenskog reproduktivnog sistema (Ross i Pawlina, 2016).

1.4.1.1. Reproduktivni ciklus

Zenski reproduktivni organi u periodu od puberteta, tatnije od prve menstruacije do
menopauze, osim tokom trudnoée su izlozeni cikliénim promenama koje se nazivaju
reproduktivnim ciklusom. Jedan reproduktivni ciklus traje u proseku 28 dana, uz odreden uzan
raspon individualnih razlika (Nikoli¢, 2010). Cilj reproduktivnog ciklusa jeste da obezbedi zrelu
jajnu ¢eliju u svakom ciklusu, uslove za njeno oplodenje, pripremi endometrijum za prihvatanje
zametka ukoliko dode do oplodenja. Reproduktivni ciklus je pod kontrolom neurohumoralnog
mehanizma, pri ¢emu centralno mesto u kontroli pravilnosti 1 sinhronizacije ciklusa ima
hipotalamus koji preko hormona hipofize (FSH) folikulostimulirajuéeg hormona i LSH-
luteiniziraju¢eg hormona u potpunosti reguliSe funkciju jajnika. Hormoni jajnika (progesteron 1
estrogen) utiCu na ostale reproduktivne organe i uskladuju promene na njima (Nikoli¢, 2010).
Glavni posrednik u delovanju estrogena su estrogeni receptori ER. Estrogeni receptori (ERs1) su
faktori transkripcije aktivirani ligandom koji pripadaju superfamiliji nukleusnih hormonskih
receptora. Kod sisara se unutarcelijski ER dominantno javlja u dve izoforme, ERa 1 ER},
kodirane odvojenim genima, ESR1 i ESR2, lociranim na hromozomima, 6qg25.1 i 14q23.2
(Deroo i Korach, 2006; Jameera Begman i drugi, 2017). ERa je protein molekulske mase 66
kDa, izgraden od 595 aminokiselina, dok je ERP veli¢ine 54 kDa 1 gradi ga 530 aminokiselina
(Jameera Begman i drugi, 2017). Identi¢nost u redosledu aminokiselina ERa i ERp je oko 97 %
u domenu koji vezuje DNK i oko 56% u domenu koji vezuje ligand, dok je u N terminusu
podudarnost 24%. Ovi receptori imaju razli¢itu raspodelu u tkivima, pri ¢emu je ERa najvise
eksprimiran u reproduktivnim tkivima (uterusu, teka ¢elijama jajnika, dojkama, stromi prostate,
Lajdigovim c¢elijama testisa, epididimisu), bubrezima, belom adipoznom tkivu i jetri, a ERB u
granuloza ¢elijama jajnika, epitelu prostate, testisima, debelom crevu, centralnom nervnom
sistemu, kardiovaskularnom sistemu, plu¢ima i kostnoj srzi (Jia i drugi, 2015; Jameera Begman i
drugi, 2017). U normalnom reproduktivnom tkivu jajnci Su najvaznije mesto biosinteze
estrogenih hormona kod Zena u reproduktivnom dobu, koje nisu trudne. Ekspresija aromataza
enzimskog kompleksa, odgovornog za konverziju androgena iz ¢elija theca je dobro regulisana u
zrelim granuloza ¢elijama, antralnim folikulima i takode je izrazena u ¢elijama unutar Zutog tela
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(Turner 1 drugi, 2002). Imunohistohemijske studije su dokumentovale ekspresiju ERB kod
granuloza ¢éelija nezrelih 1 zrelih (antralnih) folikula, gde dolazi do intenzivnog bojenja, kao i kod
teka celija, zutog tela 1 povrSinskog epitela ovarijuma. U ovarijumu zena imunoekspresija ERa je
ograni¢ena na povrsinski epitel, theca celije i granuloza ¢elije zrelih folikula (Saunders i drugi,
2000). Aktivnost ER je, osim u razvoju i regulaciji reproduktivnog sistema, vazna i za kontrolu
razli¢itih funkcija kardiovaskularnog, skeletnog, imunskog i centralnog nervnog sistema (Ba
Miro i drugi, 1995; Jameera Begman i drugi, 2017). Signalizacija putem ER ima ulogu i u
razvoju razliCitih patoloskih stanja: kancera (dojke, jajnika, endometrijuma, debelog creva),
metabolickih, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih poremecaja, endometrioze, inflamacije,
osteoporoze i gojaznosti (Ascenzi i drugi, 2006; Jia i drugi, 2015).

1.4.1.2. Jajnik (ovarijum)

Jajnik je paran organ, smesten bo¢no od tela materice. Jajnik ima dvojaku funkciju,
stvaranje Zenskih polnih ¢elija (oogeneza) i stereoidnih hormona Zene (progesteron i estrogen)
steroidogeneza. Progesteron i estrogen imaju znaCajnu ulogu u menstrualnom ciklusu i
pripremanju uterusa za implantaciju ukoliko dode do oplodenja ili u suprotnom do menstruacije
(Ross i Pawlina, 2016). Janici kod Zena koje nisu radale (nulliparous) su parni organi
bademastog oblika, ruzicasto - bele boje, oko 3 cm duzine, 1,5 cm Sirine, debljine oko 1 cm.
Svaki jajnik je pri¢vrs¢en za zadnju povrSinu Sirokog ligamenta pomocu peritonealnog nabora,
mezoovarijuma (Slika 5). Jajnik je sa gornje strane (strane jajovoda) vezan ovarijalnim
supresornim ligamentom, koji sadrzi 1 ovarijalne krvne sudove i nerve, za zid karlice. Sa donje
strane (strane uterusa) vezan je za uterus ovarijalnim ligamentom, koji je ostatak
gubermaculuma, embrionalnog fibroznog vlakna, kojim se gonade povezuju sa podom Kkarlice
(Ross i Pawlina, 2016).
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Slika 5. Grada unutrasnjih reproduktivnih organa zene. (Preuzeto iz: Mescher, 2016).

U periodu do puberteta, povrsina jajnika je glatka. Tokom reproduktivnog perioda zivota,
na povrsini jajnika se uocavaju nepravilni oziljci, koji nastaju nakon svake ovulacije, broj
oziljaka raste sa brojem ovulacija. Kod Zena posle menopauze veli¢ina janika se smanjuje za oko
Cetvrtinu u odnosu na veli¢inu jajnika tokom reproduktivnog perioda Zivota Zene (Ross i
Pawlina, 2016). Na povrSini jajnika nalazi se jedan sloj plocastih do kockastih ¢elija, koje
formiraju povrSinski (germinativni epitel), ispod kojeg se nalazi tunica albuginea, tanki sloj
gustog vezivnog tkiva.

Na popre¢nom preseku ovarijuma uocava se cortex kora jajnika (kortikalni region) i
medulla srz (medularni region), izmedu kojih ne postoji jasna granica (Mescher, 2016).
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Kora (cortex) jajnika predstavlja periferni deo jajnika i naleze na srz jajnika. Kora sadrzi
ovarijalne folikule u razli¢itim fazama razvica (ili regresije) i bogatu meducelijsku supstancu
koju ¢ini vezivno tkivo i tanka miSi¢na vlakna (zona parenhimatosa).
Srz (medulla) ¢ini sredi$nji deo jajnika, gradena je od rastresitog vezivnog tkiva, bogata je
brojnim krvnim, limfnim sudovima i nervima, i naziva se zona vasculosa (Mescher, 2016).
Reproduktivna sposobnost kod Zena se ogleda u cikli¢noj aktivnosti koja vodi ka rastu i
razvoju dominantnog folikula. Razvojne faze dominatnog folikula su folikulogeneza, ovulacija i
luteogeneza. Proces folikulogeneze zapocinje fenomenom regrutacije primordijalnih folikula u
kohortu rastucih folikula ¢iji ¢e se razvojni put zavrsiti ovulacijom ili atrezijom. Folikulogeneza
traje dugo, oko godinu dana, od perioda primordijalnog folikula do razvoja u preovulatorni
stadijum. Folikulogeneza se deli na dve faze preantralna i antralna faza. Oko 14 dana
menstrualnog ciklusa koji traje 28 dana preovulatorni folikul oslobada zrelu jajnu celiju
obavijenu c¢elijama corona radiata. Sam process ovulacije zahteva idealan balans aktivnosti
endokrinog sistema imunskih signala, intraovarijalnih parakrinih faktora. Nakon ovulalcije
folikul se transformiSe u zuto telo, tako §to Celije theca interna i granuloza celije postaju theca
luteinske, odnosno granuloza luteinske ¢elije, a deo Supljine folikula biva ispunjen vezivnim
tkivom i krvnim sudovima. U periodu nakon ovulacije, ¢elije granuloze su veli¢ine oko 35 um u
pre¢niku to su granuloza-luteinske ¢elije, theca intersticijalne celije takode ulaze u sastav zutog
tela i nazivaju se theca luteinske ¢elije. Ukoliko ne dode do implantacije zuto telo se degenerise
procesom luteoliza. Histoloski degenerisano Zuto telo predstavlja samo nodus ¢vstog vezivnog
tkiva i naziva se corpus albicans (Williams i drugi, 2000).

1.4.1.3. Ovogeneza

Ovogeneza je proces stvaranja zenskih gameta. U prvom mesecu embrionalnog Zivota,
manja populacija primordijalnih germinativnih ¢elija migrira iz Zumancane kese u promordijalne
gonade, gde se celije dele mitotickom deobom i diferenciraju u oogonije. U drugom mesecu
embrionalnog zivota ovarijum sadrzi oko 600.000 oogonija. Broj oogonija raste, ve¢ do 5 meseca
embrionalnog zivota ih ima 1 viSe od 7 miliona, kada se nekoliko miliona oogonija diferencira u
primarne oocite (Mescher, 2016).
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Slika 6. Ovogeneza i promene unutar jajnika tokom ovogeneze. (Preuzeto iz: Mescher, 2016).

Primarne oocite ulaze u prvu mejoticku deobu i bivaju zaustavljene u profazi prve
mejoticke deobe (ali nakon Sto se stvaranje sinapsi i rekombinacija gena zavrsi). Oko svake
primarne oocite se formira omota¢ od jednog sloja plocastih folikuarnih ¢elija-primordijalni
jajni folikuli (Slika 6). Do 7 meseca intrauterinog zivota vec¢ina oogonija se transformise u
primarne oocite. Veliki broj primarnih oocita i nestane u toku degenerativnog procesa (atrezija)
koji se nakon zavrSetka intrauterinog zivota nastavlja i traje tokom celog reproduktivnog perioda
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zivota zene (Mescher, 2016). Od tog trenutka se broj primarnih oocita neprekidno smanjuje, za
raziku od muskih polnih ¢elija, one se viSe ne stvaraju. Od nekoliko miliona primarnih oocita
prisutnih u petom mesecu intrauterinog zivota, na rodenju ih ima oko 2.000.000, do puberteta
400.000 tokom reproduktivnog perioda zivota zene od prve menstruacije do menopauze, samo
oko 400 primarnih oocita nastavi svoju prvu mejoticku deobu (Nikoli¢, 2010). Tokom puberteta,
mala grupa folikula podleze ciklicnom rastu i sazrevanju. Nakon prve menstruacije ovulacija se
ne desava joS 1 do 2 godine, nakon Cega se sazrevanje i ovulacija stabilizuju i paralelno se
odvijaju sa menstrualnim ciklusom (Ross & Pawlina, 2016). Tokom svakog menstrualnog
ciklusa najces¢e po jedna (dominantna) oocita neposredno pred ovulaciju dovrSava deobu, pri
¢emu nastaje sekundarna oocita i prvo polarno telo, ona odmah zapocinje drugu mejoticku
deobu ali se 1 ona prekida u metafazi mejoze II. ZavrSetak mejoze deSava se tek ukoliko dode do
oplodenja kada se sekundarna oocita posle ulaska spermatozoida deli na Zenski gamete i drugo
polarno telo (Nikoli¢, 2010). Histoloski gledano, prema stadijumu razvi¢a razlikuju se tri
osnovna tipa ovarijalnih folikula:

a. Primordijalni folikul.

b. Rastu¢i folikuli (primarni i sekundarni folikuli)

c. Zreli folikul (Graafov folikul)

a. Primordijalni folikul

Primordijalni folikul predstavlja najraniji stadijum razvoja folikula. Pojavljuju se tokom
treeg meseca intrauterinog zivota. Razvoj primordijalnih folikula zavisi od uticaja gonadotropne
stimulacije. Kod zrelih ovarijuma primordijalni folikuli se nalaze u stromi kore janika odmah
ispod tunice albuginee. Oocita je okruzena jednoslojnim, spljostenim folikularnim ¢elijama,
spojaSnja povrSina folikularnih celija se grani¢i sa bazalnom laminom. U ovom periodu
primordijalni folikuli su pribijeni jedan uz drugi. Veli¢ina oocite u folikulu iznosi 3 pm u
precniku, uocava se veliko ekscentri€no postavljeno jedro, sa dva ili viSe jedaraca. Citoplazma
(ooplazma) sadrzi Balbinijevo telo (mesto gde su akumulirane organele: GoldZijev kompleks,
endoplazmin retikulum, centriole, veliki broj mitohondrija, lizozomi) (Ross i Pawlina, 2016).

b. Razvojni folikuli:

Primarni folikuli predstavljaju prvu fazu razvojnog folikula (Slika 7). Diferencijacijom
primordijalnih folikula nastaju razvojni folikuli kod kojih se deSavaju promene u oocitama,
folikularnim ¢elijama i stromi. Oocite rastu (50 — 80 um). Jedan sloj folikularnih ¢éelija koje
okruzuju oocitu dobijaju kockast oblik. Oocite, kako rastu, sekretuju specificne proteine koje
grade sloj izmedu oocite i folikularnih ¢elija nazvan zona pellucida.
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Slika 7. Razvoj folikula (jednocelijski i visecelijski). (Preuzeto i modifikovano iz: Mescher, 2016).

