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TOKSICNI EEKTI NISKIH DOZA OLOVA NA MODELU SUBAKUTNE IZLOZENOSTI
PACOVA

Sazetak

Novija istrazivanja ukazuju da svaka izloZenost olovu, pa ¢ak i veoma niskim dozama moze
biti Stetna. Podaci o toksi¢nim mehanizmima i efektima olova iz dosadasnjih animalnih i humanih
studija se uglavnom zasnivaju na izlozenosti visokim dozama, te stoga postoji potreba da se ispitaju
mehanizmi toksi¢nog dejstva i da se utvrde toksi¢ni efekti u uslovima produzene izlozenosti niskim
dozama olova. Imaju¢i navedeno u vidu, cilj ove disertacije bio je da se na modelu subakutne
izloZenosti pacova ispita uticaj niskih doza olova na razli¢ite organe i sisteme organa.

Studija je sprovedena na animalnom modelu Wistar pacova koji su podeljeni u 7 grupa po 6
jedinki od kojih je jedna grupa bila kontrolna a 6 ostalih grupa je tretirano tokom 28 dana rastu¢im
dozama olova 0,1; 0,5; 1; 3; 7; 15 mg Pb/kg t.m./dan. Nakon 24 h od poslednje doze, pacovi su
zrtvovani na human nacin a krv i organi su uzeti na dalju analizu. U krvi su odredivani hematoloski
parametri, biohemijski parametri, hormoni, parametri oksidativnog statusa, bioelementi i olovo, dok
su organi podvrgnti patohistoloskoj analizi i u njima su odredivani parametri oksidativnos stausa,
bioelementi, olovo i aktivnost enzima acetilholinesteraze. Primena olova u $est niskih rastu¢ih doza
omogucila je modelovanje odnosa doza-odgovor i dobijanje Benchmark doza za ispitivane toksi¢ne
efekte.

Rezultati su pokazali da olovo pri niskim dozama, moze ispoljiti toksi¢ne efekte skoro na svim
ispitivanim organima. Dobijeni rezultati daju uvid u distribuciju olova izmedu krvi i tkiva kao i
internim dozama olova koje dovode do $tetnih efekata. 1zmenjeni profil hematoloskih i biohemijskih
parametara, zajedno sa izmenjenim nivoima bioelemenata, nastalim oksidativnim stresom,
izmenjenom aktivno$¢u acetilholinesteraze i patohistoloskom analizom ispitivanih tkiva, ukazuju na
toksi¢ne efekte nakon subakutne oralne ekspozicije olovu. Najveéi nauéni doprinos ove doktorske
disertacije je ispitivanje zavisnosti doza—odgovor za svaki pojedina¢ni parametar kao i odredivanje
Benchmark doze, koja ¢e dalje doprineti sigurnijoj proceni rizika po zdravlje ljudi pri izloZzenosti
niskim dozama olova. Najniza Benchmark doza dobijena u studiji je za efekat smanjenja nivoa
testosterona u serumu pacova Sto predstavlja kriti¢ni toksicni efekat studije. Slede¢i efekti jesu
inhibicija SOD u bubrezima, povecanje nivoa Cu u femuru, snizenje Cu u krvi i povec¢anje MDA u
srcu, a zatim, povecanje TOS u mozgu, povecanje Zn u pankreasu i snizenje Cu u jetri.

Kljuéne redi: olovo, niske doze, subakutna izlozenost, Wistar pacovi, bioelementi, oksidativni
stres, testosteron, tiroidni hormoni, Benchmark modelovanje

Nauéna oblast: Farmacija

UZa naucna oblast: Toksikologija



TOXIC EFFECTS OF LOW DOSES OF LEAD IN SUBACUTE EXPOSURE RAT MODEL
Abstract

Recent research indicates that exposure to very low lead doses can be harmful. Data on the
toxic mechanisms and effects of lead from previous animal and human studies are mainly based on
exposure to high doses, and therefore there is a need to investigate the toxic mechanism and to
determine toxic effects under conditions of prolonged exposure to low lead doses. Having this in
mind, the aim of this dissertation was to examine the effects of low lead doses on various organs and
organ systems in a subacute exposure rat model.

The study was conducted on an animal model of Wistar rat. The rats were divided into 7
groups, with 6 rats in each, where one of the them was a control group. The rats from 6 other groups
were treated for 28 days with increasing doses of 0.1; 0.5; 1; 3; 7; 15 mg Pb /kg b.w./day. After 24
hours from the last dose, rats were sacrificed and blood and organs were taken away for further
analysis. Haematological parameters, biochemical parameters, hormones, oxidative status
parameters, bioelements, and lead were determined in the blood, while the organs were subjected to
pathohistological analysis and determination of oxidative status parameters, bioelements, lead and
acetylcholinesterase enzyme activity. The use of lead in six low-increasing doses enable the
modelling of the dose-response relationship and the obtaining of the Benchmark dose for the tested
toxic effects.

The results showed that lead at low doses can have toxic effects on almost all examined
organs. The obtained results provide insight into the distribution of the lead between blood and tissues
as well as the internal doses of lead that lead to harmful effects. Altered profiles of hematological and
biochemical parameters, together with altered levels of bioelements, oxidative stress, altered
acetylcholinesterase activity, and pathohistological analysis of examined tissues, indicate adverse
effects after subacute lead exposure. The greatest scientific contribution of this doctoral dissertation
is the examination of dose-response relationships for each individual parameter as well as the
determination of the Benchmark dose, which will further contribute to a safer assessment of human
health risk of low lead dose exposure. The lowest Benchmark dose obtained in the study was for the
effect of reducing testosterone levels in rat serum, which is a critical toxic effect of the study. The
next determined effects are inhibition of SOD in the kidneys, increased levels of Cu in the femur,
decreased Cu in the blood and increased MDA levels in the heart, then, an increase in TOS in the
brain, an increase in Zn in the pancreas and a decrease in Cu in the liver.

Key words: lead, low doses, subacute exposure, Wistar rats, bioelements, oxidative stress,
testosterone, thyroid hormones, Benchmark modelling

Scientific field: Pharmacy

Scientific subfield: Toxicology



SKRACENICE I AKRONIMI

ALA aminolevulinska kiseline

ALB albumin

ALP alkalna fosfataza

ALT alanin aminotransferaza

AMY amilaza

ANOVA jednofaktorska analiza varijanse

AOPP uznapredovali produkti oksidacije proteina
AST aspartat aminotransferaza

ATP adenozin 5'-trifosfat

ATSDR Agencija za registar toksi¢nih supstanci i bolesti
BAL dimerkaprol

BMD Benchmark doza

BMDI Benchmark interval

BMDL donji nivo pouzdanosti Benchmark doze
BMDU gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze
BMR Benchmark efekat

BUN azot poreklom iz uree

CDC Centar za kontrolu i prevenciju bolesti
CNS centralni nervni sistem

CRE Kreatinin

CRP c-reaktivni protein

DB direktni bilirubin

DMSA 2,3-dimerkapto sukcinilna kiselina

DMT-1 transporter dvovalentnih metalal

DNK dezoksiribonukleinska kiselina

EFSA Evropska agencija za bezbednost hrane
G6PD glukoza-6-fosfat dehidrogenaza

GGT gama glutamiltransferaza

H&E hematoksilin i eozin

HCT hematokrit

HDL lipoproteini visoke gustine

HGB hemoglobin

i.p intra peritonealno

IARC Internacionalna agencije za istrazivanje karcinoma
LDL lipoproteina niske gustine

MCH proseéna koli¢ina hemoglobina u eritrocitima
MCHC prosecna koncentacija hemoglobina na litar eritrocita
MCV prosecni volumen eritrocita

MDA malondialdehid

mIiRNK mikro ribonukleinska kiseline

MOE granica izloZenosti

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NOAEL najvisa doza koja ne izaziva Stetan efekat
PLT broj trombocita

RBC eritrociti

SHG sulfihidrilne grupe

SOD superoksid dismutaza

SZ0O Svetska zdravstvena organizacija

t.m. telesna masa

B ukupan bilirubin



TG

TOS

TP

UA
WBC
5-ALAD
5-ALAS

trigliceridi

totalni oksidativni status

ukupni serumski proteini

mokraéna kiselina

leukociti

dehidrataza delta aminolevulinske kiseline
sintetetaza delta aminolevulinske kiseline
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1. UVOD

1.1. Olovo

Sagledavajuc¢i toksicne metale, za olovo se sa sigurno$¢u moze re¢i da je najopseznije
izuCavan metal, $to zapravo i nije neocekivano imajuci u vidu da se za olovo znalo jo$ u razdoblju
6000-7000. godine pre nove ere (p. n. e.) gde je olovo usled svojih dobrih mehanickih osobina naslo
primenu u izradi statua i kovanog novca (1). Olovo je jedan od prvih metala koji su ljudi upotrebljavali
godinama, a najstarija dokumenta koja to potvrduju poti¢u iz Male Azije i datiraju davne 6000 do
4000 godina p. n. e. (2). Postoje podaci da su drevni Egipcani i Fenicani takode upotrebljavali olovo,
dok najvise podataka 0 upotrebi olova datira iz doba anticke Grcke 1 Rimskog carstva, gde se olovo
Siroko koristilo u izradi razli¢itih proizvoda kao $to su cevi, posude za pripremanje hrane i proizvodi
grncarije. U predelu Azije, olovo je nalazilo primenu u proizvodnji kozmetike i biljnih lekova, dok
se ruda olova minijum Koristila kao crveni pigment (3,4). Sa razvojem civilizacije olovo je nalazilo
primenu u proizvodnji posuda za pripremu hrane, bokala za vino, a ujedno se i jedinjenje olovo-
acetat, zbog slatkog ukusa, dodavalo vinu kao zasladiva¢ u vidu sirupa zvanog ,,sapa“ (5). Olovo se
dalje upotrebljavalo i kao materijal pogodan za izradu vodovodnih cevi, s tim da se, nakon spoznaje
o toksi¢nim dejstvima olova, kao materijal za izradu vodovodnih cevi primarno koriste alternativni
materijali, a pre svega plastika. Medutim, olovne vodovodne cevi se mogu i dalje naéi u starijim
gradevinama, ku¢ama i zgradama izgradenim pre 1970. godine (6).

Najpoznatija upotreba olova u savremenom dobu je primena organskog jedinjenja olova
(tetraetil-olovo) kao aditiva olovnom benzinu, koje je godinama upotrebljavano kao antidetonator i
bilo klju¢ni faktor zagadenja zivotne sredine olovom koje se u periodu 1960-1980 merilo sa 400
000,00 tona oslobodenog olova u Zivotnu sredinu (7). Zabrana siroke upotrebe olovnog benzina koja
je otpocela 1980-tih godina, predstavlja jedan od najznacajnijih i najvecih trijumfa dvadesetog veka
(8,9). U avgustu 2021. godine Program Ujedinjenih nacija za Zivotnu sredinu (engl. United Nations
Environment Programme, UNEP) donosi vest da je nakon 19-godisnje kampanje obustavljena
upotreba olovnog benzina u svetu. U Alziru u julu 2021. godine prestala je isporuka poslednjih litara
olovnog benzina. Smatra se da ¢e prestanak upotrebe olovnog benzina spreciti vise od 1,2 miliona
prevremenih smrti i uStedeti 2,45 triliona dolara godi$nje na globalnom nivou (10). U Srbiji je zabrana
upotrebe olovnog benzina stupila na snagu 2010. godine (11).

