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Odredivan je ucinak prethodne primjene nikotina na ispolja-
vanje toksi¢nosti jednokratne visoke doze kadmijuma na epitel
inicijalnog segmenta epididimisa pacova.

Davanje nikotina je trajalo Sest dana. Prva iri dana eksperi-
mentalne zivotinje su dobijale i.p. po 1 mg/kg tjelesne tezine vo-
denu otepinu nikotina a druga tri dana po 2 mg/kg teine. Sestog
dana sa nikotinom je injicirano 4,58 mg/kg tjelesne teZine kad-
mijuma. Kontrolne zivotinje su u istom periodu i na isti nadin
dobijale fiziolosku otopinu. Zivotinje su Zntvovane dekapitaci-
jom dvanaest dana od posljednje injekcije.

Sa histolo§kih preparata planimetrijski je odredena povrsina
koja pripada epitelu, intersticiju i lumenima presjeka ispitiva-
nog segmenta epididimisa kao 1 zapremina jedara glavnih delija
epitela.
pHi*stolo§k0m analizom konstatovana je snazna vakuolizacija
citoplazme glavnih delija i skradenje stereocilija a wstatistidkom
obradom broj¢anih podataka signifikantno smanjenje volumena
jedara glavnih celija i povr§ine epitela u odnosu na kontrolne
Zivotinje.

Dobijeni rezultati su usporedeni sa onim utvrdenim u identi-
¢nim eksperimentalnim uslovima nakon primjene samo nikotina
odnosno samo kadmijuma.

U ranijim radovima saopsteni su pojedina¢ni efekti primjene mikotina i
kadmijuma ma epitel pocetnog dijela duktusa epididimisa pacova i u oba
slucaja konstatovane su znacajne morfoloske promjene (1, 2). U ovom istra-
zivanju, kao i u pomenutim radovima, za pocetni dio epididimi¢nog kanala
upotrijebljen je naziv inicijalni segment epididimisa po$to je, zahvaljujuci
radovima (3, 4) kao takav prihvaden u literaturi.

Poznato je da paralelno davanje dviju ili vise bioloski aktivnih supstanci
moZe u organizmu proizvesti jaci (3, 6, 7, 8) ili slabiji efekat od onog koji bi
izazvale aplicirane pojedinac¢no (9, 10). Polazeéi od ovih nalaza, zeljeli smo da
ustanovimo reakciju epitela epididimisa u uslovima kombinovanog davanja
nikotina i kadmijuma, primjenjujuci identican eksperimentalni model kao
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kod ispitivanja efekta davanja pomenutih supstanci odvojeno, svake za sebe.
Opisujuéi u¢inak udruzenog davanja nikotina i kadmijuma na testis (11) kon-
statovano je da nikotin selektivno napada intersticijalno tkivo a kadmijum
zametni epitel ovog organa. Moguc¢nost da promjene mastale primarno u te-
stisu, u ovim eksperimentalnim uslovima, indirektno modeliraju ili cak po-
ni§tavaju promjene izazvane direktnim djelovanjem apliciranih supstanci,
izbjegnuta je, kako u ovom tako i u ranijim istrazivanjima, izborom za ana-
lizu samo inicijalnog segmenta duktusa epididimisa. Naime, zahvaljujuci ra-
dovima mnogih autora (3, 4, 12, 13) poznato je da su morfofunkcionalna svoj-
stva epitela srednjeg i zavrinog segmenta ovog organa pod snaznim uplivom
testikularnih androgena, narocito onih iz intraluminalnog sadrzaja.

Posto se, po misljenju ovih autora, inicijalni segment epididimisa ne nalazi
pod kontrolom testisa, eventualne promjene u njegovom epitelu bi se, sa
velikom vjerovatnoéom, mogle pripisati direktnom efektu apliciranih sup-
stanci.

Cilj ovog istrazivanja je da wutvrdi: kako se Sestodnevna administracija ni-
kotina udruzena sa jednokratnom, visokom, dozom kadmijuma odraZava ma
epitel inicijalnog segmenta duktusa epididimisa. Indirektno, istrazivanje bi
trebalo da odgovori na pitanje da li prethodni tretman nikotinom mijenja
reakciju ispitivanog epitela na jednokratno davanje visoke doze kadmijuma.
U histoloskoj analizi epitela inicijalnog segmenta epididimisa narocita paZnja
je posvecena glavnim celijama. Prisustvo uskih celija (narrow cells), koje se
nalaze isklju¢ivo u epitelu ovog dijela epididimisa (4), koriSteno je za njegovu
identifikaciju. Zapazanja o ostalim delijama iz sastava epitela samo su uz-
gredna.