Brzom mitotickom deobom folikularnih celija jednocelijskog folikula dolazi do
formiranja granuloznog epitela (membrana granulosa) koja okruzuje oocitu. Proliferacijom
granuloznih ¢elija, stromalne celije ih odmah okruzuju i formiraju theca folliculi od ¢elija
vezivnog tkiva, smeStenu sa spoljne strane bazalne membrane. Ona se dalje diferencira u dva
sloja theca interna i theca externa (Slika 8). Theca interna je unutrasnji visoko vaskularizovan
sloj kockastih sekretornih ¢elija. Potpuno diferencirane Celije thece interne imaju karakteristike
steroid-produktivnih celija, jer Celije theca interne poseduju veliki broj receptora lutenizirajuceg
hormona. Kao odgovor na LH stimulaciju, one sintetiSu i sekretuju androgene koji su prekusori
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estrogena. Pored sekretornih ¢éelija theca interna sadrzi i fibroblaste, kolagena vlakna i bogatu
mrezu krvnih sudova, tipiéne za endokrine organe (Ross i Pawlina, 2016). Theca externa je
spoljasnji sloj koji ¢ine ¢elije vezivnog tkiva, pored njih sadrzi 1 glatke miSi¢ne Celije 1 kolagena
vlakna. Razlika izmedu slojeva theca kao i razlika izmedu thece externe i okolne stome nije
jasna. Dok jasna granica postoji izmedu thece interne i bazalne lamine zbog prisustva krvnih
sudova (Ross i Pawlina, 2016).

Slika 8. Mikrografija kore jajnika sa primarnim folikulom -jednocelijski i visecelijski. (Preuzeto iz: Mescher, 2016).

Maturacijom primarnih folikula menja se distribucija organela u oociti, provecava se broj
slobodnih ribzoma, mitohondrija, endoplazminog retikuluma, Goldzi kompleksa, vakuola,
prisutne su i lipidne kapi i masa lipohrom pigmenta. Faktori koji uti€u na rast i promene u
primarnom folikulu su:

FSH folikulostimuliraju¢i hormon, faktori rasta (IGF -l, EGF), joni kalcijuma (Ca 2) Kada
granulozni sloj dostigne debljinu od 6 do 12 slojeva granuloza ¢elija, stvara se Supljina (antrum)
izmedu granuloza Celija, koja je ispunjena folikularnom te¢noscu (liquor foliculli) ovakva forma
folikula se naziva sekundarni (mehurasti) folikul (Ross i Pawlina, 2016). Oocita je
ekscentri¢no postavljena, kada dostigne veli¢inu od 125 um, dalje ne raste zbog prisustva peptida
(ooctyta maturacion inhibitor, OMI) koje sekretuju granuloza celije u folikularnu te¢nost
antruma 1 inhibisu rast oocite. Kako se sekundarni folikul povecava, povecavaju se 1 antrum 1
slojevi granuloza ¢elije. Debljina sloja granuloza ¢elija je gotovo ujednacena osim na mestu gde
je postavljena oocita, oko koje se formira sloj granuloza ¢eija (cumulus oophorus) koja $tréi u
antrum. Kumulusne ¢elije koje okruzuju oocitu ostaju i nakon ovulacije i nazivaju se corona
radiata (Ross i Pawlina, 2016).

c. Zreo folikul se naziva Graafov folikul, veli¢ine je oko 10 mm, zbog svoje veliine formira
ispucenje na povrsini ovarijuma (Slika 9). Kako folikul dostize maksimalnu veli¢inu, mitoticka
aktivnost granuloza ¢elija se smanjuje, antrum folikula se povecava i tako sloj granuloza ¢elija
postaje sve tanji i priprema se za ovulaciju.
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Slika 9. Antralni i zreo folikul. (Preuzeto iz: Mescher, 2016).

Nakon ovulacije, folikul sadrzi krv iz krvnih sudova theca interna, javlja se i krvni
ugrusak i nastaje formacija pod nazivom corpus hemorrhagicum. Celije granuloze i theca
interna se procesom luteinizacije, diferenciraju u lutealne ¢éelije, postaju vece, ispunjene lipidnim
kapima i liosolubilnim pigmentima lipohromima u citoplazmi ¢elije, pri ¢emu daju Zzutu
obojenost novonastaloj formaciji koja se usled toga i naziva corpus luteum (Slika 10).

o f“
Py

Slika 10. Zuto telo - corpus luteum. (Preuzeto iz: Mescher, 2016).

Zuto telo stvara progesteron i manje koli¢ine etsrogena. Ukoliko do oplodenja ne dode,
10-12 dana posle ovulacije zuto telo pocinje da involuiSe 1 degenerise, pretvarajuci se u oziljno
belo telo corpus albicans (Slika 11).
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Slika 11. Oziljno telo - corpus albicans. (Preuzeto iz: Mescher, 2016).

Ukoliko dode do oplodenja sinciciotrofoblast stvara horionski gonadotropin koji “spasava
“zuto telo odlazu¢i njegovu degeneraciju. Ono tokom prvih 20 nedelja trudnoée ostaje aktivno,
nakon ¢ega posteljica preuzima njegovu ulogu (Nikoli¢, 2010).

1.4.2. Reproduktivni sistem miSa

Reproduktivni sistem miSeva se kao i kod Zena, karakterise morfoloskim promenama
koje se javljaju tokom menstrualnog (zena) i estrusnog ciklusa kod miseva, a koje se odvijaju
pod kontrolom hormona. Misevi su sisari, odlikuju se sli¢énim reproduktivnim sistemom organa
kao i ljudi. Reproduktivni organi miSeva su jajnici, materica, vagina i vulva (Slika 12). Pored
sli¢nosti sa reproduktivnim sistemom organa Zena, postoje 1 znacajne razlike u gradi i funkciji.

1.4.2.1. Jajnik (ovarijum)

Jajnik je paran organ sfericnog oblika, smeSten neposredno uz donju stranu bubrega,
Cesto uronjen u masno tkivo. Jajnici su obavijeni providnom elasticnom membranom, bursa.
Ovarialna bursa je sa svoje spoljasnje i unutra$nje strane prekrivena mezotelijumom, koja je
gradena od krvnih sudova, nerava i manjeg broja glatkih misi¢nih vlakana. Periovarijalni prostor
odvaja jajnike od trbusne Supljine sa kojom je povezana jedino krvnim sudovima i nervima koji
izlaze ili ulaze u ovarijum kroz otvor u predelu hilusa ovarijuma. Najcesce se u predelu hilusa
akumulira masno tkivo (Slika 12).

Parenhim jajnika miSeva je kao 1 kod Zena, podeljen na dve oblasti koje nisu jasno
razgrani¢ene. Kora (cortex) je periferni deo jajnika koja naleze na srz jajnika. Kora sadrzi
ovarijalne folikule u razli¢itim fazama razvoja, zuta tela, meducelijsku supstancu, koju ¢ini
vezivno tkivo, tanka miSi¢na vlakna i krvni sudovi (Slika 13).
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Srz (medulla) je sredi$nji deo jajnika, sacinjen od vezivnog tkiva, nerava i krvnih sudova, u njoj
nema zutih tela niti folikula (Treuting i drugi, 2018).

Slika 12. Zenski urogenitalni sistem. Sastoji se od parnih jajnika, materice i besike (B). Bubrezi (K), nadbubrezna
zlezda (A), besika (B) i debelo crevo (C). (Preuzeto iz: Treuting i drugi, 2018).

Slika 13. Jajnik mi$a. Jajnici miSa su parni organi uronjeni u masno tkivo (zvezdica) smesteni odmah ispod bubrega.
Potpuno su okruzeni burzom jajnika (B). Estrusni ciklusa miSa obi¢no traje 4-6 dana i ima vise folikula (F) koji
sazrevaju istovremeno. Kod miSeva odrzavanje trudnoce zavisi od progesterona koji luéi Zuto telo corpus luteum
(CL). Jajnik sadrzi centralnu srz medulu (M) i kompaktniju spolja$nju koru cortex sastavljenu od folikula u
razli¢itim fazama razvoja i zutog tela. Jajovod (O) i peritonealna Supljina (P). (Preuzeto iz: Treuting i drugi, 2018).
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Proces ovogeneze 1 ovulacije kod miSeva je sli¢an kao kod Zena. I kod miSeva se javljaju folikuli
u razli¢itim fazama razvoja. Primordijalni folikuli, razvojni folikuli i zreli folikuli.

Prmordijalni folikuli su najbrojniji 1 smeSteni su u kori jajnika neposredno ispod
germinativnog epitela i tunice albuginee. Sferi¢na primarna oocita je okruzena sa jednim slojem
pljosnatih folikularnih ¢elija. lako veé¢ina primordijalnih folikula sadrzi samo jednu oocitu, kod
mladih zenki miSeva nije neuobiCajena pojava poliovularnih folikula, dok kod zena to nije
uobicajena pojava. Primordijalni folikuli koji su kroz ovulaciju ili atreziju istroSeni postaju gusto
fibrovaskularno tkivo koje gradi tunica albugineu (Slika 14).

Primarni razvojni folikul nastaje diferencijacijom primordijalnog folikula, pri ¢emu se
promene deSavaju u oociti, folikularnim ¢elijama i stromi. Folikularne ¢elije koje obavijaju
oocitu postaju kockaste. Brzom mitotickom deobom folikularnih ¢elija od jednoslojnog,
primarnog folikula dolazi do formiranja viseslojnog primarnog folikula. Oko ovocita se
aktivno$c¢u folikularnih ¢elija i ovocita formira zona pellucida od glikoproteina, sekundarna
membrana jajne celije, u nju su uronjene mikrovile ovocita i citoplazmati¢ni nastavci
folikularnih éelija. Celije vezivnog tkiva koje se nalaze sa spoljasnje strane bazalne membrane,
formiraju theca folliculi koja se dalje diferencira u dva sloja. Unutrasnji sloj theca interna
predstavlja visoko vaskularizovani sloj kockastih sekretornih ¢elija. Spoljasnji sloj theca externa
sadrzi celije vezivnog tkiva, a pored njih glatke miSiéne Celije i kolagena vlakna. Izmedu
folikularnih ¢elija se formiraju pukotine, prostori razliCitog oblika veli¢ine (antrum) Kkoji su
ispunjene te¢noscu (liquor folliculi). Rastom folikula, ovocita $tréi u Supljinu antruma, oko nje se
nalaze lokalno zadebljani sloj granuloznih ¢elija koje ¢ine (cumulus oophorus). Sloj folikularnih
¢elija, neposredno oko ovocite preko zone pellucide koja je u kontaktu sa ovocitom naziva se
corona radiate. Zreo folikul ili Graafov folikul je spreman za ovulaciju (Treuting i drugi, 2018).

Slika 14. Jajnik (misa). (A) 1 - bursa jajnika, 2 - germinativni epitel, 3 - primarni jednocelijski folikul, 4 -
primordijalni folikul, 5 - theca, 6 - luteinske celije, 7 - granuloza ¢elije i cumulus oophorus, 8 - zona pellucida, 9 -
oocit, 10 - stroma jajnika. (B) Degenerisani ili atreti¢ni folikuli (zvezdice), akumulacija ¢celija sa svetlosmedim
citoplazmatskim pigmentom (strelica) primecene su kod starijih miSeva. (Preuzeto iz: Treuting i drugi, 2018).
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Kao i kod Zena vise folikula sazreva istovremeno, medutim kod ljudi samo jedan jajnik
oslobada jajnu ¢eliju, dok se kod miSeva oslobada vise jajnih ¢elija. Nakon ovulacije kod miSeva,
kao i kod ljudi, ¢elije granuloze hipertrofiraju, postaju vaskularizovane iz theca interne i
formiraju zuto telo. Zrele luteinske ¢elije sadrze bistru vakuoalizovanu eozinofilnu citoplazmu sa
krupnim jedrom. Kod miseva, nakon ovulacije prisutno je vise zrelih zutih tela, koja mogu biti
prisutna istovremeno u istom jajniku. Nezrela Zzuta tela su manja i bazofilna, dok su starija zrela
zuta tela velika i eozinofilna sa ¢elijama rasporedenim u vidu stubic¢a oko sinusoida (Slika 15).
Progesteron je neophodan za pripremanje materice za implantaciju, a kasnije 1 za odrzavanje
graviditeta (Treuting i drugi, 2018).

(A)

Slika 15. Zuto telo miga. (A) Zrelo Zuto telo misa sa eozinofilnim éelijama rasporedenim u vidu stubiéa oko
sinusoida. (B) zrelo Zuto telo i (C) nezrelo Zuto telo sa malim i bazofilnim ¢elijama. (Preuzeto iz: Treuting i drugi,
2018).
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1.4.2.2. Estrusni ciklus Zenke mis$a

Mis je poliestrusni sisar, ispoljava znake estrusa, (ukoliko ne dode do trudnoce ili
pseudotrudnoce) ukljucujuéi ponasanje pri parenju, svakih 4 ili 5 dana. Pojedinacni ciklusi
predstavljaju komplekse povezanih sekretornih, anatomskih i bihevioralnih ciklusa, u ¢ijoj
osnovi je interakcija hormona hipofize i jajnika sa ciljem da se omogucéi oplodenje Estrusni
ciklus, je pod uticajem hormona hipotalamohipofizno gonadne osovine. Cine ga Getiri faze
jedinstvenog citoloSkog izgleda: proestrusa, estrusa, metestrusa i diestrusa. Citoloski izgled
svake faze je odraz funkcije hipotalamohipofizno gonadnog sistema, odnosno dominacije lué¢enja
odredenih hormona. Faza proestrus estrusnog ciklusa odgovara ljudskoj folikularnoj fazi
menstrualnog ciklusa (Hawkins i drugi, 2008). U proestrusu se povecano luc¢e: LH, FSH i 17
beta estradiol. U vaginalnom brisu miSeva u proestrusu, uocavaju se ovalne epitelne celije sa
jedrom. Kada FSH dostigne pik pocinje estrus, pri ¢emu nivoi LH i 17 beta estradiola padaju, a
prolaktin dostize pik.