Prvi zapisi o trovanju olovom potice iz 370. godine p. n. e. gde su opisane olovne kolike po
prvi put od strane anti¢kog lekara Hipokrata (2). U 16. veku Paracelzus je opisao ,,bolest rudara®, a
pocetkom 18. veka Ramacini je opisao toksi¢nost olova kod grncara koji su radili sa olovom tokom
glaziranja. Zatim je Laenec utvrdio vezu izmedu izlaganja olovu i posledi¢nog nastanka anemije
1831. godine, a Thackrah opisao ,,plumbizam” kao klini¢ki entitet godinu dana kasnije (4,12,13).
Slucajevi profesionalnog trovanja olovom bivaju zapazeni 1800-ih i 1900-ih gde je trovanja radnika
olovom prepoznato kao znacajan zdravstveni problem koji je rezultirao razvojem strategija za
prevenciju izlozenosti radnika u rudnicima, primarno tamo gde se eksploatiSe olovna ruda cerusit (4).

Iako se tezi smanjenju upotrebe olova, ono ipak danas nalazi primenu u industriji u
proizvodnji baterija, akumulatora, zatim jedinjenja olova se upotrebljavaju kao pigmenti i
stabilizatori u polivinil hloridu, a zadrzala su i primenu u proizvodnji kablova i municije (14,15).
Stoga, olovo nalazi svoj put do Zivotne sredine te izlozenost olovu i potencijalno predstavlja rizik po
zdravlje ljudi posebno imajuci u vidu da jednom oslobodeno u Zivotnu sredinu olovo ostaje godinama
I da novija saznanja ukazuju da ¢ak i niski nivoi izloZenosti, koji se u danasnje vreme srecu, mogu
biti Stetni (16,17). Svetska zdravstvena organizacija (SZO) procenjuje da je izloZenost olovu na
globanom nivou u toku 2004. godine uzrokovalo 143000 smrtnih slu¢ajeva i dovelo do oko 9 miliona
izgubljenih godina zdravog zivota na globalnom nivou (18). O znacaju olova za savremeno drustvo
najbolje govore podaci da Agencija za registar toksi¢nih supstanci i bolesti (engl. Agency for Toxic
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Substances and Disease Registry, ATSDR) svrstava olovo na drugo mesto, posle arsena, na ,,Listi
prioritetnih supstanci® uzimajuéi za kriterijume toksi¢nost same supstance, ucestalost izlozenosti
populacije i prisutnost u zivotnoj sredini (19), dok SZO 2019. godine isti¢e izlozenost olovu kao
jedan od vodeéih zdravstvenih problema na globalnom nivou, naroc¢ito u zemljama u razvoju gde
postoje finansijska a 1 druga ograni¢enja u sprovodenju mera i edukaciji stanovniStva o upotrebi i
potencijalnim Stetnim efektima, nakon izlozenosti olovu (20).

1.1.1. Fiziéko-hemijske karakteristike

Olovo je hemijski element koji se nalazi u 6. periodi i tzv. ugljenikovoj 14. grupi periodnog
sistema elemenata sa atomskim brojem 82 i molekulskom masom 207,8. Na latinskom olovo se
naziva plumbum te otuda dolazi hemijska oznaka olova, Pb. U prirodi olovo se nalazi u zemljinoj kori
(0,0016%) u vidu smese Cetiri izotopa: 2% Pb (1,48%), 2°7 Pb (22,6%), 2% Pb (23,6%) i 2 Pb (52,3%).
Izotopi 2% Pb, 27 Pb i 2% Ph predstavljaju produkte raspada uranijuma, aktinijuma i torijuma. Olovo
je mek, slabo reaktivan metal, otporan na koroziju, na preseku sjajan sa velikom gustinom od 11,34
g/cm?. Tacka topljenja olova iznosi 327,5 °C a tacka kljucanja 1740 °C. Ne rastvara se u vodi i
alkalijama, dok se dobro rastvara u koncentrovanim kiselinama (npr. HNOs3). Sa drugim elementima,
olovo gradi jedinjenja pri ¢emu oksidaciono stanje olova iznosi +2, ili nesto rede +4. Olovo (+2) ima
sposobnost vezivanja za razli¢ite atome donora (npr. N, S i P). Najrasprostranjenije jedinjenje olova
u prirodi je olovna ruda galenit koja hemijski predstavlja olovo-sulfid (PbS). Pored galenita,
industrijski znacaj imaju i olovne rude ceruzit i anglesit, koji hemijski predstavljaju olovo-karbonat
(PbCO3) i olovo-sulfat (PbSOs). Sa kiseonikom olovo gradi okside: olovo(ll)-oksid (PbO),
olovo(1V)-oksid (PbOz) i olovo(ll, 1V)-oksid (PbzO4). Preradom ruda olova, primarno galenita, dobija
se Cisto olovo. Od organiskih jedinjenja olova najveci znacaj ima tetractil-olovo gde je olovo
Cetvorovalentno. Olovo(ll)-karbonat-di-hidroksid (2PbCOs-Pb(OH), ) predstavlja jedinjenje olova
koje se godinama koristilo kao beli pigment u bojama za farbanje zidova i bojenje razli¢itih predmeta.

(6).

1.1.2. Izlozenost

Jednom oslobodeno u zivotnu sredinu, olovo se zadrzava godinama i ne moZe se niti razgraditi
niti unistiti. Uprkos zna¢ajnim naporima da se ekspozicija olovu u zivotnoj sredini smanji, ona i dalje
predstavlja rizik po zdravlje ljudi, posebno u nisko razvijenim ekonomskim zemljama tzv. zemljama
u razvoju (21-24). Sedamdesetih godina proslog veka, izloZenost stanovnistva olovu je dosegla svoj
maksimum a koncentracije olova u krvi su premasivale vrednost od 100 pg/dL kod opste populacije
primarno usled udisanja vazduha kontaminiranog olovom koje se oslobadalo sagorevanjem olovnog
benzina. Smatra se da je navedena izloZenost coveka bila 1000 puta visa nego kod praistorijskih ljudi
(25). Danas su vrednosti olova u krvi znatno nize, usled niza regulatornih mera sprovedenih sa ciljem
smanjenja upotrebe 1 izloZzenosti olovu. Medutim, iako je u dana$nje vreme nivo olova drasticno
smanjen u Zivotnoj sredini, najnovija saznanja ukazuju da izloZenost 1 niskim dozama olova moze
delovati $tetno po zdravlje ljudi (4).

Radno mesto i zagadena zivotna sredina predstavljaju moguca mesta ekspozicije olovu.
Vezano za profesionalnu izloZenost veliki znacaj ima donoSenje olova na radnoj odeéi i ekspozicija
drugih ¢lanova domacinstva putem transfera sa odece te se ova dva vida izloZenosti olovu preplicu
(11,26,27). Industrijska proizvodnja olovnih akumulatora i baterija uzima oko 2/3 ukupnog udela
upotrebe olova u industriji. Razvoj elektricnih vozila uticao je na trziste olovnih baterija koje je 2019.
godine iznosilo 58,95 billiona dolara sa procenjenim trendom rasta (28). Radnici u postrojenjima
reciklaze olovnih baterija i akumulatora potencijalno mogu biti izloZeni olovu. Imajuci u vidu da se
ovakva postrojenjana uglavnom nalaze u odredenim geografskim podrucjima i da se zaposleni i
poslodavci moraju pridrzavati propisa vezanih za bezbednost na radu, trovanja olovom su u
navedenim slucajevima retka. Opasnost postoji ako su postrojenja nelegalna i ako se i pored
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postojecih propisa ne vr$i ambijentalni monitoring koji obuhvata merenje koncentracije olova u
vazduhu i bioloski monitoring olova koji se sprovodi na redovnom zdravstvenom pregledu i obavezan
je za sve zaposlene (11).

Najznacajniji izvori izlozenosti olovu kod opste populacije su zagadena voda, vazduh i hrana,
zatim predmeti opS$te upotrebe, prasina, kao i duvanski dim, dok u pojedinim podruc¢jima kao $to su
Sjedinjene Americke Drzave i Australija, upotreba olovnih boja i dalje predstavlja znacajan izvor
izlozenosti (9,29). Voda u domacinstvima moze sadrzati viSe koncentracije olova od propisanih. U
vecéini Evropskih zemalja dozvoljena koncentracija olova u vodi iznosi do 10 pg/L. Medutim, velike
su varijacije u koncentraciji olova u vodi za pice te se preporucuje upotreba flasirane vode za pripremu
de¢ijih formula i hrane sa ciljem smanjenja izlozenosti dece olovu (30). Blizina industrijskih
Stanovnistvo u naseljenim podru¢jima u kojima postoji ili je u blizini industrijskog postrojenja koje
emituje Cestice olova, moze biti izloZeno hroni¢no niskim dozama olova putem zagadenog vazduha.
Proizvodnja uglja, prerada kao i sagorevanje, predstavljaju potencijalan izvor izlozenosti olovu.
Dodatno, olovo se iz vazduha talozi na povrsinu zemlje, pri ¢emu kontaminira vodu i kopnene
povrsine i ovim putem dospeva u lanac ishrane. Inhalacioni put unosa olova je bitan sa aspekta
profesionalne izlozenosti, dok je kod opste populacije unos inhalacionim putem manje znacajan usled
smanjenja koncentracije olova u vazduhu koje je zabelezeno nakon zabrane upotrebe olovnog benzina
(31). Znacajan izvor izlozenosti olovu kod opste odrasle populacije takode predstavlja i duvanski dim
¢ijim udisanjem se moze uneti i do 2% ukupnog sadrzaja olova u duvanu koji iznosi oko 3-12 pg po
cigareti (32). Istrazivanja su pokazala da su nivoi olova u krvi znacajno visi u populaciji pusaca u
poredenju sa nepusacima (24). Kada je u pitanju hrana pojedine namirnice (povrce i Zitarice) sadrze
vece koli¢ine olova od drugih usled aktivnijeg preuzimanja olova iz zagadene zemlje i vazduha.
Rezultati studije koja je sprovedena 2009. godine, a obuhvatila je 19 evropskih zemalja, ukazuju da
je proseéna koli¢ina olova koja se unese putem hrane 0,51 pg/kg/danu (33).

Bavljenje odredenim hobijima moze predstavljati povecan rizik od izloZenosti olovu jer se
ono moze naci u bojama razli¢itih predmeta i industrijskim proizvodima/materijalima kori§¢enim pri
bavljenju hobijima. Lov i ribolov predstavljaju aktivnosti koje potencijalno imaju poveéan rizik od
izloZzenosti olovu osoba koje se njime bave, imajuci u vidu da se u danasnje vreme i dalje upotrebljava
olovna municija kao i olovni tegovi za pecanje. Upotreba olovne municije pri lovu moze posledi¢no
kontaminirati i meso divlja¢i ako je namenjeno za upotrebu u ishrani, dok olovni tegovi za pecanje
cesto mogu zavrsiti na dnu reka 1 jezera. Drugi hobiji koji takode predstavljaju potencijalni izvor
izlozenosti jesu renoviranje starih objekata izgradenih pre 1978. godine jer se smatra da se u farbi
zidova moze naci olovo, zatim izrada keramickih predmeta, nakita i izrada vitraza (34—36).