MATERIJAL 1 METODE

Eksperiment je izveden na pacovima Wistar soja, muskog pola, tjelesne
tezine od 150—200 g. Uslovi smjeStaja: temperatura prostorije, koliina svje-
tla, smjena tame i mraka — bili su istovjetni za sve Zivotinje. Zivotinje su
dobijale hranu istog kvaliteta a vodu su uzimale ad libitum. U oglednoj i
kontrolnoj grupi bilo je po osam pacova. Zivotinje ogledne grupe su Sest dana
dobijale vodenu otopinu nikotina, intraperitonealno. U toku prva tri dana
injiciran je po 1 mg/kg tjelesne tezine a druga tri dana 2 mg/kg tjelesne te-
zine. Sestoga dana sa mikotinom je injiciran i kadmijum u dozi 4,58 mg/kg
tjelesne tezine. Kontrolna grupa Zivotinja je na isti nadin primala fizioloSku
otopinu.

Dvanaest dana nakon posljednje injekcije zivotinje su Zrtvovane dekapita-
cijom. Uzeti su testisi sa epididimisom, fiksirani u Bouinovoj otopini, kalup-
ljeni u parafinu i poprecno serijski sjeceni ma kriscice debljine 4—6 mikro-
metara a zatim rezovi bojeni hematoksilin-eozinom.

Za dalju obradu uzeti su samo oni preparati na kojima je u epitelu utvrde-
no prisustvo uskih celija (narrow cells). Tako izdvojeni preparati koriSteni
su za histoloSku analizu, planimetrijsku obradu i volumetriju jedara. Za
planimetrijsku obradu, nakon Sto je konstatovano da se na cijelom vidnom
polju mikroskopa nalaze presjeci ispitivanog dijela epididimisa, pomocu ca-
merae lucidae na listovima papira ograni¢ena su podruc¢ja koja pripadaju
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epitelu, intersticijumu i lumenu. Od svake Zivotinje kori$teno ije u tu svrhu
6—7 sluCajno odabranih preparata, tako da je za svaku gnupu zivotinja na-
pravljeno po 50 crteza sa 50 razli¢itih vidnih polja pri povecanju mikroskopa
10<40.

Listovi papira su bili jednakih dimenzija, 14,8X20,8 cm i povrsine 311,4 cmz.
Njihove dimenzije su bile takve da su u cijelosti mogli stati u vidno polje
s tim da im uglovi dosezu ta¢no do njegove periferije. Planimetrom marke
MOM izmjerena je povr$ina ograni¢enih podrucja koja pripada epitelu, in-
tersticiju i lumenu na svakom crtezu (listicu papira). Tako dobijene nume-
ricke vrijednosti izrazene u planimetrijskim jedinicama potom su preradunate
u kvadratne centimetre. Od tako dobijenih podataka, za svaki promatrani
parametar (epitel, intersticij, lumen) izradunata je sredmja vnijednost, kako
za kontrolnu tako i za oglednu grupu Zzivotinja.

Primjenom t-testa po Studentu testirana je signifikantnost dobijene razlike
srednjih vrijednosti za zivotinje kontrolne i ogledne grupe.

Ovako koncipirana primjena planimetrije ima za cilj da se objektivno
provjere zapaZanja o visini epitela i zastupljenosti intersticija dobijenih hi-
stoloSkom analizom preparata. Planimetrijski postupak omoguduje da se
preko odredivanja povrsine koja pripada epitelu, na crtezima presjeka epi-
didimi¢nog kanala, indirektno zakljutuje o njegovoj visini posto je tako do-
sljena povrSina upravo proporcionalna visini epitela. Isti histoloski preparati
»u koriSteni za volumetriju jedara glavnih delija epitela epididimisa kao i za
uobicajenu histoloSku analizu.

Za procjenu volumetrijskih vrijednosti mjerena su dva dijametra u 200
jedara i primjenom odgovarajué¢e formule (V = 1/6 a?x bxs) odredena nji-
hova zapremina. Izra¢unate su srednje vrijednosti za zivotinje kontrolne i
ogledne grupe a zatim su uporedene kao i u obradi planimetrijskih poda-
.aka.