Vaginalni razmaz karakteriSe skoro iskljuciva detekcija orozalih ¢elija skvamoznog
epitela nepravilnog oblika cesto u vidu grudvica. Sledeca faza, metestrus, karakteriSe se
postepenim rastom progesterona (Walmer i drugi, 1992), ova faza odgovara po¢etku humane
lutealne faze (Mihm i drugi, 2011). Tipovi ¢elija prisutni u vaginalnom razmazu tokom metestrus
faze su fragmentovane, orozale epitelne c¢elije i manji tamniji obojeni leukociti (Slika 16). Kada
nivo cirkuliSuéeg progesterone dostigne svoj pik, dolazi do ulaska u diestrus kod miSeva, §to
odgovara kasnoj lutealnoj fazi kod ljudi (Walmer i drugi, 1992; Mihm i drugi, 2011). Regresija
zutog tela dovodi do naknadnog o$trog pada nivoa progesterona (Stocco i drugi, 2007; Rudolph i
drugi, 2012) i ciklus kreée iz pocetka (McLean i drugi, 2012; Cora i drugi, 2015). Tokom
diestrusa u brisevima preovladuju leukociti. Ucestalost orozalih epitelnih ¢elija je manja i
epitelne ¢elije sa jedrom se pojavljuju neposredno pre prelaska na proestrus (McLean i drugi,
2012).
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A Nucleated Epithelial Cell Cornified Epithelial Cell (o

Slika 16. Citoloska procena vaginalnih razmaza moZe se Koristiti za identifikaciju estrusnog stadijuma. Tri glavna
tipa celija su otkrivena u uzorcima vaginalnog razmaza (A) epitelne ¢elije sa nukleusom, (B) roZnate celije
skvamoznog epitela i (C) leukociti. Odnos ovih tipova ¢elija prisutnih u razmazu moze se koristiti za identifikaciju
miseva u (D) proestrusu, (E) estrusu, (F) metestrusu ili (G) diestrusu. Crni vrhovi strelica u E, F i G ukazuju na
reprezentativne roznate celije skvamoznog epitela. Crne strelice u C, F i G ukazuju na reprezentativne leukocite.
Bele strelice u D i G istiu reprezentativne epitelne ¢elije sa nukleusom. (Preuzeto iz: McLean i drugi, 2012).
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2.

CILJ ISPITIVANJA
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Cilj istrazivanja je ispitivanje uticaja arsena u vodi za pice, u koncentraciji koja je ekvivalentna
koncentraciji arsena izmerenoj u vodovodnoj mrezi opStine Zrenjanin na reproduktivne
sposobnosti zenki misSeva, kao animalnom modelu. Pracenje efekata ¢e se vrSiti tokom tri
uzastopne generacije.

Uticaj arsena ispitivace se na osnovu:

Utvrdivanje broja oko¢enih mladunaca po zenki miSa u svakoj generaciji.

Merenje koli¢ine deponovanog ukupnog arsena u jednodnevnim mladuncima, kao i u
organima zenki misSeva (jajnicima, jetri, bubrezima i mozgu).

Analiziranjem nivoa reproduktivnih hormona (estrogena i progesterona).
Pracenja estrusnog ciklusa radi uo¢avanja mogucih promena.

Brojanje zutih tela i ovarijalnih folikula misa.

Registrovanje potencijalnih histoloskih promena jajnika.

Detektovanje receptora za estrogen primenom imunohistohemijskih metoda.
Utvrdivanje genotoksi¢nog efekta arsena brojanjem mikronukleusa.
Statisticka obrada podataka.

Ocekuje se ispoljavanje kumulativnog dejstva arsena, kroz tri uzastopne generacije
miSeva u vidu poremecaja estrusnog ciklusa, ovulacije, nivoa Zenskih polnih hormona.
Dobijeni rezultati bi znacajno doprineli utvrdivanju potencijalno Stetnog, hroni¢nog
uticaja arsena odredenih koncentracija, iz generacje u generaciju, na reproduktivno
zdravlje Zena. Eventualna primena dobijenth podataka koristila bi u prevenciji ili
uspostavljanju preciznije dijagnoze u leenju reproduktivnih bolesti Zena.
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3. MATERIJAL | METODE
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Eksperiment je odobren od strane Eti¢kog saveta — Uprava za veterinu, Ministarstvo
poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Srbije (br.: 323-07-00615 / 2019-05 datum 29.01.2020).
Zivotinje koje su kori§¢ene za ovaj eksperiment su muZjaci i Zenke miSeva (Mus musculus, soj:
NMRI) starosti 0-6 meseci, koji poti¢u iz (Naval Medical Research Institute) i odgojeni su u
vivarijumu Instituta za kontrolu besnila — Pasterov zavod, Novi Sad. Tokom eksperimenta
zivotinje su drzane u grupnim kavezima na temperaturi od 20-22 °C, relativne vlaznosti od 50 +
5% 1 12h ciklusu svetlo-mrak. Ishrana je obezbedena po formuli Veterinarskog instituta
Subotica, suva peletirana hrana. Dnevna masa hrane unesena u organizam iznosila je oko 20%
njihove telesne mase, ta masa je udvostru¢ena tokom laktacije, ishrana je vrSena rano ujutro i u
sumrak (2x dnevno). Vodu su konzumirali ad libitum po potrebi, a dnevni unos vode je u
proseku iznosio 7 ml po misu. Zivotinje su konzumirale rastvor od 500 ml po kavezu 10 dana (6
zivotinja u kavezu). Zdravstveno stanje miSeva pratili su veterinari jedanput dnevno tokom
eksperimenta. PoStovan je protokol koji je propisala SluZzba za javno zdravlje, definisan kao
,Vodi¢ za negu i upotrebu laboratorijskih zivotinja” prema (National Research Council - NRC,
2011). U eksperimentu je koris¢ena supstanca arsen(l11)-oksid (Centrohem, Stara Pazova). Arsen
(11)-oksid u ¢vrstom stanju rastvoren je u destilovanoj vodi. Koncentrovani rastvor arsena od
212 mg/L razblazen je do ispitivane koncentracije vodom iz novosadske vodovodne mreze, u
kojoj nije detektovano prisustvo arsena.

Najvisa izmerena vrednost koncentracije arsena u vodovodnoj mreZi Zrenjanina 0,859
mg/L (mereno u naselju Taras, Srbija) (Jovanovi¢ i drugi, 2011) je odabrana koncentracija za
ispitivanje uticaja arsena(Ill) u vodi za pice. U eksperimentu na animalnom modelu je
primenjena koncentracija ekvivalentna humanoj vrednosti. Ako vrednost izmerene koncentracije
arsena, koristimo za konverziju humane vrednosti na animalnu vrednost, modifikacijom, prema
protokolu (Nair i Jacob, 2016) dobijamo ekvivalnetnu vrednost koncentracije arsena(lll)
rastvorenog u vodi za pi¢e miSeva u iznosu od 10,6 mg/L. U eksperimentu se pored dobijene
animalne vrednosti koncentracije arsena primenila i od nje deset puta veca vrednost
koncentracije. Deset puta veca koncentracija arsena(Ill) je odredena empirijski, radi lakse
histoloske analize eventualnih patoloSkih promena. Kontrolna grupa miSeva dobijala je vodu iz
novosadske vodovodne mreZe u kojoj nema arsena i nikad nije bila zabranjena za pice.

3.1. Formiranje generacija eksperimentalne grupe

Prva ogledna grupa zivotinja je bila izloZzena arsenu(lll) u koncentraciji od 10,6 mg/L
(A grupa), dok je druga eksperimentalna grupa, bila izlozena koncentraciji od 106 mg/L (B
grupa). Kontrolna grupa zZivotinja (K) dobijala je vodu iz novosadske vodovodne mreze. Sve tri
grupe zivotinja su posmatrane kroz tri uzastopne generacije. Kontrolna grupa (K1, K2, K3)
predstavljala je rutinski uzgoj miseva u Vivarijumu Pasterovog zavoda, Novi Sad. Radi
formiranja prvih generacija eksperimentalnih grupa zivotinja (A i1 B) i kontrolne grupe, bilo je
potrebno formirati nultu grupu. Nasumi¢nim odabirom su za svaku grupu odabrane jedinke (6
zenki i 3 muzjaka) koje su rasporedene u tri kaveza, svaki kavez sadrzao je 2 zenke i 1 muzjaka.
Mladi miSevi (muzjaci i Zenke, stari oko 3 nedelje) su izabrani slu¢ajnim odabirom iz rutinskog
uzgoja, sa ciljem da se prikupe njihovi potomci za formiranje prvih generaciju ispitivanih grupa.

Prvu generaciju Cinili su miSevi C¢iji su roditelji bili izloZeni uticaju primenjenih koncentracija
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arsena(Ill). Prva eksperimentalna grupa (A) je u prvoj generaciji imala ukupno 18 Zivotinja (12
zenki 1 6 muzjaka) rasporedenih u tri kaveza. Svaki kavez je sadrzao 6 Zivotinja (4 zenke i 2
muzjaka) koje nisu bile u srodstvu. Isti broj i raspored Zivotinja u kavezima koris¢en je za
formiranje prve generacije u drugoj eksperimentalnoj grupi (B) i u kontrolnoj grupi. Od trenutka
kada su misSevi smeSteni u kaveze, svaka eksperimentalna grupa je bila izlozena odredenoj
koncentraciji arsena(lll), konstantno iz generacije u generaciju. Tokom estrusnog ciklusa kod
zenki, miSevi su se spontano parili. Nakon graviditeta, okota i zavrSetka laktacije, mladunci, stari
oko tri nedelje, odvojeni su od majke iz kaveza i smeSteni u ,,jaslice”. Tamo su ostali dok nisu
dostigli polnu zrelost (u dobi od 8 do 10 nedelja). Odatle su izabrani mladunci za formiranje
naredne generacije. Slu¢ajnim odabirom muzjaka i zenki mladih miseva (u dobi od 8 do 10
nedelja) su izdvojeni iz "jaslica". Rasporedivanje mladih po kavezima se vrsilo tako da su se
spajali miSevi iz razli¢itih" jaslica" kako bi se izbegao inbriding, ukrstanje u srodstvu. Nakon
kopulacije i registrovanja gravidnosti Zenke, muzjaci su uklonjeni iz kaveza. Posle okota Zenki,
prebrojani su mladunci u leglu. Da bi formirali slede¢u generaciju, mladunci su ostali u kavezima
sa svojim majkama do 3 nedelje starosti. Potom su premestani u "jaslice" dok nisu dostigli polnu
zrelost. Mladi muzjaci i Zenke birani su iz "jaslica" za formiranje tre¢e generacije, prema gore
navedenom rasporedu 1 broju Zivotinja u kavezu. Nakon laktacije, Zenke su odvojene u posebne
kaveze prema oglednim grupama i generaciji kojoj su pripadale, radi uzimanja uzoraka krvi za
analizu reproduktivnih hormona, uzoraka organa, radi analize sadrzaja ukupnog arsena i
histoloskih analiza.

3.2. Brojanje mladunaca po Zenki miSa

Brojanje mladunaca po zenki miSa u leglu je vrSeno u periodu od 75 dana (period od 75
dana predstavlja vreme od kada su Zenke spojene sa muZjacima u kavez do okota). U svakoj
generaciji, zenke su bile izloZzene samo jednom reproduktivnom ciklusu. Prebrojani su
zivorodeni jednodnevni mladunci po Zenki u leglu, podaci su statisticki obradeni.

3.3. Analiza koli¢ine deponovanog ukupnog arsena

Analiza koli¢ine deponovanog ukupnog arsena je vrSena na jednodnevnim mladuncima
miSeva i uzorcima organa Zenki (jajnicima, jetri, bubrezima i mozgu). Zrtvovanje Zenki i
jednodnevnih mladunaca je izvrSeno cervikalnom dislokacijom. Uzorci su zamrznuti na -20°C do
vremena analize.
Analiza ukupnog sadrZaja arsena je radena metodom masene spektrometrije induktivno
spregnute plazme Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) u Naué¢nom
veterinarskom institutu ,,Novi Sad”. Uzorci za merenje pripremljeni su metodom mikrotalasne
digestije u sistemu Ethos, Microvave Labstation, Milestone. Destrukcija uzoraka je izvrSena sa 8
ml razblazene HNOz (2:1) i 2 ml H2O; (30%) na tmax180°C. Zadati program mikrotalasne
digestije trajao je ukupno 30 minuta pri maksimalnoj snazi od 1000 V. Koncentracija arsena je
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merena tehnikom kompozitne plazme sa detekcijom mase na Agilent ICP-MS 7700k instrumentu
preko izotopa "As. Odredivanje je izvrSeno u helijumskom rezimu sa vremenskom integracijom
od 1 sekunde po tacki (He-M, IT 1 s/P). Kalibraciona kriva je generisana kori§¢enjem
sertifikovanog AccuTrace™ Reference Standard, USA, sa koncentracijom od 1000 mg/ml. Da bi
se utvrdila efikasnost mikrotalasne digestije, uzorci su lemljeni na poznatu koncentraciju
standardnih rastvora ispitivanog elementa. Eksperimentalno odredena granica kvantifikacije limit
of quantification (LoQ) za arsen koris¢en ovom metodom bila je <0,001 mg/kg. Ukupan sadrzaj
arsena izracunat je na osnovu izmerenog broja impulsa (odbrojavanje), funkcije kalibracije i
razblaZenja koris¢enjem MassHunter Workstation software, programa.