Igracke napravljene od plasti¢nih masa mogu sadrzati toksi¢ne hemikalije kao sto je olovo te
kod dece predstavlja znacajan izvor izlozenosti usled karakteristicnog ponasanja stavljanja predmeta
i ruku u usta (37). lako postoje odredena razmatranja, zabrana upotrebe olova kao stabilizatora u
plasticnim masama jo$ uvek nije doneta. Tokom stajanja na suncu, vazduhu i u kontaktu sa
deterdzentima olovo se moze osloboditi iz plastike u vidu olovne prasine koja se moze uneti
udisanjem. Olovna prasina moze nastati i na radnom mestu pri recikliranju plastike koja sadrzi olovo
kao pigment ili stabilizator (38).

1.1.3. Toksikokinetika

Toksikokinetika olova zavisi od mnogobrojnih faktora: starosti, stanja organizma, ishrane,
nutritivnog statusa, kao i karakteristika unetog jedinjenja olova. Olovo se u organizam moze uneti
inhalaciono, gastrointestinalnim putem (organska i neorganska jedinjenja) i putem koze (organska
jedinjenja). Unos olova putem pluca znacajan je sa aspekta profesionalne izlozenosti. Olovo dospeva
u pluca udisanjem mikro-Cestica iz zagadenog vazduha koje sadrze olovo i druge toksi¢ne materije.

3



Deo cestica olova koje se nalaze u vazduhu, promera veéeg od 5 um, u najve¢em procentu se vraca
putem muko-cilijarnog transporta do usne duplje i sa salivom biva progutano. Cestice promera
manjeg od 5 um dospevaju do alveola gde se olovo apsorbuje a procenat apsorpcije iznosi 10-60% i
zavisi od hemijskog oblika olova, rastvorljivosti jedinjenja u telesnim te¢nostima, kao i fizioloskog
stanja organizma (39).

Glavni put unosa olova kod opste populacije je putem gastrointestinalnog trakta gde se olovo
apsorbuje u duodenumu a procenat apsorpcije u mnogome zavisi od interindividualnih karakteristika
I u proseku iznosi 5-15% unete doze. Razliciti fizioloski faktori mogu uticati na procenat apsorpcije
olova u gastrointestinalnom traktu a neki od njih su: starost, unos kalcijuma, status gvozda i trudnoca.
U poredenju sa odraslima, deca apsorbuju veéi procenat olova iz digestivnog trakta u odnosu na
odrasle (oko 50% unete koli¢ine) (40,41). Istrazivanja su pokazala da osobe sa deficitom gvozda
apsorbuju veéi procenat olova usled povisene ekspresije transportera dvovalentnih metala-tipa 1
(DMT-1) za koji se olovo kompetitivho vezuje. Prisustvo hrane smanjuje apsorpciju olova usled
prisustva primarno kalcijumovih 1 fosfatnih jona koji se kompetitivnho apsorbuju u
gastrointestinalnom traktu. Pored navedenog, odredena stanja organizma mogu uticati na apsorpciju
olova, te se smatra da je u trudno¢i procenat apsorpcije olova nesto visi §to rezultuje vi§im nivoima
olova u krvi trudnica. Ovom povecanju koncentracije olova u krvi dodatno doprinosi i mobilizacija
olova iz kostiju koja se deSava tokom trudnoce (17). Putem koze se mogu apsorbovati organska
jedinjenja olova koja dalje podleZzu metabolizmu u jetri u procesu dealkilacije do neorganskog olova,
dok se neorganska jedinjenja prolaskom kroz jetru ne metabolisu.

Nakon apsorpcije olovo dospeva u krv gde se u najveéem procentu nalazi u eritrocitima (94-
99%) i to vezano za hemoglobin (80%), a mali deo, oko 5%, nalazi se u plazmi slobodno ili vezano
za proteine plazme. 1z Kkrvi, olovo se Siroko distribuira u organizmu do svih organskih sistema.
Najveéi deo olova se deponuje u kostima (80-90%) dok se preostali deo olova deponuje u zubima,
kosi i mekim tkivima, poput mozga i bubrega (17,42). Olovo prolazi krvno-mozdanu i placentarnu
barijeru, dosezuci nivo u krvi fetusa jednak onom u majcinoj krvi (42).

Primarni put eliminacije olova je putem fecesa kojim se eliminise oko 90% olova, a ostatak
se elimini$e putem urinarnog trakta (7-17%), dok eliminacija putem maj¢inog mleka, znoja, kose i
noktiju ¢ini neznatan udeo u eliminaciji olova. Olovo ima visefaznu kinetiku eliminacije iz organizma
zbog razlicitih svojstava skladiStenja u razli¢itim tkivima. Poluvreme eliminacije olova iz krvi iznosi
od jedne nedelje do 2 godine i zavisi od stanja organizma, puta i duZine izlozenosti dok iz kostiju
premasuje ovu vrednost mnogostruko i iznosi 10-15 godina (17).

1.1.4. Mehanizmi toksiénosti

Poznato je da olovo u organizmu deluje toksi¢no brojnim mehanizmima od kojih su primarni
vezivanje za funkcionalne grupe proteina i interakcija sa bioelementima, zatim oksidativni stres,
epigenetski mehanizmi, indukcija inflamacije i apoptoze (17,43). Premda su ovi mehanizmi
godinama unazad proucavani jo§ uvek nije dovoljno jasno koji su najznacajniji mehanizmi kojima
olovo deluje toksi¢no pri produZenoj izloZenosti niskim dozama.

1.1.4.1. Vezivanje za funkcionalne grupe proteina

Olovo i drugi metali kao $to su ziva i kadmijum imaju visok afinitet prema funkcionalnim
grupama proteina (sa sulfhidrilnim grupama (SHG) cisteina olovo gradi merkaptide) a od posebnog
znacaja su bioloski aktivni proteini, enzimi, za koje se metali dodatno mogu vezati za aktivna mesta
inhibirajuéi njihovu biolosku funkciju. Na primer, olovo se vezuje za enzim glukoza-6-fosfat
dehidrogenazu (G6PD) inhibirajuéi njegovu funkciju u snabdevanju Celije ekstramitohondrijalnim
nikotinamid adenin dinukleotid fosfatom (NADPH) kroz oksidaciju glukoza-6-fosfata u 6-
fosfoglukonat (44). Vezivanjem za enzime koji ucestvuju u biosintezi prekursora hemoglobina -
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hema, olovo dovodi do njihove inhibicije i posledi¢no nastanka anemije. U ovom procesu, tri klju¢na
enzima koje olovo inhibira su: dehidrataza delta aminolevulinske kiseline (3-ALAD),
koproporfirinogen oksidaza i ferohelataza. Inhibicija sinteze hema dovodi do nagomilavanja
aminolevulinske kiseline (ALA), koja se moze detektovati u plazmi i urinu. Pored anemije,
inhibicijom enzima Na*/K* ATP-aze na povr$ini eritrocita, olovo indukuje njihovu hemolizu (45,46).
Jedan od =znacajnijih mehanizama neurotoksicnosti izazvane olovom jeste interakcija sa
neurotransmiterima ¢ime dolazi do o$te¢enja funkcije centralnog nervnog sistema (CNS), a od
posebnog interesa je dejstvo olova na holinergicki sistem koje moze rezultirati funkcionalnim
oSte¢enjem CNS, ukljucujuci i poremecaj kognicije (47-49). Olovo deluje na transmisiju acetilholina
smanjujuc¢i njegovo oslobadanje u sinapse i inhibiraju¢i aktivnost enzima acetilholinesterazu.
Potencijalni mehanizam kojim se objasnjava inhibicija acetilholinesteraze je vezivanje olova za
aktivno mesto ovog enzima (50). Poznato je da je transmisija acetilholina u CNS-u odgovorna za
usvajanje novih podataka i njthovo memorisanje, a da je poremecaj ove transmisije jedan od glavnih
odlika Alchajmerove bolesti (51).

1.1.4.2. Interakcije sa bioelementima

Zahvaljujuci hemijskim koordinacionim osobinama, olovo ima dosta sli¢nosti sa esencijalnim
katjonima (52), te upravo ova osobina olova je klju¢na u ponasanju olova u fizioloskim sistemima
gde ono oponasa bioloske katjone i ispoljava mnoge Stetne efekte dovodeéi do poremecaja jonske
homeostaze. Do disbalansa jona dolazi kada olovo kompetitivno istiskuje bioelemente, kao Sto su
gvozde (Fe), kalcijum (Ca), cink (Zn), magnezijum (Mg), selen (Se) i mangan (Mn), iz bioloski
aktivnih molekula ometajuci bioloske procese posredovane samim jonima ili enzimima i proteinima
koji zahtevaju ove bioelemente za svoje normalno funkcionisanje (53). Budu¢i da navedeni
bioelementi imaju esencijalne funkcije u organizmu, njihov disbalans moze dovesti do razli¢itih
fizioloskih poremecaja (54). Na primer, kompeticijom sa Ca jonima olovo dovodi do poremecaja
mnogobrojnih Ca zavisnih ¢elijskih funkcija: Ca zavisnog transporta signala, ¢elijskog energetskog
procesa i apoptoze. Istiskivanjem Ca iz Ca zavisnih proteina (kalmodulina, protein kinaze C,
osteokalcina i drugih) olovo remeti njihovu fiziolosku funkciju. Pored ovoga, olovo utice na ¢Celijski
transport inhibirajuc¢i adenozin 5'-trifosfat (ATP) zavisne Celijske transportere i voltazno zavisne
kanale esencijalnih katjona i anjona (55).

1.1.4.3. Oksidativni stress

lako nije Fentonov metal, olovo dovodi do nastanka oksidativnog stresa i posledi¢nog
oksidativnog oSte¢enja proteina, lipida i dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) u c¢elijama.
Oksidativni stres indukovan olovom nastaje usled indukcije stvaranja slobodnih kiseoni¢nih i
azotovih radikala i supresije antioksidativne zastite usled inhibicije enzima antioksidativne zastite
(56-58). Olovo dovodi do oksidativnog oStecenja lipida membrana ¢elija uti¢uéi na procese vezane
za membranu, kao §to su aktivnost membranskih enzima, endocitoza, transport materija i transdukciju
signala. U ¢elijama olovo izaziva oksidativno oStecenje DNK §to se manifestuje povecanim nivoima
DNK produkata: 8-okso-7,8-dihidro-2-deoksiguanozina i 5-hidroksil-2-deoksicitidina (44). Uticaj
olova na homeostazu bioelemenata usko je povezana sa aktivnos$¢u antioksidativnih enzima, a samim
tim i na odbranu od oksidativnog stresa uzrokovanog olovom. Olovo moze istisnuti bioelemente koji
ulaze u sastav antioksidativnih enzima indirektno narusavajuci antioksidativnu zastitu organizma od
slobodnih radikala. Selen, kao selenocistein, ulazi u sastav aktivnog mesta glutation-peroksidaze, ¢ija
je glavna funkcija neutralizacija vodonik-peroksida i organskog peroksida. Dodatno, Se je
strukturalni deo velike grupe selenoproteina koji su neophodni za pravilno funkcionisanje organizma.
Olovo moze istisnuti Mn, Cu i1 Zn, koji ulaze u sastav enzima superoksid dismutaze (MnSOD,
Cu/ZnSOD), ¢ija je funkcija prevodenje superoksidnog anjona u vodonik-peroksid i kiseonik. Nastali
vodonik-peroksid se razlaZe na vodu i kiseonik posredstvom katalaze (CAT) ili glutation peroksidaze.



Istiskujuéi jone gvozda iz katalaze olovo moze narusiti njenu funkciju razlaganja vodonik-peroksida
(59,60).