REZULTATI
HistoloSka analiza

Uporedna histoloska analiza epitela inicijalnog segmenta epididimisa kon-
trolnih i oglednih zivotinja mje.avinom nikotina i kadmijuma pokazuje da
je u ovim posljednjim epitel nizi, svjetliji sa stereocilijama koje su krade,
malobrojnije i medusobno slijepljene (slika 1). Jedra glavnih celija su manja,
ponekad nepravilnog oblika, zadebljane jedarne membrane i grubljeg zrnatog
hromatina. Citoplazma im je svjetlija sa brojnim vakuolama razlidite veli¢ine
i svijetlog sadrzaja. Vakuole su brojnije i veée u bazalnom a naro&ito srednjem
dijelu celije koji je pro§iren i trbusast dajuéi im karakteristi¢an izgled (slika
2). U celijama sa jako izrazenom vakuolizacijom, granice éelije se jasno ocr-
tavaju. Apikalni polovi glavnih celija su tamniji, ispupéeni, zaobljeni ili &i-
ljasty, Sto povrsini epitela daje valovit ili zupcast izgled.

Apikalne celije su malobrojnije u epitelu oglednih Zivotinja a citoloske odli-
ke su veoma sli¢ne glavnim déelijama iiste grupe. Broj i citolodke karakteristike
uskih celija kao da se bitnije me razlikuju u kontrolnih i oglednih zivotinja.
Ipak, zbog opisanih promjena u glavnim celijama lakse se uotavaju u epitelu
oglednih Zivotinja.
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Sl 1. — Inicijalni segment epididimisa. A. Kontrolni pacov B. Ogledni pacov (tre-
tiran nikotinom i kadmijumom). Epitel niZi i svjetliji, jedra sitnija, stereocilije
krace (Bouin, hematoksilin-eozin, 8X10).

Volumetrija glavnih celija

Rezultati statisticke obrade numeric¢kih podataka prosjecne veli¢ine volu-
mena jedara glavnih celija epitela inicijalnog segmenta epididimisa kontrolnih
i oglednih zivotinja prikazani su u tabeli 1. Iz tabele se vidi da je srednja wvri-
jednost volumena jedara pomenutih celija sa 48,94 kuba mikrometra u kon-
trolnih zivotinja pala na 42,55 kubna mikrometra u oglednih zivotinja. Stati-
sticko testiranje dobijene razlike prosjetnog volumena jedara glavnih delija
pokazuje da tretman mjeSavinom nikotina i kadmijuma izaziva signifikantno
smanjenje volumena jedara ovih celija.

Planimetrija

Analizom planimetrijski dobijenih podataka o povrSinama koje pripadaju
epitelu, intersticiju i lumenu, ustanovljeno je da primjena nikotina i kadmiju-
ma ima za posljedicu znaCajno smanjenje epitela u korist povecanja lumena,
u odnosu na kontrolu. Iz tabele 2. se vidi da je dobijena razlika srednjih vri-
jednosti za epitel statisticki signifikantna (p << 0,01).
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Sl. 2. — Epitel inicijalnog segmenta epididimisa. A. Kontrolni pacov B. Ogledni

pacov (tretiran nikotinom i kadmijumom). Epitel niZi, snaZna vakuolizacija cito-

plazme glavnih éelija osobito u srednjem, proSirenom dijelu, jedra manja, nepra-

vilnog oblika, grubljeg hromatina. Uska Celija tamnija, lakSe wuoéljiva. (Bouin,
hematoksilin-eozin, 8x100).

Tabela 1.

Efekat_éestodnevne_ aplikacije nikotina i jednokratne doze kadmijuma na volumen
jedara glavnih Celija epitela inicijalnog segmenta epididimisa pacova.

X (um?) SEM P
Kontrola 48,94 + 0,68
Nikotin < 0,001
+ 42,55 + 074
Kadmijum
DISKUSIJA

Promjene toksicnog djelovanja kadmijuma nakon prethodnog davanja niko-
tina ispoljavale su se, prije svega, u smanjenju visine epitela ($to je indirektno
potvrdeno rezultatima planimetrije), signifikantnim smanjenjem volumena je-
dara glavnih delija epitela, drastidno izraZenom vakuolizacijom njihove cito-
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Tabela 2.

Efekat 3estodnevne aplikacije nikotina u kombinaciji sa jednokratnont dozg)%??
kadmijuma na planimetrijski odredenu povrSinu koja pripada epitelu, interstictju
i lumenu na crieiima popreénog presjeka inicijalnog segmenta epididimisa pacova

(X * SEM)
Grupa Epitel Intersticij Lumen
X + SEM cm?

Kontrola 91,21 + 48 4293 + 443 178 #.7,35" 2
Nikotin s
s 7537 % 5,052 4217 570 194 + 6,24

Kadmijum

a) signifikantna razlika u odnosu na kontrolu, p < 0,01

plazme, smanjenjem broja stereocilija, njihovim skracivanjem i medusobnim
sljepljivanjem u vidu kratkih i grubih pramenova.