3.4. Analiza Zenskih polnih hormona (estrogena, progesterona)

Odredivanje faze estrusnog ciklusa zenki izolovanih u odvojenim kavezima nakon
okota 1 zavrSetka laktacije vrSilo se svakodnevno u isto vreme u prepodnevnim ¢asovima, sve
dok se nije utvrdilo da su neke od zenki bile u diestrusnoj fazi estrusnog ciklusa. Nakon $to je
registrovan diestrus kod Zenke, pristupilo se njenom Zrtvovanju, cervikalnom dislokacijom. Krv
je sakupljena direktnom punkcijom srca, a uzorci su Cuvani na sobnoj temperature do
koagulacije. Posle koagulacije, izdvojeni serum je centrifugiran na 3000 rpm tokom 15 minuta.
Precisceni serum je odvojen u mikroepruvete i ¢uvan na -70°C do analize hormona. Analiza
hormona estradiola i progesterona obavljena je ELISA testom prema protokolu / covek / majmun
/ mi§ / E2 (estradiol) ELISA komplet (kataloski br. E-EL0150 96T uputstvo za upotrebu
Elabscience; Pg (progesteron) ELISA komplet; kataloski br: E-EL -0154 96T uputstvo za
upotrebu Elabscience).

3.5. Odredivanje faze estrusnog ciklusa

Estrusni ciklus je praden kod ukupno 45 Zenki. Zenkama miSeva je od prvog dana
eksperimenta, svaki dan u isto vreme (u jutarnjim ¢asovima) uzet uzorak vaginalnog ispirka, sa
minimalno invazivnom metodom kori§¢enjem 0,9% natrijum-hlorida (NaCl, Hemofarm, Srbija).
Od ispirka je napravljen razmaz koji je fiksiran metanolom (Zorka Pharma Srbija), obojen po
Gimzi (Bio Optica Italija), razmazi su analizirani na svetlostnom mikroskopu (200x i 400x).
Odredivanje faza estrusnog ciklusa je vrSeno prema dominatnom prisustvu ¢elija u vaginalnom
ispirku, karakteristicne morfologije po kljucu Kore Misel (Cora i drugi, 2015).

3.6. Brojanje Zutih tela i ovarijalnih folikula miSa

Analiziran je ukupan broj od 45 Zenki miSeva. Eksperiment je koncipiran na osnovu tri
grupe: kontrolne i dve eksperimentalne grupe u tri uzastopne generacije. Svaka grupa sadrzala je
po 15 Zenki miSeva, predstavljenih sa 5 Zenki miSeva po generaciji. Analiza je vrSena po preseku
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jajnika. Svetlosni mikroskop, Optical microscope”Leica DC 100 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Nemacka) je koris¢en za analizu histoloskih uzoraka jajnika pri razli¢itim uvecéanjima (50x,
100x, 200x, 400x i 630x, uzorci su fotografisani koriSéenjem odgovarajuceg softvera “Digital
Camera System” Leica DC100, (Microsystems, Hererbrugg, Svajcarska) analiza slike je izvriena
koris¢enjem softvera ImageJ. U dve eksperimentalne grupe i kontrolnoj grupi merene su sledece
karakteristike: ukupan broj zutih tela, ukupan broj ovarijalnih folikula (rastu¢i i zreli folikul, dok
primordijalni folikuli nisu brojani), ukupan broj antralnih folikula 1 ukupan broj atreti¢nih
folikula (samo u populaciji antralnih folikula).

3.7. HistoloSka analiza preseka ovarijuma

Zenke miseva su eutanazirane, a uzorci organa su fiksirani u puferovanom formalinu
(pH=7,4), dehidratacija je izvrSena u 70%, 80%, 96% 1 100% etanolu, prosvetljeni u ksilolu, 1
uklapani u parafin. Parafinski blokovi su seceni na poprecne preseke od 5 um, koris¢enjem Leica
RM2125 RTS rotacionog mikrotoma. Za proucavanje histoloskih promena ovarijuma, preseci su
obojeni prema protokolu proizvodaca, hematoksilin-eozinom (H/E, HEMG3-25/21, BioGnost
Ltd. Zagreb, Hrvatska). U cilju otkrivanja glikogenskog poremecaja koris¢ena su i specifi¢na
bojenja, periodnom kiselinom (PAS -Periodic acid-Schiff, 36221, Bio-Optica, Milano, Italy), a
radi detekcije potencijalnih promena vezivnih vlakana primenjeni su (Azan, Bio-Optica, Milano,
Italy) i (trihromno bojenje po Massonu, MST-71/21, BioGnost LTD. Zagreb, Hrvatska). Analiza
preseka izvrSena je svetlosnim mikroskopom, Leica DMLB (Leica Microsystems, Wetzlar,
Nemacka).

3.8. Imunohistohemija

Za imunohistohemijsku lokalizaciju receptora estrogena u jajnicima miSa, preseci
debljine 3 mikrometara su deparafinizovani, hidratisani, inkubirani u 0,1 M natrijum citratnom
puferu (pH 6,0) tokom 21 minuta u mikroatalsnoj peénici u cilju demaskiranja antigena (Heat
Induced Epitope Retrieval -HIER) a zatim tretirani sa 3% (v/v) H202 u PBS tokom 30 minuta,
kako bi se blokirala aktivnost endogene peroksidaze. Nespecificno bojenje je blokirano
inkubacijom preseka sa govedim serumom na sobnoj temperaturi. Preseci su zatim inkubirani sa
monoklonskim zec¢ijim anti-humanim estrogen receptorom a-antitelom (Monoclonal Rabbit
Anti-Human Estrogen Receptor a, Clone EP1, Dako, Aligent Tehnlogies, Denmark), 1 sat na
sobnoj temperaturi, a zatim su inkubirani sa koktelom konjugovanih sekundarnih antitela (En
Vision FLEX, High pH, Dako, Aligent Tehnlogies, Denmark) u trajanju od 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Primarno antitelo nije inkubirano na presecima koji su sluzili kao negativne
kontrole. Za vizuelizaciju je izvrSeno kontrastiranje sa hematoksilinom, a lokalizacija estrogenih
receptora je analizirana koris¢enjem svetlosnog mikroskopa Leica DMLB (Leica Microsystems,
Wetzlar, Nemacka).
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3.9. Mikronukleus test

Ukupan broj miSeva za analizu mikronukleusa bio je 16, podeljenih u 3 grupe: (I grupa
zivotinja — arsen(l1l) - 5 miseva; Il grupa zivotinja (fizioloski rastvor- negativna kontrola) - 5
miseva; III grupa zivotinja (benzidin - pozitivna kontrola) - 6 miSeva). Koris¢eni su reagensi iz
laboratorije Zavoda za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu, benzidin
i arsen(Ill), proizvodaca “Centrohem” d.o.o. Stara Pazova. Prema protokolu (Organisation for
Economic Co-operation and Development - OECD, 2016) Ispitivano jedinjenje je miSevima
primenjeno u dve razli¢ite doze:

Niska doza: vodeni rastvor arsen(l111) u koncentraciji od 10,6 mg/L u vidu jedne intraperitonealne
injekcije od 1ml.

Visoka doza: vodeni rastvor arsen(lll) u koncentraciji od 10,6 mg/L, u vidu jedne
intraperitonealne injekcije od 1ml, tri uzastopna dana.

Pozitivna kontrola: benzidin (100 mg u 30 ml fizioloskog rastvora) u vidu jedne
intraperitonealne injekcije od 1ml.

Negativna kontrola: fizioloski rastvor, u vidu jedne intraperitonealne injekcije od 1ml.

Uzorci su uzeti prema grupi kojoj pripadaju nakon 18, 24 ili 48 casa po aplikovanju
odgovarajuc¢e supstance. Uzorak, periferna krv, dobijena je zarezivanjem repa misa. Krvni
razmazi pravljeni su na predmetnom staklu, zatim su bojeni po Papenhajmu (razmaz je prelivan
koncentrovanom bojom May-Grunwald (Alfapanon, Novi Sad, Srbija) (1ml), kasnije je nalivana
destilovana voda ili pufer (1 ml), nakon ¢ega se dobijen rastvor odlivao i preparati su se prelivali
radnim rastvorom Giemsa boje (Alfapanon, Novi Sad, Srbija). Gotovi preparati su posmatrani,
svetlosnim mikroskopom, pod imerzionim objektivom, na prisustvo ili odsustvo mikronukleusa.
Kod brojanja mikronukleusa akcenat je stavljen na trazenje isklju¢ivo onih koji se nalaze u
vidnom polju u kome ne dolazi do medusobnog preklapanja eritrocita, jer u tom slu¢aju dolazi do
pojave struktura koje li¢e na mikronukleuse. Da bi se ispunila norma pregledanih eritrocita, koje
namecu smernice (OECD, 2016), odabrano je reprezentativnho vidno polje, koje je postalo
standard, i u njemu je izbrojano 174 mikronukleusa. Pregledano je 20 takvih vidnih polja.

3.10. Statisticka analiza

Statisti¢ki podaci su analizirani analizom varijanse (ANOVA), Tukey's, post-hoc
testom, koriS¢enjem softvera GraphPad Prism 6. Rezultat je statisticki znacajan ako je p < 0,05.

Podaci dobijeni primenom mikronukleus testa obradeni su metodom Hi-kvadrat (X?) radi
pronalaZenja prisustva ili odsustva staticke povezanosti.
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4.

REZULTATI
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Izlaganje uticaju arsena(lll) u primenjenim koncentracijama, tokom eksperimenta nije
dovelo do akutnih simptoma trovanja, zdravstveno stanje eksperimentalnih zivotinja je bilo
dobro. Na spoljasnjoj gradi tela zZivotinja nisu primec¢ene promene u vidu rana, krvarenja, gubitka
dlake, anomalija udova. Zivotinje izlozene 10 puta jatoj koncentraciji bile su vidno sitnije grade,
koza i nokti bili su bledosive boje, dlaka je imala sivi sjaj u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja
I prvu oglednu grupu. Bez obzira na koncentraciju kojoj su izlozene sve zivotinje su bile aktivne.
Nije zabeleZena smrt veéeg broja Zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu. Zenke su se spontano
parile sa muzjacima i ostajale su gravidne, graviditet je protekao uredno, nije zabelezena smrt
gravidnih Zenki. Okoc¢eni mladunci su bili slepi, goli, broj mrtvo oko¢enih mladunaca nije
zabelezen. Rast 1 razvoj mladunaca tokom eksperimenta je uredno prosao.

4.1. Brojanje mladunaca po Zenki miSa u leglu

Rezultati brojanja okocenih mladunaca u leglu po Zenki miSa prikazuju da postoje
razlike u broju okoc¢enih mladunaca izmedu eksperimentalnih grupa i kontrolne grupe. Rezultati
su prikazani u Tabeli 1.
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Tabela 1. Uticaj razli¢itih koncentracija arsena(Ill) na broj mladunaca po Zenki misa praceno kroz tri generacije
(G1, G2, G3).

A grupa B grupa

Redni Kontrolna grupa Prva Druga
broj eksperimentalna eksperimentalna
7enke grupa (10,6 mg/L) grupa (106 mg/L)

G1 G2 G3 G1 G2 G3 |Gl |G2 G3

1 8 8 8 0 7 4 4 3 4
2 8 8 8 0 4 5 3 4 6
3 8 9 12 4 4 4 5 4 4
4 6 6 8 6 3 5 3 4 5
5 6 7 6 4 4 5 3 5 4
6 7 8 6 4 5 4 4 3 5
7 8 8 6 5 5 4 3 4 5
8 7 7 10 8 5 5 5 3 5
9 8 7 10 6 3 0 3 2 0
10 8 8 12 8 3 4 3 4 0
11 10 7 10 5 0 0 2 2 0
12 7 6 8 6 0 0 2 3 0
Ukupno | 91 89 104 56 43 40 40 41 38
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Analizom rezultata brojanja okoc¢enih mladunaca u leglu po zZenki miSa u
eksperimentalnoj grupi zivotinja (A) i kontrolnoj grupi tokom tri uzastopne generacije (G1, G2,
G3) je utvrdeno da je proseCan broj mladunaca znatno nizi u odnosu na kontrolnu grupu.
Rezultat je statisticki znaCajan. Analizom prose¢nih vrednosti ispitivanih grupa Zivotinja iz
generacije u generaciju u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolnom grupom uocava se postepeno
opadanje vrednosti (Grafik 1).
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Grafik 1. Prosecan broj okoc¢enih mladunaca po Zenki misa (u periodu od 75 dana) u prvoj (A) eksperimentalnoj
grupi miSeva izlozenoj arsenu(Ill) u koncentraciji od 10,6 mg/L i odgovaraju¢im kontrolnim grupama (K1, K2. K3)
tokom tri generacije (G1, G2, G3). Stubiéi redstavljaju srednje vrednosti = SEM broja mladih od 12 zenki miSeva po
grupi. Statisticki znacaj ako je p < 0,05 predstavljen je slovima (a, b) izmedu miSeva tretiranih arsenom i
odgovarajucih kontrola.

Analizom rezultata brojanja okoc¢enih mladunaca po Zenki misa u leglu druge
eksperimentalne grupe (B) je utvrdeno da prose¢an broj mladunaca opada u odnosu na kontrolnu
grupu. Rezultat je statisticki znacajan. Poredenjem (G1, G2, G3) generacija uocava se gotovo
ujednacen pad prose¢nog broja mladunaca u odnosu na odgovarajucu kontrolnu grupu, rezultat je
statisticki znacajan (Grafik 2).
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Grafik 2. Prose¢an broj mladunaca po zenki miSa (u periodu od 75 dana) u drugoj eksperimentalnoj grupi (B)
miseva izlozenoj arsenu(l11) u koncentraciji od 106 mg/L i odgovaraju¢im kontrolnim grupama (K1, K2, K3) tokom
tri generacije (G1, G2, G3). Stubiéi predstavljaju srednje vrednosti + SEM broja mladih od 12 Zenki miSeva po
grupi. Statisticki znacaj ako je p < 0,05 predstavljen je slovima (a,b) izmedu miSeva tretiranih arsenom i
odgovarajucih kontrola.