1.1.4.4. Ostali mehanizmi toksiénosti

Pored prethodno navedenih mehanizama toksi¢nog dejstva olova od nau¢nog znacaja su i
epigenetski mehanizmi, indukcija inflamacije 1 indukcija nastanka programirane celijske smrti,
apoptoze. Sa razvojem molekularne genetike identifikovani su epigenetski mehanizmi toksi¢nog
dejstva olova od kojih su najznacajniji indukcija stvaranja metilovane DNK i promena ekspresije
mikro ribonukleinske kiseline (miRNK) (43). Broj istrazivanja epigenetskih mehanizama toksi¢nog
dejstva olova je u porastu. U studijama je pokazano da olovo intereaguje sa Zn zavisnim delovima
DNK ometaju¢i njihovu transkripciju (61). Olovo indukuje otvaranja mitohondrijalnih
transmembranskih pora $to posledi¢no aktivira proces apoptoze. Smatra se da istiskivanje jona Ca
stoji iza mehanizma kojim olovo dovodi do otvaranja mitohondrijalnih transpmembranskih pora.
Pojedine studije ukazuju da ekspozicija olovu vodi do indukcije inflamacije u razli¢itim tkivima Sto
se ispoljava povisenim koncentracijama proinflamatornih citokina poput IL-1, IL-6, TNFa (62,63).

1.1.5. Toksiéni efekti

Olovo moze biti uzro¢nik akutnih i hroni¢nih trovanja. U danasnje vreme, usled niza
sprovedenih mera za smanjenje upotrebe olova u razli¢itim sferama zivota, akutna trovanja olovom
su veoma retka i najc¢esce se desavaju kod dece usled slucajnog gutanja predmeta (nakita ili tegova
za pecanje) izgradenog od olova. Akutna trovanja izazvana olovom karakteriSu slede¢i klini¢ki
simptomi: jaki stomacni kolici, somnolencija, muka, dijareja a moze do¢i i do razvoja encefalopatije
pri koncentracijama u krvi vis$im od 80 pg/dL kod dece i 100 pg/dL kod odraslih. Hroni¢na trovanja
olovom su ¢e$¢a i U danaSnje vreme imaju veci toksikoloski znacaj imajuéi u vidu da novija
istrazivanja ukazuju da i veoma niska izlozenost olovu moze dovesti do toksi¢nih efekata. U
epidemioloskim studijama je pokazano da olovo izaziva niz Stetnih efekata po zdravlje ljudi
ispoljavajuci negativno dejstvo na sve organe i sisteme organa $to zapravo nije neoc¢ekivano imajuci
u vidu da se olovo Siroko raspodeljuje u organizmu do svih organa i da mehanizmi kojima deluje jesu
ops$ti mehanizmi kojima moze biti pogodena svaka ¢elija. Brojne epidemioloske studije o toksi¢nim
efektima olova pokazuju da ono deluje $tetno na jetru, renalni, hematopoetski, nervni, reproduktivni
i kardio-vaskularni sistem (41,48,64,65). Pored ovih sistema izloZenost olovu se povezuje sa Stetnim
dejstvima na respiratorni, imuni, endokrini, skeletni, gastrointestinalni sistem, zatim oci i razvojem
karcinoma (17,66). Treba imati u vidu da u odredenim studijama postoji moguénost uticaja razli¢itih
ko-faktora koji mogu uticati na konacan ishod. Na primer, sa staro$¢u se narusava funkcija bubrega
Sto posledi¢no moze imati uticaj na sintezu eritropoetina. Nutritivni status ispitanika kao i navike u
ishrani mogu biti bitan faktor, te na primer deficit gvozda u ishrani, kao i trovanje olovom, moze
doprineti razvoju mikrocitne hipohromne anemije (17). U epidemioloskim studijama ne treba ni
zanemariti uticaj drugih zagadivaca na zdravlje ljudi imajuéi u vidu da savremena toksikologija ima
za cilj otkrivanje uloge ekspozoma (svi faktori zivotne sredine) i njihov uticaj na zdravlje ljudi (67).
U animalnim studijama olovo je opsezno izuavano godinama unazad. U najve¢em broju studija su
koriS¢eni visoki dozni nivoi olova, irelevantni za danasnji nivo izlozenosti opste populacije (55).

1.1.5.1. Hematotoksiénost

Uticaj na krv je jedan od najbolje opisanih toksi¢nih efekata olova. Dobro je poznato da
vrednosti olova u krvi vece od 10 pg/dL, dovode do dozno-zavisne inhibicije enzima ukljucenih u
sintezu hema kod odraslih i dece (Slika 1). Izlozenost olovu dovodi do smanjenja koncentracije
hemoglobina vode¢i do mikrocitne hipohromne anemije (17,26,68,69). Sinteza hema je visoko
regulisan bioloski proces koji zapo€inje u mitohondrijama reakcijom izmedu sukcinil koenzima A i
glicina pri ¢emu nastaje 3-ALA. Proces se nastavlja nizom reakcija od kojih se deo odvija u citosolu,
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a krajnja reakcija ugradnje gvozde (2+) jona u hem odvija se u mitohondrijama. Tri klju¢na enzima
ukljucena u sintezu hema na koje olovo utice su mitohondrijski enzim sintetaza aminolevulinske
kiseline (6-ALAS), koji katalizuje formiranje ALA, citosolni 3-ALAD, koji katalizuje formiranje
porfobilinogena iz ALA, i mitohondrijalni enzim ferohelataza koji katalizuje ugradnju gvozda u
protoporfirin da bi se formirao hem (Slika 1) (21,70). Potom, poznati efekat olova na hematoloski
sistem je inhibicija i drugih enzima u crvenim krvnim zrncima, pirimidin 5’-nukleotidaze i
Ca?*Mg?*ATPaze (71). Inhibicija navedenih enzima je zapaZena kod radnika izloZenih olovu koji su
imali vrednosti olova u krvi > 29 pg/dL za inhibiciju Ca?*/Mg?*ATPaze, i vrednosti > 50 ng/dL za
inibiciju pirimidin 5’-nukleotidaze (72,73). Pored navedenog, inhibiraju¢i jonski transport na
membrani eritrocita olovo indukuje njihovu hemolizu. Pojedine epidemioloske studije ukazuju da
olovo moze dovesti i do redukovanja ukupnog broja trombocita (74). Ekspozicija olovu u humanim
studijama se povezuje i sa izmenjenim vrednostima eritropoetina u serumu, pre svega snizenim
(17,75). Od navedenih toksi¢nih efekata, oni koji se mogu javiti pri niskim koncentracijama olova u
krvi < 10 pg/dL su: inhibicija enzima 3-ALAD, sniZenje nivoa hemoglobina, smanjenje broja
trombocita i snizene vrednosti eritropoetina (17).

Sukenili CoA
+
Glicin

Z Hem Pb

Ferohelataza -)

B-ALASde

&-aminolevulnska kiselina (6-ALA) Protoporfirin IX +Fe?*

‘\\ | /_‘.
L »
5-ALAD \) Koproporfirinogen

oksidaza

Porfobilinogen ., Uroporfirinogen — . Koproporfirinogen

Porfobilinogen Uroporfirinogen
deaminaza dekarboksilaza

Slika 1. Uticaj olova na biosintezu hema
Sintetaza delta aminolevulinska kiselina (6-ALAS), dehidrataza delta aminolevulinska kiselina (8-
ALADY; (17,76)

1.1.5.2. Hepatotoksi¢nost

Mali broj epidemioloskih studija sprovedenih na radnicima profesionalno izloZenih olovu
ukazuje na povezanost ekspozicije olovu i poremecaja funkcije jetre i to uglavnom pri vrednostima
koncentracije olova u krvi > 20 pg/dL. Nakon gastrointestinalne apsorpcije mnogobrojni
ksenobiotici, putem vene porte dospevaju u jetru gde podlezu, u zavisnosti od hemijskih
karakteristika, metabolizmu prvog prolaska kroz jetru. Sumarno, epidemioloske studije sprovedene
na radnicima izlozenim olovu, ukazuju na povezanost ekspozicije olovu sa indukcijom pojedinih
enzima jetre, povecanim vrednostima holesterola u plazmi, i zadebljanjem zida zuc¢ne kese (17).
Nakon produzene ekspozicije olovu, usled oStecenja funkcije jetre, jetrini enzimi u serumu, kao $to
su alkalna fosfataza (ALP), alanin aminotransferaza (ALT), aspartat aminotransferaza (AST) i gama
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glutamiltransferaza (GGT) mogu biti znacajno poviseni (77,78). Takode izloZenost olovu je dovedena
u vezu sa viS§im vrednostima nivoa lipoproteina niske gustine (LDL) i nizim vrednostima nivoa
lipoproteina visoke gustine (HDL). Nakon duZeg izlaganja olovu zabeleZeni su slucajevi uvecanja
jetre i povecanja debljine zida zuc¢ne kese. Kod radnika izlozenih olovu sa vrednoséu > 70 pg/dL
uocena je indukcija enzima druge faze metabolizma jetre dok su enzimi CYP 450 bili inhibirani
(78,79). Mnogobrojne epidemioloske studije ukazuju da izloZenost olovu moze biti povezana i sa
poremecajima u razli¢itim metaboli¢kim putevima i transportu Fe u jetri (77). lako za efekte olova
na jetru postoji ograni¢en broj epidemioloskih studija, studije na animalnim modelima (odrasli
pacovi) neosporno ukazuju da koncentracije olova u krvi > 30 pg/dL, imaju uticaj na enzime prve i
druge faze jetre kao i na lipidni metabolizam. Olovo naruSava metabolizam lipida kod Zivotinja, $to
je dokazano povec¢anom hepaticnom holesterogenezom i izmenjenim nivoima triglicerida i
fosfolipida (55,80,81). Kako su doze u eksperimentalnim studijama na zivotinjama uglavnom visoke,
a duzina ekspozicije kratka, moze se postaviti pitanje relevantnosti i aproksimacije navedenih
rezultata na ¢oveka (55).

1.1.5.3. Nefrotoksi¢nost

Mnogobrojne epidemiolose studije ukazuju na neosporan $tetan uticaj olova na bubreznu
gradu i funkciju ¢ak i pri veoma niskim nivoima olova u krvi < 5 pg/dL (55). Progresivni
tubulointersticijski nefritis sa tipiénom infiltracijom leukocita, intersticijalnom fibrozom i tubularnom
atrofijom moze se razviti kao rezultat narusene funkcije proksimalnih tubula. Pri niskim nivoima
izlozenosti olovu nefrotoksi¢nost se moze manifestovati smanjenjem glomerularne filtracije,
proteinurijom i razvojem hroni¢ne bubrezne insuficijencije, dok pri nivoima olova u krvi > 10 pg/dL
moze do¢i dodatno i do razvoja enzimurije, poremecaja u tubularnom transportu i patohistoloskih
promena u tkivu bubrega (17). Poremecaji u glomerularnoj filtraciji se manifestuju promenom u
klirensu kreatinina, zatim serumskih nivoa kreatinina i azotnih materija, te albuminurijom. Poremecaj
reapsorpcije u proksimalnim tubulima se manifestuje izlu¢ivanjem serumskih proteina male
molekulske mase u urinu: mikroglobulina i retinol vezujuéih proteina. Aktivnost enzima N-acetil-D-
glukozaminidaze je takode jedan od markera ranog ostec¢enja bubreznih tubula indukovanog olovom.
Patohistoloske promene u gradi bubrega nakon ekspozicije olovu se javljaju pri viSim nivoima olova
u krvi > 50 pg/dL a obuhvataju intersticijalnu fibrozu, tubularnu atrofiju i fokalnu sklerozu glomerula
(17,82). Istrazivanja su pokazala da izlaganje niskim nivoima olova u detinjstvu moze voditi razvoju
hipertrofije glomerula i oStecenju njihove funkcije u kasnijem periodu zivota. Novija istrazivanja
ukazuju da niski nivoi olova u krvi predstavljaju rizik za razvoj hroni¢ne bubrezne insuficijencije kod
hipertenzivne populacije (83).