Analizirajuéi u¢inak $estodnevne primjene samo nikotina u dozi i na macin
istovjetan sada$njem istrazivanju, na epitel inicijalnog segmenta epididimisa
pacova (1) opisali smo intracelularne promjene koje se manifestuju pojavom
izrazene vakuolizacije citoplazme u bazalnom dijelu epitelnih ¢elija, smanje-
njem visine epitela i zapremine jedara glavnih ¢éelija. Imajuéi u vidu da je va-
kuolizacija citoplazme nakon davanja nikotina opisana i u endotelnim delija-
ma aorte in vivo kao i u kulturi njenog endotela (14) moglo bi se pretpostaviti
da su ove promjene odraz specifi¢ne reakcije epitelnih celija na toksi¢no dje-
lovanje nikotina. Kako je vakuolizacija citoplazme epitelnih éelija znatno in-
tenzivnija u Zivotinja tretiranih uz nikotin i visokom dozom kadmijuma, sma-
tramo da je prisustvo kadmijuma pojacalo toksiéni efekat nikotina.

Odredivanjem selektivnog toksi¢nog djelovanja kadmijuma na testis i epi-
didimis, Francavilla i saradnici (15) isti¢u njegov toksi¢ni udinak primarno na
endotel krvnih zila tih organa, a tek sekundarno, remeteci ishranu, na njihov
epitel. Taj svoj efekat kadmijum ispoljava selektivno; ¢ak se i u okviru epidi-
dimisa opisuju tzv. zasticene zone u kojima se toksicni efekat slabije ispoljava
i druge gdje je intenzitet toksi¢ne reakcije mnogo jaci (15).

Davanjem jednokratne, visoke doze kadmijuma eksperimentalnim zivotinja-
ma, u koli¢ini i na naé¢in kao u ovom istrazivanju, ali bez prethodne primjene
nikotina (2) uzrokovane su promjene glavnih celija epitela epididimisa sa ka-
rakteristikama: sitno zrnatom citoplazmom, piknozom i deformacijom jedara
kao i prisustvom Celija sa nepromijenjenim citolo$kim karakteristikanra. Po-
§to ovakve promjene nismo ma$li u sada$njem istrazivanju, moglo bi se pret-
postaviti da je prethodno davanje mnikotina izmijenilo reakciju glavnih celija
epitela ispitivanog dijela epididimisa na ispoljavanje toksi¢nosti kadmijuma.

Iako je dobro poznato selektivno toksi¢no djelovanje kadmijuma mna testis
(16, 17) ipak se promjene u testisu ne mogu dovesti u vezu sa promjenama u
epitelu inicijalnog segmenta epididimisa, vode¢i racuna o njihovoj funkcional-
noj neovisnosti (3, 4, 12, 13).
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Opisane morfoloske promjene u epitelnim ¢elijama epididimisa mogle bi se
razmatrati u svjetlu rezultata o znacaju hipofize u usmjeravanju reaktivnosti
monooksidaznog sistema nakon davanja kadmijuma (18); pojacane sinteze
»tionein mRNA« u hepatocitima (19) i bubrezima (20); sposobnosti kadmiju-
ma da se pojavljuje kao konkurent ionima kalcija u sré¢anim migiénim celija-
ma (21) te u svjetlu povecanja broja poliploidnih jedara u hepatocitima kao
odgovor na toksi¢ne efekte kadmijuma (22). I na kraju, trebalo bi razmatrati
dobro poznato svojstvo kadmijuma da inaktivira enzime, blokirajuéi njihove
SH skupine.
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Summary

CADMIUM TOXICITY IN THE EPITHELIUM OF THE INITIAL EPIDIDYMIS
SEGMENT AFTER NICOTINE PRETREATMENT

The paper deals with the effects of nicotine pretreatment on the occurrence of
degenerative changes in the epithelium of the initial epididymis segment resulting
from a single administration of a high cadmium dose. The nicotine pretreatment
lasted six days. During the first three days the experimental animals were admini-
stered ip. 1 mg/kg of nicotine water solution each, and during the following three
days a dose of 2 mg/kg body weight. On the sixth day they received an injection of
4.58 mg/kg body weight of cadmium with nicotine. During the same period the
control animals were given a physiological solution in the same manner. The ani-
mals were killed by decapitation twelve days after final injection.

The histological sections were used for a planimetric determination of the sur-
face arcas belonging to the epithelium, interstitium and lumen of the epididymal
duct and for volumetric analysis of the principal epithelial cell nuclei.

Histological analysis showed prominent vacuolization of the principal cell cyto-
plasm, shortened stereociliae, a significantly decreased surface area belonging to
the epithelium as well as a decrease in the principal cell nuclei volume as compared
with control animals.

The results were compared with those obtained in another experiment under
identical experimental conditions following administration only of micotine or cad-
mium.
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