4.2. Analiza koli¢ine ukupnog arsena

4.2.1. Analiza koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u jednodnevnim
mladuncima miSeva

Rezultati analize koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u jednodnevnim mladuncima
je izrazena u mikrogramima po 1 kilogramu, telesne mase su prikazani u Tabeli 2. U prvoj
eksperimentalnoj grupi (A) najmanja koli¢ine deponovanog arsena bila je u prvoj generaciji G1,
dok se u drugoj generaciji G2 uocava blagi porast, u trecoj generaciji G3 koli¢ina deponovanog
arsena je najveca. Rezultati druge eksperimentalne grupe (B) nisu pokazali znac¢ajnu razliku u
odnosu na rezultate prve eksperimentalne grupe A. Uoceno je da se arsen akumulira iz generacije
u generaciju. Poredenje dobijene vrednosti deponovanog arsena u G1 sa G3 ukazuje da se u G3
talozi skoro dva puta vise arsena u jednodnevnim mladuncima misa.
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Tabela 2. Rezultati analize koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u jednodnevnim mladuncima u poredenju
sa kontrolnom vredno$¢u, na osnovu pula koji predstavlja 5 jednodnevnih mladunaca po generaciji.

Generacija Kontrolna A eksperimentalna B eksperimentalna

jednodnevnih grupa grupa (As 10.6 mg/L) grupa (As 106 mg/L)

mladunca koli¢ina ukupnog As koli¢ina ukupnog As
(Ha/kg) (Hg/kg)

G1 12.60 224.56 364.79

G2 12.60 225.56 531.57

Gs 12.60 325.25 535.13

4.2.2. Analiza koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u organima Zenki miSeva

4.2.2.1. Analiza koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u jajnicima

Rezultati analize koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u jajnicima miseva prikazani
su u Tabeli 3. U prvoj eksperimentalnoj grupi (A) rezultati prikazuju da se koli¢ina deponovanog
arsena povecava iz generacije u generaciju. SadrZaj deponovanog arsena u trecoj generaciji (G3)
je dvostruko vec¢i nego u prvoj generaciji prve ekspermentalne grupe. Analizom druge
eksperimentalne grupe (B) utvrdeno je postepeno povecavanje koli¢ine deponovanog arsena iz
generacije u generaciju. Uporedivanjem po generacijama, izmedu A 1 B eksperimentalnih grupa,
vrednost deponovanog arsena u G1 eksperimentalne grupe (B) je bila skoro tri puta veca nego u
G1 eksperimentalne grupe (A). U eksperimentalnoj grupi (B) u G2 i G3 sadrzaj arsena je bio
skoro dvostruko vec¢i nego u G2 i G3 eksperimentalne grupe (A).

Tabela 3. Rezultati koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u jajnicima misa u tri uzastopne generacije (G1, G2 i
G3), eksperimentalnih grupe A i B u poredenju sa kontrolnom vredno$¢u. Rezultati sadrzaja ukupnog arsena
deponovanog u jajnicima miSeva (pg/kg jajnika) su mereni na osnovu pula, koji predstavlja uzorak jajnika od 5
miseva.

Generacija Kontrolna A eksperimentalna B eksperimentalna

Q (jajnik) grupa grupa (As 10.6 mg/L) grupa (As 106 mg/L)
koli¢ina ukupnog As koli¢ina ukupnog As
(Hg/kg) (Hg/kg)

G1 36.15 429.21 1132.20

G2 36.15 701.49 1280.50

Gs 36.15 851.56 1473.27
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4.2.2.2. Analiza koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u jetri Zenki miSeva

Rezultati analize koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u jetri zenki miSeva
eksperimentalnih grupa su prikazani u Tabeli 4. U prvoj eksperimentalnoj grupi (A) rezultati
prikazuju da se koli¢ina deponovanog arsena znatno povecava U svakoj slede¢oj generaciji,
vrednost koli¢ine ukupnog arsena je najve¢i u G3, skoro dvostruko puta vise nego u G1. U
drugoj eksperimentalnoj grupi (B) je utvrdeno postepeno povecéanje koli¢ine arsena iz generacije
u generaciju. Kada se uporedi koli¢ina deponovanog arsena grupe A i B po generacijama,
vrednost deponovanog arsena G1 grupe B je blizu cCetiri puta veca nego u G1 grupe A. U
generacijama G2 i G3 grupe B, koli¢ina arsena je bila viSe nego dvostruko veéa nego u G2 i G3
A grupe zivotinja.

Tabela 4. Rezultat koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u jetri Zenki miSeva u tri uzastopne generacije (G1, G2 i
G3), eksperimentalnih grupa miSeva oznacenih sa A i B u poredenju sa kontrolnom vrednoséu. Rezultati koli¢ine
ukupnog arsena deponovanog u jetri miSeva (ug/kg jetre) su mereni na osnovu pula, koji predstavlja uzorak od 5
jetri miSeva.

Generacija Kontrolna A eksperimentalna B eksperimentalna

Q (Jetra) grupa grupa (As 10.6 mg/L) grupa (As 106 mg/L)
koli¢ina koli¢ina ukupnog As
ukupnog As (ugrkg) (Hg/kg)

G1 9,81 374,33 1398,89

G2 9,81 609,22 1432,37

Gs 9,81 705,39 1754,52

4.2.2.3. Analiza koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u bubrezima Zenki miSeva

Rezultati analize koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u bubrezima, Zenki miSeva
eksperimentalnih grupa A i B prikazani su u Tabeli 5. U eksperimentalnim grupama A i B se
koli¢ina deponovanog arsena postepeno povecavala u svakoj slede¢oj generaciji, tako da je
vrednost koli¢ine ukupnog arsena bila najveca u trecoj generaciji. Uporedivanjem vrednosti
deponovanog arsena eksperimentalne grupe A sa eksperimentalnom grupom B, posmatrajuci sve
tri generacije G1, G2 i G3 uoceno je da se pri 10 puta jacoj koncentraciji arsen(IIl) talozio u
znatno vecoj koli€ini u bubrezima miSeva.

Tabela 5. Koli¢ina ukupnog arsena deponovanog u bubrezima zenki miSeva u tri uzastopne generacije (G1, G2 i
G3), eksperimentalnih grupa A i B u poredenju sa kontrolnom.Rezultati koli¢ine ukupnog arsena u organima miseva
(ng/kg bubreg) su mereni na osnovu pula, koji predstavlja uzorak organa (bubrezi) sakupljenih od 5 miseva.

Generacija Kontrolna A eksperimentalna grupa B eksperimentalna grupa

Q (Bubrezi) grupa (As 10.6 mg/L) koli¢ina (As 106 mg/L) koliCina
ukupnog As (ug/kg) ukupnog As (pug/kg)

G: 1011.6 1089.02 4619.64

G2 1011.6 1222.07 4681.09

Gs 1011.6 1893.13 5258.77
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4.2.2.4. Analiza koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u mozgu Zenki miseva

Rezultati analize koli¢ine ukupnog arsena deponovanog u mozgu, zenki miSeva
eksperimentalnih grupa A i B su prikazani u Tabeli 6. U eksperimentalnoj grupi A rezultati
prikazuju da se koli¢ina deponovanog arsena postepeno povecavala iz generacije u generaciju,
tako da je vrednost koli¢ine ukupnog arsena najveca u G3. U grupi B je takode primeceno
postepeno povecanje koli¢ine deponovanog arsena iz generacije u generaciju. Poredenjem
dobijenih vrednosti deponovanog arsena po generacijama, utvrdeno je da su vrednosti u svim
generacijama grupe B bile dva puta vece nego u svim generacijama grupe A.

Tabela 6. Koli¢ina ukupnog deponovanog arsena u mozgu zenki miSeva u tri uzastopne generacije (G1, G2 i G3), u
eksperimentalnim grupama A i B u poredenju sa kontrolnom vrednos¢u. Rezultati koli¢ine ukupnog arsena u
organima miseva (pg/kg mozga) su mereni na osnovu pula, koji predstavlja uzorak organa sakupljen od 5 miSeva.

Generacija Kontrolna A eksperimentalna B ekperimentalna

?Q(Mozak) grupa grupa (As 10.6 mg/L) grupa (As 106 mg/L)
koli¢ina ukupnog As koli¢ina ukupnog As
(Hg/kg) (Hg/kg)

G1 4.75 111.34 223.06

G2 4.75 118.11 319.96

Gs 4.75 163.64 328.60

4.3. Analiza zenskih reproduktivnih hormona (estrogen,
progesteron)

U prvoj eksperimentalnoj grupi A izlozenoj arsenu(lll) u koncentraciji od 10,6 mg/L u
tri uzastopne generacije analizirani su nivoi progesterona i estradiola. Rezultati su pokazali da je
nivo progesterona statisti¢ki znacajno opao u prvoj generaciji misSeva, dok je u drugoj i trec¢oj
generaciji smanjen nivo progesterona, medutim ove vrednosti se nisu statisticki razlikovale od
kontrolne (Grafik 3 Al). Nivoi estradiola su se smanjili u serumu miSeva prve i trece generacije
u koncentraciji arsena od 10,6 mg/L. S druge strane, nivo estradiola nije znacajno promenjen u
drugoj generaciji u poredenju sa kontrolnom grupom (Grafik 3 A2).
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Grafik 3. (Al i A2). Koncentracije progesterona i estradiola u serumu Zenki miseva prve eksperimentalne grupe (A)
izlozenih arsenu(l11) u koncentraciji od 10,6 mg/L tokom tri uzastopne generacije (G1, G2, G3). Serum je sakupljen
i od kontrolnih (K) i od miseva tretiranih arsenom(I1I), zrtvovanih u fazi diestrusa, a nivoi progesterona i estradiola
su odredeni ELISA testom. Kolone predstavljaju srednje vrednosti £ SEM od 10 Zivotinja po grupi. Statisticka
znacajnost je predstavljena slovima (a, b) ako je p < 0,05. a) statisticki nije znacajan rezultat, b) statisticki znacajan
rezultat.

U drugoj eksperimentalnoj grupi B, izlozenoj koncentraciji arsena(lll) od 106 mg/L u
tri uzastopne generacije, mereni su nivoi progesterona i estradiola. Rezultati su pokazali da su se
nivoi progesterona i estradiola statisticki znac¢ajno smanjili u prvoj generaciji (Grafik 4 B1 1 4
B2). Pored toga, rezultati su pokazali da su se nivoi progesterona i estradiola u drugoj i tre¢oj
generaciji povecali u poredenju sa prvom generacijom zenki miseva (Grafik 4 B1 i 4 B2).
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Grafik 4. (B1 i B2). Koncentracije progesterona i estradiola u serumu Zenki miSeva izloZenih uticaju arsena(lll) u
koncentraciji od 106 mg/L tokom tri uzastopne generacije (G1, G2,G3). Serum je sakupljen od kontrolnih (K) i od
miSeva tretiranih arsenom(IIl), zrtvovanih u fazi diestrusa, a nivoi progesterona i estradiola su odredeni ELISA
testom. Kolone predstavljaju srednje vrednosti = SEM od 10 Zivotinja po grupi. StatistiCka znacajnost je
predstavljena slovima (a, b) ako je p < 0,05. a) statisticki nije znacajan rezultat, b) statisticki znacajan rezultat.

4.4. Estrusni ciklus Zenki misa

Analizom vaginalnog ispirka zenki miSeva kontrolne 1 eksperimentalnih grupa uocen je
estrusni ciklus kod svih zenki, koji se sastoji od Cetiri faze: proestrusa, estrusa, metestrusa i
diestrusa. Proestrus se karakteriSe dominatnim prisustvom epitelnih ¢éelija sa jedrom. Estrus
sadrzi orozale (bezjedarne) epitelne celije. Metestrus sadrzi kombinaciju orozalih epitelnih ¢elija
1 neutrofilnih granulocita. Diestrus se karakteriSe kombinacijom neutrofilnih granulocita i
epitelnih celija sa jedrom (Slika 17). Analizom estrusnih ciklusa zenki miseva izloZenih uticaju
arsena(Ill) u primenjenim koncentracijama nisu uocene neregularnosti u fazama estrusnog
ciklusa, sve faze su bile prisutne sa karakteristithom morfologijom, izmedu kontrolne 1
eksperimentalnih grupa tokom sve tri uzastopne generacije.

42



"

.
W v
“*t

-

;
.
ot

Slika 17. Prikaz reprezentativnih faza estrusnog ciklusa Zenki miSeva a) proestrus - uoc¢ava se dominantno prisustvo
epitelnih ¢elija sa jedrom (Gimza, x 400); b) estrus - uocava se prisustvo orozalih (bezjedarnih) Celija (Gimza, x
400); ¢) metestrus - uocava se prisustvo neutrofilnih granulocita i orozalih (bezjedarnih) ¢elija (Gimza, x 400); d)
diestrus - uo¢ava se prisustvo neutrofilnih granulocita i epitelnih ¢elija sa jedrom.