Neretko, nefrotoksi¢nost olova se dovodi u vezu i sa razvojem hipertenzije i efektima na
kardio-vaskularni sistem, jer homeostatska kontrola na nivou bubrega reguliSe ravnotezu vode i
elektrolita putem filtracije, ponovne apsorpcije i izlu€ivanja. l1zlozenost olovu moze ostetiti bubreznu
vaskularizaciju $to za posledicu ima sistemsku hipertenziju i efekte na kardiovaskularni sistem,
vode¢i ka hroni¢nom porastu vaskularnog pritiska. Na ovaj nacin, olovom-indukovana hipertenzija
se smatra jednim od potencijalnih faktora koji doprinose olovo-indukovanoj bubreznoj bolesti ali i
oslabljena bubrezna funkcija vodi zadrZavanju te€nosti u organizmu i1 poremecaju regulacije krvnog
pritiska (17,84).

1.1.5.4. Neurotoksi¢nost

Toksi¢no dejstvo olova na nervni sistem je jedno od najopseznije izucenih toksi¢nih efekata
olova u epidemioloskim studijama koji je potvrden i mnogobrojnim studijama na animalnim
odredivanje referentne vrednosti olova u krvi (85). Dokazano je da nivo olova u krvi < 5 pg/dL
negativno uti¢e na nervni sistem dece, dok kod odraslih postoje ograni¢eni dokazi (66). 1zlaganje
olovu u detinjstvu vodi nastanku intelektualnog deficita i funkcionalnih o$te¢enja nervnog sistema
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(86-88), primarno usled nerazvijenosti krvno mozdane barijere i razvojnog perioda kod mlade
populacije (89). Kod dece, neurobihejvioralni efekti olova koji su povezani sa nivoima olova u krvi
<10 pg/dL su: smanjena kognitivna funkcija, promene raspolozenja i ponasanja koje mogu doprineti
problemima pri uéenju (deficit paznje, hiperaktivnost, autisticno ponasanje i delikvencija), promene
neuromotornih i neurosenzornih funkcija i vizuelno-motoricke integracije. Periferna neuropatija i
encefalopatija kod dece se mogu javiti u slu¢ajevima kada vrednosti koncentracije olova u krvi predu
vrednost od 10 pg/dL (17).

Izlozenost olovu u odraslom dobu i njegovo dejstvo na CNS povezano je sa poremecajima
ponasanja, smanjenjem kognitivnih sposobnosti, anksiozno$¢u, depresijom, glavoboljom itd.
(48,86,90,91). Poviseni nivoi olova u krvi zapazeni su kod pacijenata sa razli¢itim neuroloskim
bolestima kao $to su Alchajmerova bolest, parkinsonizam, depresija, Sizofrenija i bipolarni poremecaj
(92,93). Kod odraslih, neurotoksi¢ni efekti olova koji se povezuju sa niskim nivoom izloZenosti olovu
tj. koncentracijama olova u krvi < 10 pg/dL su: poremecaji kognitivne funkcije ukljucujudi
poremecaje paznje, pamcenja i ucenja, promene neuromotornih i neurosenzornih funkcija ukljucujuci
produzeno vreme reakcije i usporeno hodanje, tremor, promenjeno raspoloZenje i ponaSanje
ukljucujuci rizik od razli¢itih oboljenja (anksioznost, depresija, Sizofrenija i amiotrofi¢na lateralna
skleroza). Vrednosti olova u krvi > 10 pg/dL povezani su pored navedenog i sa Smanjenjem volumena
mozga, izmenjenom neurohemijom i smanjenom brzinom provodljivosti perifernih nerava (17).

1.1.5.5. Toksi¢nost na kardio-vaskularni sistem

Novija saznanja ukazuju da olovo deluje toksi¢no i na kardio-vaskularni sistem, te se
izlozenost olovu dovodi u vezu sa povecanim rizikom od razvoja sr¢anih oboljenja i pojavom
hipertenzije. Svi ovi efekti rezultiraju povecanjem mortaliteta od kardio-vaskularnih bolesti, delom
kao rezultat izloZenosti niskim nivoima olova iz okoline (94). Pozitivna povezanost izlozenosti olovu
sa krvnim pritiskom je utvrdena u mnogim studijama u razliCitim okruzenjima, ukljucujuci
prospektivne studije sprovedene na ispitanicima relativno homogenih socio-ekonomskih grupa.
Nekoliko studija je identifikovalo odnos doza-odgovor izmedu izlozenosti olovu i poviSenog krvnog
pritiska, §to je i potvrdeno na eksperimentalnim modelima (95,96). Osim hipertenzije, u studijama
sprovedenim na opstoj populaciji zabeleZena je pozitivna povezanost izloZzenosti olovu sa klinicki
znacajnim kardio-vaskularnim ishodima (kardio-vaskularna, koronarna bolest srca, smrtnost od
mozdanog udara i periferna arterijska bolest). U nekim studijama navedene korelacije su bile
primecene pri nivoima olova u krvi <5 pg/dL (17,96).

1.1.5.6. Toksiénost na reproduktivni i endokrini sistem

Olovo deluje toksi¢no i po reproduktivni sistem, dovode¢i do hormonalnih, histoloskih i
funkcionalnih poremecaja reproduktivnog sistema zena i muskaraca $to za posledicu ima smanjenje
plodnosti (26,97,98). Sve veéi broj dokaza ukazuje na Stetne efekte olova na muski reproduktivni
sistem, te se izlozenost olovu moze smatrati kao jedan od faktora koji doprinose nastanku muske
neplodnosti. Epidemioloske studije na profesionalno izlozenoj muSkoj populaciji pokazale su da su
muskarci sa vrednostima olova u krvi ve¢im od 10 pg/dL bili u ve¢em riziku od razvoja neplodnosti
(99,100). Nedavne studije su pokazale da olovo smanjuje broj i pokretljivost spermatozoida i dovodi
do morfoloskih promena testisa ¢ak i pri vrednostima olova u krvi nizim od 10 pg/dL (101,102).
Efekat olova na nivo testosterona u serumu je joS uvek nerazjasnjen jer rezultati ukazuju na
diskrepanciju tj. i na smanjenje, ali i povecanje nivoa testosterona (97,103,104).

Postoje dokazi da olovo moze uticati na endokrini sistem kao endokrini ometa¢, uti¢uci na
fizioloske vrednosti hormona i dovodeci do endokrinog disbalansa (98). Nekoliko epidemioloskih
studija je dovelo u vezu izlozenost olovu i efekte na hormone Stitaste Zlezde, te na nivoe kortizola i
insulina (17,105). Jedan od najvise izucavanih efekata olova u ovom smislu je uticaj na nivoe i
funkciju tiroidnih hormona. Dosadasnji podaci ukazuju na povezanost ekspozicije olova i sa
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smanjenjem i sa povecanjem serumske koncentracije tiroidnih hormona s tim da dozna zavisnost nije
utvrdena kao ni relevantni mehanizmi kojima olovo dovodi do hormonalnog disbalansa (17,106).

1.1.5.7. Karcinogenost

Neorganska jedinjenja olova su od strane Internacionalne agencije za istrazivanje karcinoma
(engl. International Agency for Research on Cancer, IARC) klasifikovana kao verovatno karcinogena
za ljude (Grupa 2A), na osnovu dovoljno dokaza o karcinogenosti kod eksperimentalnih zivotinja i
ograni¢enih dokaza o karcinogenosti kod ljudi. Postoji dovoljno dokaza na eksperimentalnim
zivotinjama za karcinogenost olovo-acetata, olovo-subacetata, olovo-hromata i olovo-fosfata. U
eksperimentima na zivotinjama pokazano je da olovo izaziva karcinom bubrega nakon hroni¢ne
oralne 1 parenteralne izlozenosti, bubrezni tubularni adenom i gliome mozga. Epidemioloske studije
pruzaju ograni¢ene dokaze o povezanosti olova sa incidencom karcinoma pluca, zeluca, bubrega i
mozga/nervnog sistema. Sa druge strane, ne postoje adekvatni dokazi na eksperimentalnim
zivotinjama o karcinogenosti organskih jedinjenja olova te se organska jedinjenja olova od strane
IARC Klasifikuju u grupu 3 (107).

1.1.6. Biomonitoring i procena ekspozicije olovu

Biomarker ekspozicije olovu koji se najé¢esée razmatra U epidemioloskim studijama i klini¢koj
praksi je koncentracija olova u punoj krvi koja se izrazava u jedinicama pug/dL a odrazava aktuelnu
ekspoziciju. Kao uzorak za analizu uzima se venska krv, dok uzorkovanje iz prsta treba izbegavati
usled potencijalne kontaminacije sa povrSina jagodice prsta i moguc¢ih lazno visokih koncentracija
olova. Podatak dobijen merenjem olova u krvi govori o nivou izloZenosti, medutim duzina ekspozicije
ne moze biti poznata imajuci u vidu da se olovo iz krvi brZe eliminiSe od olova iz kostiju i da odrazava
skora$nju ekspoziciju. Za procenu kumulativne izlozenosti olovu primenjuje se indirektna
neinvazivna metoda merenja olova u kostima (rendgenska fluorescentna analiza, XRF) koja se ne
koristi rutinski u praksi a odrazava celokupnu opterecenost organizma olovu. Pored ovoga kao
biomarker ekspozicije mogu posluziti i koncentracije olova u urinu, kosi, noktima i zubima. Procena
veli¢ine depoa olova u organizmu bazira se na koli¢ini izlu¢enog olova urinom tokom jednodnevne
ili petodnevne terapije helatima. U kostima olovo nije ravnomerno rasporedeno. Olovo ima
tendenciju da se akumulira u onom delu kosti koji prolazi kroz najaktivniju kalcifikaciju u vreme
izlaganja organizma olovu. Tokom detinjstva kalcifikacija kosti je najaktivnija u trabekularnoj kosti,
dok se u odraslom dobu kalcifikacija javlja na mestima remodelovanja i u kortikalnoj i u trabekularnoj
kosti. Ovo sugerise da ¢e se akumulacija olova odvijati pretezno u trabekularnim kostima (patela,
calcaneus i sternum) tokom detinjstva i u kortikalnim (tibija, falangs ili ulna), odnosno trabekularnim
kostima u odraslom dobu (17). Biomarkeri efekta olova predstavljaju bioloske parametre Koji
odrazavaju patofizioloske promene nastale usled izloZenosti olovu, a njihovo odredivanje daje
doprinos pri dijagnostifikovanju trovanja olovom. Olovo inhibira aktivnost enzima koji uéestvuju u
sintezi hema pri ¢emu dolazi do nakupljanja odredenih supstrata u krvi i proizvoda u urinu. U krvi se
odreduje aktivnost enzima eritrocitne ALAD, koncentracija Zn protoporfirina i protoporfirina IX, dok
se u urinu meri koncentracija koproporfirina i ALA (42).

Nivoi olova u krvi kod izlozene populacije se kre¢u u opsegu od 1 pg/dL do 50 pg/dL pa i
viSe kod profesionalno izloZenih osoba (11,24,108). Danas se smatra da se ve¢ina mehanizama koji
indukuju toksi¢ne efekte olova aktivira ve¢ pri koncentracijama olova u krvi nizim od 5 pg/dL. Ova
vrednost je 2012. godine proglasena kao grani¢na referentna vrednost nivoa olova u krvi koja
odgovara 97,5 percentilu distribucije vrednosti u populaciji dece u SAD starosti 1-5 godina iz studije
sprovedene od strane National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) 2007-2010.
godine. Na osnovu dosadasnjih istrazivanja i studija sprovedenih u periodu 2015-2018. NHANES,
Centar za kontrolu i prevenciju bolesti (engl. Center for disease control and prevention, CDC) 2021.
godine donosi reviziju referentne vrednosti olova u krvi, prvenstveno kod dece kao osetljive
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populacije sa 5 pg/dL na 3,5 pg/dL (85). Poznato je da se sa povecanjem vrednosti olova u krvi kod
dece, kao osetljive populacije, snizava koli¢nik inteligencije (IQ). Radi procene snizenja IQ, izvrSen
je proracun od strane SZO kojim se tvrdi da izlozenost olovu putem hrane od 0,6 pg/kg t.m./dan (12
pg/dan za dete od 20 kg = 2,1 pg Pb/dL krvi) vodi smanjenju vrednosti IQ za jednu jedinicu. Sli¢no,
Evropska agencija za bezbednost hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA) izracunala je
referentnu vrednost za nivo olova u krvi od 1,2 pg/dL (0,5 pg/kg t.m./dan) na osnovu 95-tog
percentila donje granice pouzdanosti referentne doze (BMDL) za 1% dodatni rizik kod dece za
promenu u IQ. Razmatraj¢i navedene podatke, SZO 2012. godine, povlaci do tada prihva¢enu
vrednost za toleriSu¢i nedeljni unos olova od 25 pg/kg t.m. jer je dovedena u vezu sa smanjenjem
inteligencije kod dece i porastom sistolnog krvnog pritiska kod odraslih, uz zaklju¢ak da nije moguce
utvrditi novu, koja bi se mogla smatrati zdravstveno bezbednom (109).

Imajuéi u vidu da epidemioloska ispitivanja dovode u vezu izloZzenost veoma niskim dozama
olova sa odredenim Stetnim efektima po zdravlje ljudi, regulatorna tela ulazu velike napore radi
procene rizika od izlozenosti olovu i preispitujuéi vazecu regulativu kao i moguénosti za njenu
primenu. Stavi$e, pojedina istraZivanja ukazuju na ¢injenicu da svaka izloZenost olovu moZe izazvati
toksic¢an efekat (110). Buduéi da je veéina dosadas$njih istrazivanja bila fokusira na efekte koji se
javljaju pri visokim nivoima olova u krvi, nema dovoljno dostupnih podataka za formiranje odnosa
doza-odgovor i utvrdivanje referentnih toksikoloskih doza za procenu rizika u uslovima niske
izloZenosti olovu (17,26). Stoga, javila se potreba za popunjavanjem nau¢ne praznine vezane za
efekte olova pri niskim dozama, koja bi doprinela regulatornoj proceni bezbednog nivoa olova u krvi
kod dece i odraslih.

U Srbiji za decu i opstu populaciju nema preporucenih grani¢nih vrednosti koncentracija
olova u krvi te se koriste SAD preporuke. U studiji sprovedenoj na opstoj populaciji Srbije srednje
vrednosti koncentracija olova za pusace su iznosile oko 2,2 pug/dL, dok je nesto visa srednja vrednos
zabelezena kod pusaca, oko 3,37 ug/dL (24). Za profesionalnu izlozenost prema Pravilniku o
preventivnim merama za bezbedan i zdrav rad pri izlaganju hemijskim materijama (,,SI. glasnik RS",
br. 106/2009, 117/2017 1 107/2021), grani¢na vrednost iznosi 50 pg Pb/dL krvi, a izdvaja se granicna
vrednost kod zaposlene zene u generativnom periodu mlade od 45 godina, koja iznosi 30 pg Pb/dL.
Pravilnik takode preporucuje pracenje zdravstvenog stanja ako je kod bilo kog zaposlenog izmeren
nivo olova u krvi veéi od 40 pg Pb/dL, odnosno 20 ug Pb/dL kod Zene u generativnom periodu (111).
Prema Pravilniku o prethodnim i periodi¢nim lekarskim pregledima zaposlenih na radnim mestima
sa povecanim rizikom (,,SI. glasnik RS", br. 120/2007, 93/2008 i 53/2017) radnici u Srbiji podlezu
prethodnim pregledima pre pocetka rada na mestima na kojima ¢e biti izloZeni olovu i1 periodi¢nim
pregledima na 12 meseci (112).

1.1.7. Terapija trovanja olovom

Prema smernicama SZO od 2021. godine neke od moguénosti za terapiju trovanja pacijenata
izloZzenih olovu su prekid izlozenosti, primena helata, simptomatska terapija i suplementacija
bioelementima (113). Iznimno, prekid izloZzenosti moze da i obuhvata gastrointestinalnu
dekontaminaciju u slu¢ajevima kada je doslo do gutanja predmeta koje je izgradeno od materijala
koji sadrzi olovo. To su uglavnom akutna trovanja dece nastala pri gutanju nakita, igracki ili razlicitih
drugih olovnih predmeta.

Helatna terapija podrazumeva primenu helatnog agensa sa ciljem snizenja koncentracije olova
u krvi. Primena helatne terapije je sve reda opcija terapije trovanja olovom usled kratkotrajnog efekta
na snizavanje olova u krvi. Od helatnih agenasa najcesce se koriste: CaNa,-EDTA parenteralno,
dimerkaprol (BAL) parenteralno i 2,3-dimerkapto sukcinilna kiselina (DMSA) oralno. Helatni agensi
kompleksiraju metale gradeci metalo-helatni kompleks koji se dalje izlucuje putem urina i fecesa.
Medutim, kako imaju mnogobrojne nezeljene efekte i nemaju visoku specifi¢nost za olovo njihovom
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primenom dolazi do heliranja i eliminacije i drugih metala a najces¢e Zn. Doza i nacin primene
helatnih agenasa u mnogome zavisi od stanja organizma, bubrezne funkcije i statusa bioelemenata.
Stoga je pre primene helatnih agensa neophodna konsultacija sa klini¢kim toksikologom (17,113).

Intervencija na nivou dijetetskog rezima u smislu suplementacije Ca, Zn i Fe u pojedinim
situacijama moze doprineti smanjenju koncentracije olova u krvi, a zavisi od nutritivnog statusa
organizma pre svega unosa ovih bioelemenata. Ova preporuka se zasniva na istrazivanjima gde je
pokazano da se olovo kompetitivno apsorbuje u gastrointestinalnom traktu sa navedenim
bioelementima i da deficit bioelemenata u krvi moze dovesti do poviSenog procenta apsorpcije olova
(17,113).

Kada su toksi¢ni efekti olova u pitanju, deca zasigurno ¢ine najosetljiviju populaciju. Smatra
se da ne postoji bezbedan nivo olova u krvi dece te se u pojedinim razvjenim zemljama vrsi redovan
skrining koncentracija olova u krvi. Na primer, u SAD. stru¢no telo Pediatric Environmental Health
Specialty Units (PEHSUSs) izdalo je 2021. godine nove smernice vezane za klini¢ke korake u trapiji
trovanja olovom zasnovane na koncentraciji olova u krvi dece. U Tabeli 1 su prikazane klinicke
smernice za terapiju trovanja dece kao osetljive populacije, zasnovane na koncentracijama olova
izmerenim u Kkrvi, dok su u Tabeli 2 prikazane smernice terapije trovanja olovom kod profesionalno
izlozene populacije.

Tabela 1. Klini¢ki menadzment dece pri izlozenosti olovu

Nivo olova u | Preporuka
krvi

(Hg/dL)
<5

Edukacija i savetovanje pacijenata

Dalji monitoring koncentracije olova za 3-12 meseci
Rutinska provera nutritivnog statusa

Sprovesti prethodne preporuke

Identifikacija izvora ekspozicije

Suplementacija Fe ako postoji deficit

Saveti za konzumiranje namirnica bogatih Ca i Fe
Dalje prac¢enje nakon 1-3 meseca

Sprovesti prethodne korake

Identifikovati klini¢ke simptome

Sprovodenje zdravstvene kontrole kuénog okruzenja sa ciljem
identifikovanja izvora izloZenosti

Ponoviti merenje za 1-2 nedelje

Sprovodenje  rendgenskog snimanja sa ciljem identifikacije
potencijalnih stranih tela

Kontaktirati nacionalni centar za kontrolu trovanja
Sprovesti prethodne korake

Hospitalizacija

Neuroloski pregled

Opsezne biohemijske 1 hematoloske analize
Terapija trovanja (primena helatne terapije)

5-14

15-44

> 44

VVVVVYIY VV VVVIVVVVVYVVYY

Izvor: (114)
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Tabela 2. Klini¢ki menadzment profesionalno izloZene populacije olovu

Nivo olova u
krvi

(Hg/dL)
Svi zaposleni

Preporuka

Inicijalni monitoring olova

Dalji monitoring koncentracije olova svakih 6 meseci

Ciljna vrednost za trudnice je <5 pg/dL

Cesce sprovoditi monitoring

Preporuceno udaljavanje sa posla zaposlenih osoba zenskog pola koje
su trudne ili planiraju trudno¢u

Nastaviti sa monitoringom

Dalji monitoring koncentracije olova u krvi svaka 2 meseca dok 2
uzastopna merenja ne budu < 10 pg/dL

Udaljavanje sa posla zaposlenih osoba zenskog pola koje su trudne ili
planiraju trudnocu

Sprovesti internu kontrolu uslova rada

Nastaviti sa monitoringom

Udaljavanje sa posla zaposlenog ¢iji je nivo olova u krvi > 20 ug/dL
nakon ponovljenog merenja u mesec dana ili ako je nivo olova 30 pg/dL
u jednom merenju

Vracanje na posao ako uzastopno dva meseca nivo olova u krvi iznosi
<15 pg/dL

Sprovesti internu kontrolu uslova rada

Nastaviti sa monitoringom

Odmah udaljiti zaposlenog sa posla

Vracanje na posao ako uzastopno dva meseca nivo olova u krvi iznosi
<15 pg/dL

Sprovesti internu kontrolu uslova rada

Nastaviti sa monitoringom

10-19

VIVV WV V|V VV|IVVYVY

YV VVIVY VYV

Izvori: (17,115)

1.2. Benchmark modelovanje odnosa doza-odgovor

Toksikoloska procena rizika po zdravlje ljudi je nau¢no zasnovana metoda koja se sastoji iz
Cetiri faze: 1) identifikacija hazarda 2) procena odnosa doza-odgovor 3) procena ekspozicije i 4)
karakterizacija rizika. U drugoj fazi, procena odnosa doza-odgovor, cilj je ispitati odnos izmedu doze
1 jaCine izazvanog toksi¢nog efekta kao 1 odrediti dozu ispitivane supstance koja ¢e se koristiti kao
polazna osnova za evaluaciju odnosa izlozenosti i1 toksi¢nog odgovora za efekte sa pragom. U
toksikoloskoj proceni rizika se duzi niz godina kao polazna doza koristi NOAEL (engl. No observed
adverse effects level, NOAEL) tj. najvisa doza koja ne izaziva $tetan efekat. Medutim, EFSA i SZO
sugeriSu zamenu NOAEL vrednosti Benchmark dozom (BMD) (116,117). Benchmark pristup je od
posebnog znacaja u situacijama u kojima nije moguce identifikovati NOAEL, zatim za odredivanje
referentne doze za granicu izlozenosti (engl. Margin of Exposure, MOE) u slu¢aju supstanci koje su
genotoksi¢ne i kancerogene, kao i za procenu odnosa doza-odgovora upotrebom podataka iz
epidemioloskih studija (118).