4.5. Analiza broja Zutih tela i ovarijalnih folikula miSa

U cilju analize histoloskih struktura ovarijuma, bojenih hematoksilin-eozinom (H&E),
kako kontrolnih grupa, tako i1 grupa zivotinja tretiranih rali¢itim koncentracijama arsena,
utvrdivan je broj folikula u razli¢itim stupnjevima razvica. Rezultati analize pokazalali su
vidljive promene u histoloskoj strukturi jajnika tretiranih grupa. UoCen je veci broj folikula sa
degeneracijom. U folikulima su registrovane degeneriSucée oocite i apoptoti¢ne granuloza celije.
Promene su najizrazenije u granuloznim ¢elijama antralnih folikula (Slika 18).
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Slika 18. Morfometrijska analiza strukture jajnika (A) corpora lutea. Bar = 500 pm; (B) o¢uvani rani antralni
folikul. Bar = 50 um; (C, D) degenerisane oocite u folikulima. Bar = 50 um (H/E).
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4.5.1. Broj Zutih tela

Rezultati morfometrijske analize su pokazali da se proseCan broj zutih tela u
eksperimentalnoj grupi (A) nije smanjio u G1 generaciji, dok je u G2 i G3 doslo do statisticki
znaajnog smanjenja u poredenju sa kontrolom. U eksperimentalnoj grupi (B) rezultati su
pokazali statisticki znac¢ajno smanjenje broja Zutih tela, ali za razliku od A grupe, smanjenje je
ujednaceno bez statisticki znacajnih razlika u broja zutih tela izmedu generacija (Grafik 5).
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Grafik 5. Prose¢an broj zutih tela kroz tri uzastopne generacije (G1, G2, G3) tretiranih koncentracijama arsena(lll)
od 10,6 mg/L (A grupa) i 106 mg/L (B grupa). Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti £ SEM broja zutih tela na
osnovu 5 Zenki miseva po grupi. Razli¢ita slova (a, b) ukazuju na statisticki znacajne razlike (p<0,05) izmedu
odgovarajuce kontrole (a) i grupe miSeva tretiranih arsenom (b).
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4.5.2. Ukupan broj folikula

U grupi A je prosecan broj folikula u generacijama G1 i G3 smanjen u odnosu na
kontrolnu grupu, dok je broj folikula u generaciji G2 znacajno smanjen. Rezultati proseénog
broja folikula u B grupi pokazali su postepeno smanjenje iz generacije u generaciju, ali je uoc¢eno
da je broj folikula u G1 generaciji znacajno manji od broja folikula u G1 generaciji grupe A
(Grafik 6).
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Grafik 6. Prose¢an broj ovarijalnih folikula u tri uzastopne generacije (G1, G2, G3) tretiranih sa koncentracijama
arsena(lll) od 10,6 mg/L (A grupa) i 106 mg/L (B grupa). Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti + SEM broja
ovarijalnih folikula na osnovu 5 ovarijuma misa po grupi. Razli¢ita slova (a, b) ukazuju na statisticki znacajne
razlike (p<0,05) izmedu odgovarajuce kontrole (a) i grupa miSeva tretiranih arsenom (b).
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4.5.3. Broj antralnih folikula

Rezultati prose¢nog broja antralnih folikula u A grupi pokazali su smanjenje u sve tri
generacije u odnosu na kontrolnu, $to je posebno izrazeno u G2 generaciji. ProseCan broj
antralnih folikula u B grupi postepeno se smanjivao iz generacije u generaciju, broj antralnih
folikula u G3 generaciji je znacajno smanjen. Poredenjem G2 izmedu eksperimentalnih grupa A 1

B, uocava se da je broj antralnih folikula u G2 eksperimentalne grupe B veci u odnosu na
eksperimentalnu grupu A (Grafik 7).
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Grafik 7. Prose¢an broj antralnih folikula jajnika tokom tri uzastopne generacije (G1, G2, G3) tretiranih
koncentracijama arsena(lll) od 10,6 mg/L (A grupa) i 106 mg/L (B grupa). Stubi¢i predstavljaju srednju vrednost +
SEM broja antralnih folikula jajnika na osnovu 5 jajnika misa po grupi. RazliCita slova (a, b) ukazuju na statisticki
znacajne razlike (p<0,05) izmedu odgovarajuée kontrole (a) i grupa miseva tretiranih arsenom (b).
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4.5.4. Broj atreti¢nih folikula

U eksperimentalnoj grupi A zabelezen je rast proseCnog broja atreticnih folikula.
Najveca vrednost prosecnog broja atreticnih folikula je kod miSeva tre¢e generacije G3, rezultat
je statisticki znaCajan, najmanja vrednost zabeleZena je u G2. U eksperimentalnoj grupi B porast
vrednosti prose¢nog broja atreticnih folikula belezi se u sve tri generacije miSeva. Rezultati su
statistiCki znacajni. Najveca vrednost zabeleZena je u G2 a najmanja vrednost u G3 (Grafik 8).
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Grafik 8. Prosetan broj atreticnih folikula tokom tri uzastopne generacije (G1, G2, G3) miSeva tretiranih
koncentracijama arsena(lll) od 10,6 mg/L (A grupa) i 106 mg/L (B grupa). Kolone pokazuju srednje vrednosti +
SEM broja atreticnih folikula jajnika na osnovu 5 jajnika miSa po grupi. Oznake (a, b) ukazuju na statisticki
znacajne razlike (p<0,05) izmedu odgovarajuée kontrole (a) i grupe miseva tretiranih arsenom (b).
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4.6. HistoloSke analize

4.6.1. HistoloSke analize jajnika posle primene specijalnih bojenja

U prvoj generaciji (G1) kontrolnu grupu karakteriSe o¢uvana struktura povrsinskog
epitela jajnika, ispod koga se u kori uocavaju brojni folikuli u razli¢itim fazama razvoja, brojna
zuta tela i vezivnotkivna stroma (Slika 19A). Na preparatima jajnika prve eksperimentalne grupe
(A) koji su obojeni azanom, vezivna vlakna se uocavaju oko theca celija i zutih tela, kao i u
stromi, naro¢ito oko velikih krvnih sudova (Slika 19B). PAS pozitivna reakcija je bila
najizrazenija u zona pellucida i antralnim folikulima (Slika 19C). Na preparatima obojenim po
Massonu (Slika 19D) primeceno je plavo bojenje ekstracelularnog matriksa i kolagenih vlakana,
dok je citoplazma oocita, folikularnih ¢elija 1 celija Zutog tela obojena razliitim nijansama
ruziCaste boje.

Ekspresija estrogenih receptora je prisutna u zutom telu, ali nije istog intenziteta u svim

¢elijama. Pozitivna reakcija je takode prisutna i u granuloza celijama antralnih folikula, dok u
¢elijama strome i intersticijalnim Zlezdama nema pozitivnosti (Slika 19E).
U prvoj generaciji (G1) druge eksperimentalne grupe (B), bojenje Azanom je pokazalo kolagena
vlakna u theca folliculi kao i u stromi jajnika (Slika 19F). Intenzivna PAS pozitivna reakcija
prisutna je u zona pellucida, od faze sekundarnog folikula. Zona pellucida je uodljiva i u
atreticnim folikulima (Slika 19G). Bojenje po Massonu je pokazalo da nema promena u
zastupljenosti kolagenih vlakana u theca folliculi i stromi u odnosu na A grupu. Celije zone
granuloze antralnih i atreti¢nih folikula su intenzivno ruzi¢asto obojene (Slika 19H). Estrogeni
receptori u B grupi pokazali su vecu ekspresiju u corpora lutea, kao i u ¢elijama zone granuloze
u blizini oocita nego u A grupi. U ¢elijama strome nije prisutna imunopozitivnost estrogenih
receptora (Slika 191).
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Slika 19. A) Presek jajnika miSa kontrolne grupe H/E - Zzuto telo (Cl), stromalne celije (Sc), folikuli (strelica).
Preseci jajnika miSa G1 generacije A grupe obojeni specijalnim metodama bojenja: B) Azan - krvni sud i vezivna
vlakna (strelice); C) PAS - antralni folikul (Af), zona pellucida (strelica); D) Bojenje po Massonu - vezivna vlakna
(strelica); E) Imunohistohemijsko bojenje estrogenih receptora - Zzuto telo (Cl), ¢elije granuloze (Ge). Bar = A, D, E
(500 um); B, C (200 pum). Preseci jajnika misa G1 generacije B grupe obojeni specijalnim metodama bojenja: F)
Azan - theca folliculi (strelice); G) PAS - zona pellucida (strelica); H) Bojenje po Massonu - antralni folikul (Af),
atreti¢ni folikul (Atf). I) Imunohistohemijsko bojenje estrogenih receptora - zuto telo (Cl), stromalne ¢elije (Sc). Bar
=F, G (200um); H, I (500 um).
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U drugoj generaciji (G2) ne postoje bitne razlike u strukturi jajnika kontrolne grupe u
odnosu na kontrolu G1 generacije (Slika 20A). U G2 generaciji, grupa A, ne uocavaju se razlike
u prisustvu i distribuciji analiziranin komponeti jajnika (Slika 20B-20D). Zapazena je
imunopozitivnost u ¢elijama zutog tela po sliénom obrascu kao i u prethodnim grupama, dok su
¢elije zone granuloze antralnih folikula pokazale izrazitu imunopozitivnost. U 0vOj generaciji je
primecena i blaga imunopozitivnost povrsinskog epitela (Slika 20E).

U drugoj generaciji (G2) druge eksperimentalne grupe (B) na presecima obojenim
Azanom zapazaju se snopovi kolagenih vlakna oko folikula (Slika 20F). Takode, vezivna vlakna
su vidljiva 1 oko intersticijalnih zlezda i proSirenih krvnih sudova. Ne uocavaju se znacajne
razlike u analiziranim strukturama jajnika (Slika 20G-H). Ekspresija estrogenih receptora je
uocljiva u zutim telima i1 granuloza ¢elijama ocCuvanih, ali i atreti¢nih folikula. U stromi, u
pojedinim c¢elijama intersticijalnih zlezda, uocava se specificna imunopozitivnost estrogenih
receptora (Slika 201).
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Slika 20. A) Presek jajnika miSa kontrolne grupe H/E - Zuto telo (Cl), antralni folikul (Af), brojni folikuli u
razliCitim fazama razvoja (strelice). Preseci jajnika miSa G2 generacije A grupe obojeni specijalnim metodama
bojenja: B) Azan - atreti¢ni folikul (Atf), krvni sud (strelica); C) PAS - antrum (zvezdica), zona pellucida (strelica);
D) Bojenje po Massonu - kolagena vlakna (strelica). E) Imunohistohemijsko bojenje estrogenih receptora - Zuto telo
(CI), stromalne ¢elije (Sc), ¢elije granuloze (Gs), atreti¢ni folikul (Atf). Bar = A (500 um); B-E (200um). Preseci
jajnika misa G2 generacije B grupe obojeni specijalnim metodama bojenja: F) Azan — kolagena vlakna (strelica); G)
PAS — zuto telo (Cl); H) Bojenje po Massonu — vezivna vlakna (strelice). I) Imunohistohemijsko bojenje estrogenih
receptora — zuto telo (Cl), stromalne ¢elije (Sc), ¢elije granuloze (Gs), atretiéni folikul (Atf). Bar = F, H (200 um );
G (500 um); I (100 pum).

52



U trecoj generaciji (G3) jajnici kontrolne grupe imaju jasno vidljive folikule u
razli¢itim fazama razvoja i zuta tela (Slika 21A). Histohemijska bojenja jajnika prve
eksperimentalne grupe (A) nisu ukazala na promenu strukure kore i srzi u jajnicima (Slika 21B-
D). Ekspresija estrogena je pokazala pozitivnu reakciju u ¢elijama zutog tela i intenzivniji, ali
neravnomerno zastupljen pozitivan odgovor u c¢elijama zone granuloze folikula. Pozitivha
reakcija je takode primecena u povrsinskom epitelu jajnika (Slika 21E).

U trecoj generaciji (G3) druge eksperimentalne grupe (B) bojenje Azanom je pokazalo
da su krvni sudovi i u kori i u srzi izrazito prosireni (Slika 21F). Zastupljenost i distribucija PAS
pozitivnih struktura se ne razlikuje u odnosu na prethodne grupe (Slika 21G). Na preparatima
obojenim po Massonu uocavaju se izrazena vezivna vlakna u theca folliculli i veliki broj
intersticijalnih zlezda (Slika 21H). Jaka imunopozitivnost estrogenih receptora se zapaza u
pojedinim granuloza c¢elijama, dok je slabije izrazena u zutim telima. Veéi broj celija
intersticijalnih zlezda pokazuje pozitivnost, §to nije bila karakteristika jajnika ostalih kontrolnih 1
tretiranih grupa zivotinja (Slika 211).
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Slika 21. A) Presek jajnika misa kontrolne grupe H/E - Zuto telo (Cl), folikuli u razli¢itim fazama razvoja (strelice).
Preseci jajnika miSa G3 generacije A grupe obojeni specijalnim metodama bojenja: B) Azan — krvni sud (strelica);
C) PAS - zona pellucida (strelica); D) Bojenje po Massonu — vezivna vlakna (strelice). E) Imunohistohemijsko
bojenje estrogenih receptora - stromalne ¢elije (Sc), ¢elije granuloze (Gs). Bar = A, C (200 um); B, D (500 um); E
(100 pum). Preseci jajnika miSa G3 generacije B grupe obojeni specijalnim metodama bojenja: F) Azan — krvni sud
(strelica); G) PAS — zona pellucida (strelica), antralni folikul (Af); H) Bojenje po Massonu - rani antralni folikul
(Eaf), theca folliculli (strelica). 1) Imunohistohemijsko bojenje estrogenih receptora - stromalne celije (Sc), ¢elije
zone granuloze (Gs), ¢elije u apopotozi (strelica). Bar = F (500 um); G, H (200 um); I (100 um).
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4.7. Mikronukleus test

Rezultati testa pokazuju broj¢ane vrednosti mikronukleusa, vidljivim u svakom
prikupljenom uzorku periferne krvi miseva. Mikronukleusi su brojani na svetlosnom
mikroskopu, nakon odgovarajuéeg bojenja (Slika 22).