Benchmark metodologiju prvi je uveo Crump 1984. godine (119) za kvantalne podatke kao
savremena alternativa NOAEL pristupu. Imaju¢i u vidu da Benchmark pristup daje Sirok opseg
podataka o odnosu doza-odgovor i omoguc¢ava kvantifikaciju nesigurnosti ovo ga ¢ini nau¢no
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naprednijim metodom od tradicionalnog NOAEL pristupa (116). Benchmark doza (BMD) predstavlja
statistiCku donju granicu pouzdanosti doze koja dovodi do malog povecéanja efekta, uglavnom 5-10%
u odnosu na kontrolnu vrednost.

Procena podataka o odnosu doza-odgovor Benchmark pristupom takode podrazumeva
znacajan iskorak iz perspektive 3R pravila - zamena (engl. Replacement) eksperimentalnih zivotinja
kad god je moguce alternativnim metodama ili vrstama koje su nize na filogenetskoj lestvici,
smanjenje (engl. Reduction) broja zivotinja i usavrsavanje (engl. Refinement) oglednih procedura u
cilju smanjenja patnje pri izvodenju ogleda, ali i poboljsavanju uslova gajenja i drzanja zivotinja.
Cinjenica da ¢e Benchmark pristup doprineti 3R pravilu, posebno smanjenju broja eksperimentalnih
zivotinja, direktno proizilazi iz ¢injenice da je to nau¢no bolji i precizniji metod analize podataka o
odnosu doza-odgovor u poredenju sa NOAEL pristupom, i da se dobija Siri spektar podataka o odnosu
doza-odgovor (120,121).

Benchmark modelovanje se vr$i upotrebm dostupnih softvera. Prakti¢no, eksperimentalni
podaci se fituju u fleksibilne matematicke modele, nakon ¢ega se identifikuje doza koja odgovara
definisanom nivou odgovora. Definisan nivo odgovora oznacen je kao BMR (engl. Benchmark
Response, BMR), a odgovaraju¢a Benchmark doza kao BMD (118). Vecina softvera za procenu rizika
koristi donju granicu pouzdanosti od 95% za BMD, dok je 2017. godine EFSA preporucila da se
opiSe ¢itav interval pouzdanosti, uklju¢ujuéi donju i gornju granicu pouzdanosti BMD, odnosno
BMDL (engl. BMD lower limit) i BMDU (engl. BMD upper limit) (116,122). Benchmark pristup
primenljiv je na sve toksikoloske efekte i koristi sve podatke o odnosu doza-odgovor za procenu
oblika krive ukupnog odnosa doza-odgovor za odredivanje kriticne BMDL vrednosti studije. Ova
vrednost predstavlja najnizu vrednosti BMDL za razliite pradene efekte. KritiCan efekat bi
predstavljao toksi¢ni efekat koji rezultira najnizom vredno$¢u BMDL.

Na Slici 2 dat je primer modelovanja odnosa doza-odgovor gde se mogu uoditi srednje
vrednosti (trouglovi) koji su prikazani zajedno sa njihovim intervalima pouzdanosti. Puna kriva
predstavlja matematicki model doza-odgovor. Ova kriva odreduje tacku procene BMD koja se
generalno definiSe kao doza koja odgovara niskoj, ali merljivoj promeni u odgovoru koji se oznac¢ava
kao BMR. Isprekidane krive predstavljaju, redom, gornju i donju granicu pouzdanosti od 95%.
Njihovi preseci sa horizontalnom linijom su na donjoj i gornjoj granici BMD, oznaceni kao BMDL i
BMDU. Na Slici 2, BMD odgovara promeni odgovora od 5% u odnosu na kontrolnu vrednost (BMR
= 5%). Fitovana kriva daje procenjeni odgovor kontrole 8,7, a povecanje od 5% je jednako 9,14 ( 8,7
+ 0,05 x 8,7). Dakle, BMDos od 21,50 se dobija iz preseka horizontalne linije, pri odgovoru od 9,14,
sa ugradenim modelom doza-odgovor. U ovom primeru, BMDLos ima vrednost 18.
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Slika 2. Prikaz modelovanja odnosa doza-odgovor (116)

Modeli koji su odobreni od strane regulatornih tela, koja razmatraju upotrebu Benchmark
pristupa u toksikologiji, su Exponential, Inverse Exponential, Log-Normal i Hill prikazani u Tabeli
3. Kombinacijom navedenih modela, uzimajuc¢i u obzir dobijene parametre, softver generise novi
model — Model averaging, koji prema uputstvima EFSA najbolje opisuje dobijenu doznu zavisnost
(118). Upravo najnovije smernice za primenu Benchmark modelovanja u toksikologiji, kao i
istrazivaci koji se bave ovom tematikom (118,123) preporucuju upotrebu metode usrednjavanja
modela (engl. model averaging) koja uzima u obzir nesigurnosti koje poti¢u od podataka kao i
nesigurnosti modela.

U modelima parametar y je odgovor dok parametar x oznacava dozu. Ostali parametri opisuju
model i to:

Parametar a — predstavlja efekat pri nultoj dozi (background response)

Parametar b — predstavlja potentnost (potency)

Parametar ¢ — predstavlja maksimalni odgovor (maximum response)

Parametar d — predstavlja parametar koji opisuje nagib krive (steepness parameter)

Tabela 3. Prikaz matematickih modela koris¢enih pri modelovanju odnosa doza-odgovor u softveru
PROASTweb 70.1

Model Matematicki izraz

Exponential y=alc-(c-1)exp (- bxd)] y = a exp(bxd)

Hill y=a[l - xd/(bd + xd)] y=a[l+(c-21)xd/(bd + xd)])
Inverse exponential | y=a[l + (c - 1) exp (-bx-d)] /

Lognormal y=a[l+(c-1)® (Inb +dinx)] /

y - funkcija doze x, a - efekat pri nultoj dozi, b - parametar potentnosti, ¢ - parametar maksimalnog
efekta, d - parametar nagiba krive (116).
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2. OSNOVNE HIPOTEZE | CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na osnovu dosadasnjih nau¢nih saznanja koja ukazuju da olovo pri niskim nivoima u krvi
predstavlja zdravstveni rizik, SZO donosi odluku da 2012. povuce vrednost za toleriSuci nedeljni unos
olova od 25 pg/kg t.m. koja je dovedena u vezu sa smanjenjem inteligencije kod dece i porastom
sistolnog krvnog pritiska kod odraslih i donosi zaklju¢ak da nije moguce utvrditi novu koja bi se
mogla smatrati zdravstveno bezbednom (109). Imajuci u vidu da je u danasnje vreme opsta populacija
hroni¢no izlozena niskim nivoima olova razli¢itim putevima, a da se podaci o toksi¢nosti iz
dosadasnjih studija uglavnom baziraju na izloZenosti visokim dozama, postoji potreba da se ispitaju
mehanizmi toksi¢nog dejstva olova u uslovima produzene izlozenosti niskim dozama. Sprovodenjem
animalne studije na Wistar pacovima, omogudili bi se laboratorijski kontrolisani uslovi i eliminisao
uticaj ko-faktora (nedostatak epidemioloskih studija). Kako je subakutni model pacova toksikoloski
I regulatorno prihvacen, dobijeni rezultati bi bili uporedivi sa ve¢ dostupnim podacima.

Pretpostavljeno je da ¢e primena olova na modelu pacova u Sest niskih rastu¢ih doza u opsegu
0,1-15 mg Pb/kg tokom perioda od 28 dana rezultovati koncentracijama olova u krvi koje odgovaraju
koncentracijama izmerenim kod opste populacije kako bi se simulirala realna izloZenost. Dodatno,
rezultati dobijene studije ¢e omoguciti dobijanje podataka o toksi¢nim mehanizmima i efektima
niskih doza olova u razli¢itim organima kao i izra¢unavanje Benchmark doza za ispitivane toksi¢ne
efekte, sto bi doprinelo odredivanju referentne doze olova u procesu toksikoloSke procene rizika po
zdravlje ljudi i identifikaciji kriticnog toksi¢nog efekta studije. Imajuéi u vidu napore regulatornih
tela za odredivanjem dozvoljenih nivoa olova, dobijeni rezultati bi dali nau¢ni doprinos u donosenju
odluka pri izloZenosti niskim dozama olova.

Ciljevi istrazivanja doktorske disertacije su:

1. Ispitati uticaj Sest niskih rastu¢ih doza olova na prirast telesne mase i prirast mase organa
pacova.

2. Ispitati uticaj Sest niskih rastu¢ih doza olova na hematoloske parametre u krvi i biohemijske
parametre u serumu pacova.

3. lIspitati uticaj Sest niskih rastu¢ih doza olova na nivoe tiroidnih hormona i testosterona u
serumu kod izlozenih pacova.

4. Odrediti nivoe olova u punoj krvi i organima pacova nakon subakutne izloZenosti niskim
rastu¢im dozama olova.

5. Ispitati uticaj Sest niskih rastu¢ih doza olova na nivoe bioelemenata: Cu, Zn, Mn i Fe u punoj
krvi i organima izlozenih pacova.

6. Odrediti parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u serumu i organima pacova
nakon subakutne izloZenosti niskim rastu¢im dozama olova.

7. Ispitati uticaj Sest niskih rastu¢ih doza olova na aktivnost acetilholinesteraze u mozgu
izlozenih pacova.

8. Ispitati patohistoloske promene u tkivima pacova nakon izloZenosti niskim rastu¢im dozama
olova.

9. Odrediti BMD olova za ispitivane efekte u krvi i organima pacova.

10. Odrediti BMD studije i kriti¢ni toksi¢ni efekat.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Hemikalije

Olovo(ll)-acetat trihidrat (CH3COOQO)2Pb x 3H20) > 99,5 % cistoce, proizvodaca Alkaloid
Skopje, Makedonija je koriséen za pripremu rastvora olova kojima su tretirane zivotinje. Analiticki
standardi olova i bioelemenata (Cu, Zn, Mn, Fe) bili su visoke analiticke ¢istoce namenjeni za
merenje elemenata u tragovima, osnovne koncentracije 1000 pg/mL (Agilent Technologies).
Vodonik-peroksid (H.O2 30%, Scientific Fischer, Nemacka) i azotna kiselina (HNO3 68%, Scientific
Fischer, Nemacka) koriséeni su za mineralizaciju uzoraka. Reagensi koris¢eni za odredivanje
hormona su nabavljeni od strane Roche Diagnostics (Manhajm, Nemacka). Ostale hemikalije,
koriséene u eksperimentu, su bile visokog kvaliteta i visoke analiticke cistoce (p.a.) nabavljene na
Farmaceutskom fakultetu u Beogradu od pouzdanih proizvodaca (Sigma Aldrich, Nemacka i
Scientific Fischer, Nemacka).