Slika 22. Howell-Jolly-jeva telasca, mikronukleusi na svetlosnoj mikroskopiji
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Tabela 7. Brojéane vrednosti mikronukleusa (MN) po grupama, koncentracijama i vremenu uzorkovanja.

Tretman Koncentracija VACITIS AL 2115 Broj i) N (o)
uzorkovanja | zivotinje MN odnosu na broj
eritrocita
am |21 g 23
Arsen(lll) 10,6 mg/l 48n 3, 5 1,45
3x1ml 4. 7 2,01
10,6 mg/I 24h 5. 10 2,87
srednja vrednost MN
X*=72
SD =192
6. 1 0,29
Kontrol Lximl o . ; =
ontrola : :
NaCl 0.9% 0. 1 0.29
10. 2 0,29
srednja vrednost MN
X*=1,2
SD=0,84
11. 7 2,01
" 1x1ml 18h 12. 5 1,45
Pozitivna Benzidin
13. 8 2,3
kontr_ol_a 100mg u 14 10 587
(Benzidin) 3Or(r)1.lgl;/I0aCI 48h 15 i 402
16. 12 3,44
srednja vrednost MN
X?=9,33
SD =3,33

Statistickom obradom dobijenih podataka, vidi se da je broj MN kod zivotinja tretiranih
arsenom(Ill), statisticki znacajan, i znatno je povec¢an u odnosu na broj MN kod Zivotinja
negativne kontrole (X?= 12,2807, p = 0.000458 iz ega sledi da je p < 0.05). Broj mikronukleusa
iz grupe arsen(l11) i MN pozitivne kontrole statisticki nije znacajan (X2 = 2,999, p = 0,138019 iz
cega sledi da je p > 0.05). Broj MN iz pozitivne kontrole je takode statisticki znacajan jer ima
veéi broj MN u odnosu na broj MN iz negativne (X2 = 24,0758, p = 0.00001 iz &ega sledi da je p

<0.05).
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Od ukupno 98 uocenih MN u istrazivanju - 36 MN (36,77%) je nadeno kod miSeva
tretiranih arsenom(l1), 6 MN (6,12%) kod negativne kontrolne grupe i 56 MN (57,14%) kod

Zivotinja pozitivne kontrole. Broj mikronukleusa izrazenih u procentima su prikazani na (Grafik
9).

Arsen(IIT}-oksid
36,77 %

Pozitivna
kontrola
57.14 %

MNegativna kentrola
6.12 %

w Arzen (1) -oksid
= Megativna kontrola

Pozitivna kontrola

Grafik 9. Procentualni prikaz broja mikronukleusa
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DISKUSIJA
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Prisustvo arsena, ekoloskog toksina u podzemnim vodama, predstavlja potencijalni,
veliki zdravstveni problem. Duze izlaganje, malim koli¢inama dovodi do kumulativnog efekta,
koji moze izazvati simptome raznih bolesti, ukljucujuéi hipertenziju, hroni¢nu bolest pluca,
pigmentaciju, keratozu, hromozomske aberacije i povecanje incidencije mikronukleusa (Guha
Mazumder i Dasgupta, 2011). Do sada u literaturi nije bilo podataka o dugoro¢nim efektima
izlozenosti arsenu kod miSeva tokom vise uzastopnih generacija, tako da rezultati ove studije
pruzaju izuzetnu vaznost u sagledavanju ove problematike.

Koncentracije arsena koris¢ene u ovom eksperimentu nisu izazivale simptome akutnog
trovanja, Zzenke su ostajale gravidne u obe ispitivane grupe, ali su rezultati broja okoc¢enih
mladunaca po zZenki u leglu ukazali da arsen remeti reproduktivne funkcije, jer je doslo do pada
broja mladunaca, mada nije bilo mrtvo okocenih mladunaca. Na osnovu smanjenog broja
mladunaca u periodu od tri generacije, smatramo da postoji funkcionalni nedostatak u
reproduktivnoj funkciji. U prvoj generaciji prve eksperimentalne grupe, bilo je statisticki manje
mladih nego u kontrolnoj grupi. U eksperimentalnoj grupi sa 10 puta jaom koncentracijom se
graviditet javljao kasnije u odnosu na prvu eksperimentalnu grupu.Sli¢ne studije koje su
proucavale toksi¢nost kadmijuma, olova ili zive na jajnike, pokazale su promene u vidu
smanjenog rasta folikula, folikularne atrezije, degeneracije Zutog tela, kao i promene u
reproduktivnom procesu (Ghersevich i drugi, 1994a, 1994b; Hopenhayn i drugi, 2006).

Merenja ukupnog sadrzaja arsena kod jednodnevnih miSeva u obe eksperimentalne
grupe, pokazala su da se u organizmu akumuliraju velike koli¢ine arsena. U obe eksperimentalne
grupe, deponovana ukupna koli¢ina arsena se iz generacije u generaciju postepeno povecavala,
ali su u drugoj oglednoj grupi uocene znacajne promene, koje su se manifestovale narocito
promenom boje koZe 1 noktiju. Rezultati deponovanja ukupnog arsena u organima Zenki pokazali
su da je doslo do akumulacije velike koli¢ine arsena najvise u bubrezima, zatim jetri, jajnicima, i
mozgu. Posmatraju¢i vrednosti deponovanog arsena iz generacije u generaciju u okviru
eksperimentalnih grupa, uoceno je da su analizirani organi Zivotinja tre¢ih generacija, imali
najvecu koli¢inu deponovanog arsena, §to potvrduje kumulativan efekat arsena tokom hroni¢nog
izlaganja.

Sli¢ne studije na miSevima su pokazale da izlozenost arsenu tokom trudnoce dovodi do
nastanka raka kod potomaka u adultnom periodu (Chatterjee i Chateerji, 2010). U mnogim
radovima je pokazano da arsen moze pro¢i kroz placentu do fetusa u razvoju, a prenatalna
izloZenost neorganskom arsenu je rezultirala akumulacijom arsena u fetusima uzrokujuci razne
poremecaje (Rodrigez i drugi, 2002; Miyazaki i drugi, 2005). Tokom trudnoce, visoka izloZenost
arsenu u vodi za pice izazivala je komplikacije u trudno¢i, ukljucujuc¢i gubitak fetusa i
prevremeni porodaj (Chakraborti i drugi, 2003), a izlaganje arsenu pri niskim koncentracijama
uticalo je na rast materice i placente, Sto je uzrokovalo smanjenja porodajne tezine mladunca
(Hopenhaym i drugi, 2006; Rahman i drugi, 2009). Poznato je da se arsen u vecim
koncentracijama deponuje u jetri, bubrezima, plu¢ima i kozi, manje u misi¢ima i kostima, u kosi
1 noktima moze se otkriti tek posle hroni¢nog izlaganja. Negativni efekti arsena se ogledaju i u
inaktivaciji enzima, ostec¢enju jetre, dijabetesu, ishemiji, hipertenziji, perifernoj neuropatiji i raku
koze (Hughes i drugi, 2002).

Rezultati analize zenskih polnih hormona su pokazali da su primenjene koncentracije
arsena dovele do sniZavanja nivoa reproduktivnih hormona kod Zenki miSeva, koje se nije
odrazilo na plodnost, ve¢ je narusila reproduktivnu sposobnost, §to je za posledicu imalo
smanjen broj potomaka. U drugoj eksperimentalnoj grupi, rezultati druge i trece generacije
pokazali su da je nivo hormona poveéan u odnosu na prvu generaciju, i da se vratio na kontrolni
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nivo u tre¢oj generaciji, ovaj podatak ukazuje da organizam ima svoje mehanizme adaptacije u
stresnim situacijama. Rezultati mozda nisu iznenadujuci za stru¢njake u oblasti toksikologije
arsena, ali navodi se pitanje, zaSto bi ovakvi rezultati mogli biti verodostojni i1 prihvatljivi uprkos
nelogicnim efektima dve koncentracije arsena koje su bile primenjene. ObjaSnjenje razlike
izmedu linearnog odgovora na dozu i hormeti¢kog (u obliku slova U) dozno-zavisnog odgovora,
je kljuéno za razumevanje kako supstanca kao $to je arsen uti¢e na bioloske sisteme. Linearni
odgovori pokazuju direktno i proporcionalno povecanje Stete ili efekta sa dozom, dok hormeticki
odgovori pokazuju obrazac u obliku slova U, gde male doze mogu imati Stetan ili stimulativni
efekat, umerene doze povecavaju odgovor, a visoke doze dovode do smanjenja odgovora. Posto
je nasa studija koristila samo dve doze arsena, nedostatak sistemskog testiranja viSe doza
implicira ograni¢eno razumevanje skupa podataka o potpunom odnosu doza-odgovor za
izlozenost arsenu. Vrednosti dobijene iz naSe studije verovatno predstavljaju samo dve
relevantne tacke na krivoj doza-odgovor u obliku slova U — jednu pri niskoj dozi i jednu pri
visokoj dozi. Medutim, da bi se u potpunosti razumeo odnos izmedu doze arsena i bioloskih
efekata koje izaziva, potrebne su dalje detaljne studije o dozi i odgovoru.

Istrazivanjem efekta primenjenih doza arsena na estrusni ciklus, pokazano je da postoji
prisustvo svih faza estrusnog ciklusa, sa karakteristichom morfologijom. Kod prve
eksperimentalne grupe promene u vidu redosleda i trajanja pojedina¢nih faza estrusnog ciklusa
nisu uocene u odnosu na kontrolnu grupu, dok je kod druge eksperimentalne grupe uoceno duze
trajanje diestrusne faze u odnosu na prvu eksperimentalnu grupu i kontrolu. Ova zapazanja
sugeriSu da bi nizak nivo estradiola u plazmi mogao biti uzrok duze distrusne faze.

Analize broja zutih tela i ovarijalnih folikula su pokazale da arsen izaziva strukturne
promene u jajnicima. Izmedu dve eksperimentalne grupe u svakoj generaciji identifikovane su
znacajne razlike u prose¢nom broju zutih tela i folikula jajnika. Prosecan broj zutih tela bio je
smanjen u drugoj i treoj generaciji, dok je prosecan broj antralnih folikula u drugoj generaciji
bio znacajno smanjen u prvoj eksperimentalnoj grupi, za razliku od druge grupe, gde je
primeceno postepeno smanjenje iz generacije u generaciju. U obe eksperimentalne grupe broj
atreti¢nih folikula bio je najve¢i u drugoj, a najmanji u tre€oj generaciji. Moze se zakljuciti da
niske doze arsena ne izazivaju pravilnost u strukrurnim promenama izmedu generacija, dok
1zloZenost ve¢im dozama dovodi do postepenog smanjenja prose¢nog broja pojedinih struktura iz
generacije u generaciju, Sto moze ukazivati na to da organizam ima regulatorne i kontrolne
mehanizme kada je izlozen ve¢im dozama arsena. lzuzetak su bili folikuli u atreziji, gde nije
uoc¢ena medugeneracijska pravilnost ni u jednoj eksperimentalnoj grupi.

Kako bismo pokazali da li primenjene doze arsena dovode do promena u histoloskoj
organizaciji jajnika, pored (H&E) bojenja koja su pokazala da su kontrolne grupe imale
normalnu strukturu jajnika, primenili smo i specijalna bojenja poput PAS, koja mogu da ukazu
na prisustvo glikoproteina u cilju detekcije degenerisane zona pellucida ili degenerisane oocite.
Nasi rezultati pokazali su neznatna oStec¢enja u strukturi stromalnih celija, i u zona pellucida,
prosirene krvne sudove, dok su folikuli u atreziji pokazali veca oStecena, posebno u celijama
granuloze druge eksperimentalne grupe. Trihromno bojenje po Massonu i Azan pokazali su
povecano prisustvo kolagenih vlakana oko krvnih sudova, zutih tela, kao i oko atreti¢nih
folikula, $to se podudara sa rezultatima (Khalaf H.A. i drugi, 2019). Kako je proces
folikulogeneze povezan sa interakcijom Celija granuloze i oocita, osteCenja ili smrt celija
granuloze predstavljaju mehanizam koji potencijalno izaziva folikularnu atreziju (Yeunget i
drugi, 2017). U nasem istrazivanju uocen je mali broj celije u apoptozi, u trecoj generaciji druge
eksperimentalne grupe, $to navodi na zakljuak da kumulativno dejstvo arsena Stetno utice na
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strukturu jajnika, medutim tumorske promene nisu primecene. Apoptoza izazvana arsenom u
jetri pacova, kao i histopatoloske promene uocene u jetri i mozgu, pokazana su i u radovima
(Bashir i drugi, 2006a; Bashir i drugi, 2006b). Istrazivanja (Khalaf i drugi, 2019; i An i drugi,
2021, 2022; Efendic i drugi, 2022), su ukazala da oksidativni stres takode izaziva apoptozu celija
granuloze jajnika pacova, kao i da inicira apoptozu u antralnim folikulima (Luderer i drugi,
2014). Kako je u nasem istrazivanju deponovani arsen u organima doveo do manjih histoloskih
promena, pretpostavlja se da organizam pod stresom aktivira sopstvene, specifi¢ne odbrambene
mehanizme, za suprotstavljanje stresnim situacijama sa minimalnim posledicama po tkivo.

U celijama razlic¢itih tkiva, nalaze se receptori za estrogen alfa (ER-a) i beta (ER-p) ¢ija
aktivacija inicira razli¢ite signalne puteve u organizmu, reguliSu¢i ekspresiju gena i razne
bioloSke procese. Neke studije su pokazale da estrogen ima protektivnu ulogu protiv toksi¢nih
stimulusa, najverovatnije zbog imunomodulatornih i anti-inflamatornih efekata. U radu (Quirk i
drugi, 2004) je pokazano da estradiol stimuliSe proliferaciju ¢elija granuloze, povecava otpornost
na apoptozu, jer ima sposobnost da promovise progresiju kroz ¢elijski ciklus.

Razumevanje uloge ovih receptora vazno je za razvoj razli€itih terapija, ukljucujuéi i
bolesti reproduktivnog sistema, jer ovi receptori podsticu razvoj reproduktivnih organa i uticu na
plodnost. Primenom imunohistohemijske metode u nasem istrazivanju, Zeleli smo da pokazemo
da li primena razli¢itih doza arsena uti¢e na lokalizaciju receptora za estrogen u jajnicima, u obe
eksperimentalne grupe, u sve tri generacije. U prvoj generaciji kod obe eksperimentalne grupe
rezultati su pokazali pozitivnu reakciju u Zutim telima i u folikulima granuloza c¢elija antralnih
folikula, s tim da je reakcija bila intenzivnija u drugoj eksperimentalnoj grupi. U drugoj
generaciji druge eksperimentalne grupe reakcija je bila najintenzivnija u granuloznim ¢éelijama
antralnih folikula 1 folikulima u atreziji. Sli¢ni rezultati bili su uo€ljivi i u tre¢oj generaciji.

Potencijal arsena da istovremeno poremeti nekoliko sistema hormonskih receptora
pokazan je u razli¢itim studijama (Bodwell i drugi, 2006; Davey i drugi, 2007). U veoma niskim
koncentracijama, arsen uti¢e na aktivaciju gena posredovanu glukokortikoidnim receptorom
(GR), ali ne i na supresiju gena posredovanu GR (Bodwell i drugi, 2004). Kao §to je ranije
pokazano (Bodwell i drugi, 2004), arsen je mocan endokrini ometa¢ koji uti¢e na regulaciju gena
preko strukturno povezanih steroidnih receptora za glukokortikoide, mineralokortikoide,
progesteron i androgene. Arsen uti¢e i na ekspresiju i funkciju estrogenog receptora-alfa u
¢elijama raka dojke MCF-7 (Stoica i drugi, 2000). On aktivira ER-a interakcijom sa domenom
receptora koji vezuje hormone, §to pokazuje inhibicija delovanja arsena antiestrogenom (Stoica i
drugi, 2000). Arsen takode deluje na udaljenije receptore estrogena i in vivo i u ¢elijskoj kulturi
(Liu i Vaalkes, 2008).

Nasa istrazivanja su pokazala da postoji povecan broj mikronukleusa, kod obe testirane
grupe tretirane arsenom(l1l) u odnosu na negativnu kontrolu. Rezultati dobijeni za negativnu
kontrolu, slazu se sa rezultatima sli¢nih istraZivanja, gde je koriS¢en fizioloski rastvor u
mikronukleus testu. Detektovana je pravilnost da srednja vrednost mikronukleusa potpada u
raspon od 1 do 3 MN na 1000 testiranih eritrocita (Salamone i drugi, 1994). Benzidin,
genotoksi¢ni agens, koji je doveden u vezu sa kancerom mokrac¢ne besike i pankreasa, je takode
kao u nasem istrazivanju, i u drugim studijama primenjen na misevima u dozi od 100 mg u 30 ml
fizioloskog rastvora (Sanderson i drugi, 1993). Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da je
ucestalost mikronukleusa uocenih u eritrocitima znatno veca od negativne kontrole, a da je
statisticki slicna sa vrednostima dobijenim arsenom. Izmedju utvrdenog citotoksi¢nog agensa
(benzidina) i nase isptivane supstance, nema statisticki znacajne razlike, ¢ime se potvrduje da je i
arsen(IIl) genotoksi¢an agens, koji dovodi do citoloske deformacije eritorcita.
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ZAKLJUCAK
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Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljuéci:

- Hroni¢no izlaganje arsenu(lll) u vodi za pie u primenjenim Kkoncentracijama,
negativno se odrazilo na organizam i pored odsustva simptoma trovanja.

- Rezultati analize nivoa Zenskih reproduktivnih hormona (progesterona i estrogena)
ukazuju da arsen(Ill) u ispitivanoj koncentraciji predstavlja snazan endokrini ometaé, jer
smanjuje nivo reproduktivnih hormona, dovode¢i do smanjenja prosecnog broja mladunaca po
zenki miseva u leglu.

- Poznato je da arsen ima sposobnost deponovanja, u naSem istrazivanju analiza koli¢ine
deponovanog ukupnog arsena(Ill) u organima Zenki misSeva, je pokazala najveée prisustvo u
bubrezima, jetri, jajnicima i mozgu. Analiza kumulativnog efekta arsena kroz tri generacije,
pokazala je da je najveca koli¢ina arsena zabelezena u tre¢oj generaciji druge ogledne grupe.

- Znacaj ovog istrazivanja je $to je po prvi put pokazano da kumulativni efekat arsena
tokom tri uzastopne generacije izmedu dve eksperimentalne grupe, izaziva znaajne promene U
dinamici razvi¢a folikula, njihovom broju kao 1 broju zutih tela.

- Estrogeni receptori bili su razli¢ito lokalizovani u razlicitim eksperimentalnim grupama
1 generacijama, Sto sugerise da arsen znacajno utice na reprodukciju.

- Registrovni su mikronukleusi, ¢ime je pokazano da je doslo do hromozomskih aberacija i
da arsen u primenjenoj koncentraciji ima genotoksi¢ni uticaj. Pokazano je da je doSlo do
oSte¢enja hromozoma pri apliciranju, kako niske tako i visoke koncentracije rastvora arsen(lll),
medutim dozna zavisnost, kao i sam mehanizam delovanja arsena na celijsku DNK ostaje
nerazjasnjen.

Rezultati dobijeni ovim istraZzivanjem ukazuju da dugorocna izloZenost uticaju arsena u
koncentraciji koja je izmerena u vodovodnoj mrezi u Banatu, potencijalno moze da ima
negativan uticaj na reproduktivni kapacitet zivotinja i ljudi. Ova studija ukazuje na izuzetan
znacaj, i neophodnost razvoja sistema za precis¢avanje voda i odlaganja otpada, kao i podizanju
svesti i promovisanju prevencije u cilju ocuvanja zdravlja.
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Mpwnor 1.

U3jaBa 0 ayTopcTBY

TTornucana Aunura J. bupumu

opoj mamekca 63042/2017

N3jaBbyjem
J1a je TOKTOPCKa ArcCepTallyja 1moj HacJIOBOM

Vruiaj paznmuuntux koHueHrpanuja apcena(lll) y nujahoj Boau

® pe3yJsTaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAUKOT Paja,

e Ja TpeNIoXKeHa OWcepTalija y IENWHA HU y JIeJIOBUMa HHUje Ouia MpeanokeHa 3a
nobujame OUIIO KOje JUIUIOME TIpeMa CTYIUjCKUM MPOoTrpaMuMa JPYTUX BUCOKOIIKOJICKUX
yCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yJTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U

® Jla HHCAM KPIIHO/Ja ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTHO UHTENEKTYyaJIHy CBOJUHY APYTHX JIUIIA.

IMornuce nokTOpanga

VY Beorpany,  21.2.2024.




puior 2.

M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH ITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKeE Bep3Hje JOKTOPCKOr pajaa

Wwme u npezume ayropa Anwuta J. bupumu

Bpoj unnexca 63042/2017

Crynujcku iporpam buonoruja henuja u TkuBa

Hacnos paga Ytunaj paznnuntix konnentpanuja apceHa(lll) y mujahoj Bomun
Mentop
Ip Mapuja Mapus, noueHT, buosnomiku dakynrer, YHuBep3uret y beorpamy

ap HAyman Jlanomesuh, pegoBHu npodecop, Meauacku GakyiTeT, Y HuBep3uteT y HoBom
Cany

[ormucann/a Anwura J. bupumu

UzjaBipyjeM aa je mraMiiaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €NIEKTPOHCKO] BEP3HUjH KOjy caM
npenao/na 3a o0jaBibuBame Ha nopTaiy Jururaanor penosutopujyma YHupep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM a ce 00jaBe MOjH JIMYHU IIOJIAlld Be3aHH 3a J00Hjame akaJeMCKOT 3Bama JJOKTOpa HayKa,
Kao IIITO Cy UM€ U Mpe3nMe, TOJIMHA i MECTO poljera U JaTyM o0paHe paja.

OBM JNHYHHM TOAalM MOTY ce O0jaBUTH Ha MpPEKHHUM CTpaHWIaMa JWTHTalHe OubianoTeke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory u y myonukanvjama YHusep3urera y beorpany.

ITornuc noxkTOopanaa

VY Beorpany, 21.2.2024.




puor 3.

H3jaBa o kopuurhemwy

Osnamhyjem YHuBep3uTercky Onbmmoreky ,,CBetozap MapkoBuh™ na y Jururanam pemno3uTopujym
Vuusepsurera y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALH]y IT0J] HACIOBOM:

VYrumaj paznrmuntix KoHneHTpanyja apceHa(lll) y mujahoj Boau

KOja je MOje ayTOpPCKO JEIO0.

Jucepranujy ca CBHM MpHIO3UMa Npeaao/jia caM y €JIEKTPOHCKOM (GopMaTy IOTOJAHOM 3a TPajHO
apXUBUpAbE.

Mojy AOKTOPCKY OUCEpTalujy MoxpameHy y urutamHu pemno3uTopujyMm YHuBepsutera y beorpamy
MOTY Ja KOpHUCTE CBH KOjU TOWTYjy oapeade campkaHe y omaOpaHoMm Tumy mnuineHne KpeartuBre
3ajenuute (Creative Commons) 3a K0jy cam ce OJTy4Ho/Ja.

1. AytopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]jaTHO

3. AyTOopcTBO — HEKOMEPIIMjaTHO — Oe3 Ipepajie

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIIMjATHO — JICIUTH MOJ] HCTHM yCIOBUMA
5. AytopctBo — 0e3 mpepane

6. AyTOpCTBO — JEIUTHU MO UCTUM yCIIOBUMA

(Monmumo Ja 3a0KpYKHTE caMmo jeJHYy OJ IecT MOHyheHHX JIMIEeHIM, KpaTaK OMWC JIMIEHIN JaT je Ha
nosiehuHM JINCTa).

IMoTnuc noxTopanaa

VY Beorpany, 21. 2. 2024.




1. AyrtopctBo - Jl03BOJbaBaTe yMHOXKaBamke, MUCTPUOYIM]Y W jaBHO CAOIITaBame Jeia, U
mpepajie, ako Cce HaBeJe MME ayTopa Ha HadyuH ojapeheH ox crpaHe ayropa WM JaBaola
JIMIICHIIC, YaK U y KoMepuujaiHe cBpxe. OBO je HajcI000IHHU]ja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AytopctBO — HEKoMepHujaHo. Jl03BoJbaBaTe YMHOXKaBame, MJUCTPUOYLH]Yy U JaBHO
caomIuTaBame JIeNa, U Ipepaje, ako ce HaBeJe NMe ayTopa Ha HauYuH ofpeheH oJ cTpaHe ayTopa
WM AaBaola jauieHie. OBa JIUIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPLHjaIHy yHoTpeOy Aena.

3. AyTOpCTBO - HEKOMepLHUjaaHo — 6e3 npepane. J[o3BosbaBaTe yMHOXKaBambe, TUCTPUOYIH]Y U
jaBHO caomINTaBame Jiena, 0e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamka WK yHoTpeOe jJena y CBOM eIy, aKo
ce HaBeJe MME ayTopa Ha HayuH ojapeheH ox cTpaHe ayropa wiu gaBaoma jwuieHie. Osa
JMIICHIA HE JI03B0JbaBa KOMEPIUjaIHYy yrnoTpeOy nena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaJIe JIMIICHIIE, OBOM
JUIEHIIOM ce orpaHnyaBa Hajsehu oOuM mpasa kopuihema iena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIHjaJTHO — JICIIUTH IO/ UCTUM YCIOBUMA. J[03BOJbABATE YMHOXKABALE,
IUCTpUOYNHjy ¥ jaBHO CAONIITAaBamkE JA€Na, U Mpepaje, ako Cce HaBeAe MME ayTopa Ha HauuH
oapeheH o1l cTpaHe ayTopa MM JaBaola JIMLEHIIE U aKko ce Ipepana AMCTpuOyHpa Moja UCTOM
WIN CIMYHOM JuneHnoM. OBa IMIeHIa He 103B0JbaBa KOMEpLUjalIHy YIoTpeOy Jiesa 1 npepaja.

5. AytopcTBo — 6e3 mpepaje. J[03BosbaBaTe yMHOKaBambe, TUCTPUOYLIM]Y U JaBHO CAOMILTABAE
nena, 0e3 MpoMeHa, NMPeoOIMKOBamka WM YHOTpeOe aena y CBOM Jely, ako Ce HaBele HMe
ayTopa Ha HauuH ojpeheH o]l cTpaHe ayTopa WM AaBaola juneHue. OBa JMIeHIa J103B0JbaBa
KOMepIHjanHy ynorpely nena.

6. AyTOpCTBO - JENHMTH TOJ MCTUM ycioBuMa. J[o3BoJbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYLHU]y U
JaBHO caoIIlITaBame Jeja, U Mpepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HauMH oJpeheH o cTpaHe
ayTopa WM JaBaolla JIMLEHLE M aKo ce Mpepajga AUCTpuOyHpa MOJ HCTOM WIM CIUYHOM
muneHoM. OBa JHIEHIa J03BOJbaBa KOMEpLUjaIHY ymnoTpeOy nena u mpepana. CinudHa je
co(pTBEpCKUM JHMIIEHIIaMa, OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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