3.2. Eksperimentalni dizajn

Sudija je sprovedena na muZjacima albino pacova (Rattus norvegicus), Wistar soja, starosti
Sest nedelja koji su preuzeti iz Centra veterinarske sluzbe Vojnomedicinske akademije u Beogradu.
Studija je sprovedena u vivarijumu Farmaceutskog fakulteta u Beogradu i u laboratorijama Katedre
za toksikologiju ,,Akademik Danilo Soldatovi¢“. Nakon dopremanja, 42 pacova su randomizovana
po Sest u grupi i raspodeljena u sedam plasti¢nih kaveza sa metalnim poklopcima u vidu resetaka.
Zivotinje su drzane u uslovima temperature vazduha 25+3 °C, relativne vlaznosti vazduha 40-60% i
naizmeni¢nom, programiranom, 12-to ¢asovnom ciklusu svetla i mraka. Voda za pi¢e sa Cesme
gradskog vodovoda i standardna hrana u peletima, su pacovima bili dostupni ,,ad libitum®.

Nakon nedelju dana privikavanja zivotinja na uslove boravka u vivarijumu otpocet je tretman
olovom. Grupe zivotinja su svako jutro tokom 28 dana, oralnom gavaZzom pomoc¢u metalne sonde,
primale olovo-acetat u obliku vodenog rastvora u dozama: 0,1; 0,5; 1; 3; 7 i 15 mg Pb/kg t.m.
Kontrolna grupa zivotinja dobijala je destilovanu vodu. Doze olova su odabrane sa ciljem simuliranja
izloZenosti niskim dozama (Tabela 4). Ispitivane doze predstavljaju raspon doza, od onih koje su nize
od do sada publikovanih NOAEL doza olova koje ne izazivaju Stetan efekat (124), do doze za koju se
smatra da ¢e dovesti do toksi¢nih efekata (125). Dodatno, doze su odabrane sa ciljem da se kod
eksperimentalnih Zivotinja nakon 28 dana dobiju koncentracije olova u krvi koje odgovaraju
publikovanim vrednostima olova u krvi izmerenih kod opste populacije (97,126,127) kako bi se na
animalnom modelu simulirala niska izlozenost olovu kod opste populacije.

Aplikacija rastvora olova je vr$ena svakodnevno u isto doba dana, ujutru izmedu 9 h i 11 h.
Takode, telesna masa pacova je belezena svakodnevno. Dvadeset Cetiri ¢asa od poslednje doze (29.
dan), zivotinje su zrtvovane na human nacin uz upotrebu anestetika, intra peritonealno (i.p.) ketamin
(300 mg/kg t.m.) + ksilazin (30 mg/kg t.m.). Sve procedure u vezi tretmana Zivotinja koje su
sprovodene tokom eksperimenta su u skladu sa protokolom odobrenim od strane Etickog komiteta
Farmaceutskog fakulteta u Beogradu (broj eti¢ke dozvole: 323-07-11822/2018-05).

Tabela 4. Pregled eksperimentalnih doznih grupa pacova

Grupe
Doza
mg Pb/kg t.m./dan 0 0.1 0,5 . 3 ! 15
Broj pacova po grupi 6 6 6 6 6 6 6
Oznaka grupe Kontrola | Pb0.1 | Pb0.5 | Pbl | Pb3 | Pb7 | Pb15
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3.3. Priprema Kkrvi i organa za analize

Krv je uzorkovana kardijacnom punkcijom uz upotrebu plasti¢nih sterilnih Spriceva
(Sinomedic, Sinofarm, Srbija) i sterilnih igala Sirine 22G (NIPRO, Japan). Sa ciljem dobijanja pune
krvi jedan $pric je bio oblozen antikoagulansom, kalijum etilendiamin-tetraacetatom (K:EDTA, 6%
vodeni rastvor) dok je drugim Spricem, bez antikoagulansa uzeta krv za pripremu seruma. Krv bez
antikoagulansa je ostavljena 30 min. na sobnoj temperaturi da slobodno koaguli$e a zatim je izdvojen
serum centrifugiranjem uzoraka na 1000-2000%g 10 minuta. Puna krv je odloZena u plasti¢ne
ljubicaste vakutejnere oblozene sa K2EDTA. U punoj krvi su izmereni hematoloski parametri i nivoi
metala, dok je serum koriS¢en za odredivanje biohemijskih parametara, parametara oksidativnog
statusa i hormona.

Neposredno nakon uzorkovanja krvi, izolovani su i sledeci organi: jetra, bubrezi, mozak, srce,
testisi, slezina, femur, pankreas i timus. Svi organi su obradeni i oprani u hladnom fizioloSkom
rastvoru (0,9% NacCl), zatim osuseni pomocu filter hartije i izmereni na analitickoj vagi radi raCunanja
relativne masa organa (procenat odnosa mase organa i telesne mase zivotinje poslednjeg 29. dana).
Nakon merenja, organi su podeljeni na vise delova u zavisnosti od broja planiranih analiza (Tabela
5). Jetra je podeljena na tri dela, gde je oko jedan gram tkiva levog lateralnog lobusa jetre odvojen za
analize oksidativnog statusa i patohistologiju, dok su u ostatku organa odredivani metali. Slezina je
poprecno podeljena na dva jednaka dela, jedan namenjen za analizu metala a drugi za patohistolosku
analizu. Levi bubreg je odvojen za patohistolosku analizu, dok je desni se¢en uzduzno na dva dela od
kojih jedan deo za odredivanje parametara oksidativnog statusa a drugi za odredivanje metala. Srce
je uzduzno podeljeno na levi deo (odredivanje metala) i desni deo (odredivanje parametara
oksidativnog statusa). Levi testis je koriS¢en za patohistolosku analizu, dok su u desnom testisu
odredivani metali. Mozak je podeljen na 4 jednaka dela pri ¢emu je levi prednji deo mozga koris¢en
za analize parametara oksidativnog statusa, desni prednji deo za analize metala, zadnji levi deo za
odredivanje aktivnosti enzima acetilholinesteraze i zadnji desni deo za patohistolosku analizu. Levi
femur je izolovan za odredivanje metala. U timusu i pankreasu su mereni metali.

Uzorci za analizu parametara oksidativnog statusa su odlozeni u ependorf tube, prethodno
podvrgnuti brzom smrzavanju pomoc¢u te¢nog azota. Nakon toga odlozeni su u zamrziva¢ na -80 °C.
Uzorci za analizu metala ¢uvani Su u zamrzivacu na -20 °C. Uzorci organa za patohistolosku analizu
Cuvani su u 10% rastvoru formaldehida do dalje histoloske obrade. Odredivanje enzima
acetilholinesteraze je radeno iz sveZih uzoraka mozga neposredno nakon izolacije organa.

3.4. Odredivanje hematoloskih parametara

Analiza hematoloskih parametara u punoj krvi pacova je obuhvatila odredivanje broja
leukocita (WBC), eritrocita (RBC), hemoglobina (HGB), hematokrita (HCT), prose¢nog volumena
eritrocita (MCV), srednje vrednosti sadrzaja hemoglobina u eritrocitima (MCH), srednje vrednosti
koncentracije hemoglobina u eritrocitima (MCHC) i broja trombocita (PLT). Sva hematoloska
ispitivanja obavljena su koris¢enjem komercijalnih reagenasa u akreditovanoj laboratoriji u skladu sa
principima Dobre laboratorijske prakse.

3.5. Odredivanje biohemijskih parametara

Biohemijske analize su merene u serumu pacova na Beckman Coulter analizatoru (AU 480,
Beckman Coulter, Brea, Kalifornija, SAD) i ukljucivali su slede¢e parametre: azot poreklom iz uree
(BUN), kreatinin (CRE), mokra¢nu kiselinu (UA), ureu, ukupne serumske proteine (TP), albumin
(ALB), direktni bilirubin (DB), ukupan bilirubin (TB), aspartat aminotransferazu (AST), alanin
aminotransferazu (ALT), alkalnu fosfatazu (ALP), amilazu (AMY), laktat dehidrogenazu, glukozu,
ukupni holesterol, trigliceride (TG), HDL-holesterol, LDL-holesterol, c-reaktivni protein (CRP),
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natrijum (Na), kalijum (K), fosfor (P) i magnezijum (Mg). Sva biohemijska ispitivanja obavljena su
koris¢enjem komercijalnih reagenasa u akreditovanoj laboratoriji u skladu sa principima Dobre
laboratorijske prakse.

Tabela 5. Raspodela organa za analize

Organ Broj delova Analize
1. Jetra 3 Metali Oksidativni status Patohistologija
2. Bubrezi 3 Metali Oksidativni status Patohistologija
3. Mozak 4 Metali Ok:igtal} isvni Patohistologija Acetilholinesterza
4. Srce 2 Metali Oksidativni status
5. Testisi 2 Metali Patohistologija
6. Slezina 2 Metali Patohistologija
7. Femur 1 Metali
8. Pankreas 1 Metali
9. Timus 1 Metali

3.6. Odredivanje metala

Uzorci za analizu metala (krv i organi) pripremani su metodom vlazne mineralizacije uz
dodatak oksidacionih sredstava u zatvorenom sistemu mikrotalasne pecnice (Milestone, Start D SK-
10 T, Milestone Srl, Sorisole, Italija). Na analitickoj vagi odmereno je do 1 g tkiva, odnosno
ispipetirano automatskom pipetom iz ependorfa do 1 mL pune Kkrvi i preneto u Kivete za razaranje. U
svaku od kiveta dodato je 1 mL H202 (30%) i 7 mL HNO3 (68%). Kivete su zatvorene namenskim
poklopcima, dodatno pritegnutim mehanizmom za zatvaranje i pravilno odlozene u mikrotalasnu
pec¢nicu. U jednom ciklusu razaranja koriS¢eno je 10 kiveta od kojih je 9 sadrzalo analizirane uzorke
a jedna slepu probu. Kiveta u kojoj se nalazio uzorak najvece mase predstavljala je referentni segment
koji je sluzio za kontrolu radne temperature sistema. Nakon pripreme uzoraka, sproveden je
programiran proces razaranja koji je podrazumevao tri faze:

1) zagrevanje sistema 15 min. do 180 °C
2) odrzavanje temperature 15 min. na 180 °C
3) programsko hladenje 15 min.

Nakon postizanja temperature zatvorenog sistema mikrotalasne peénice na nizu vrednost od
60 °C, kivete su izvadene, prenete u digestor i otvorene mehanizmom za otvaranje. Nakon hladenja
uzoraka u digestoru na sobnu temperaturu vr$eno je kvantitativno prenosenje u normalni stakleni sud
od 25 mL koji je zatim dopunjen dejonizovanom vodom do crte. Uzorci su preneti i Cuvani u sterilnim
plasti¢nim boc¢icama od 50 mL sa dvostrukim zatvaranjem do merenja koncentracije metala.
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Koncentracija metala je merena metodom atomske apsorpcione spektrofotometrije na aparatu
Agilent Technologies GTA 120 Graphite Tube Atomizer - 200 Series AA, 240 FSAA, Santa Clara,
CA, SAD, u Centralnoj laboratoriji Farmaceutskog fakulteta u Beogradu. Nivoi olova su mereni
elektrotermalnom metodom dok su nivoi Cu, Zn, Mn i Fe mereni plamenom atomskom apsorpcionom
tehnikom. Pri merenju olova kao rastvor za ispiranje koriscen je kiseli rastvor tritona dok je u ostalim
slu¢ajevima kao rastvor za ispiranje koris¢ena dejonizovana voda. Kao standardni referentni materijal
poznate koncentracije ispitivanih metala kori$¢eni su Seronorm - Whole blood Level 2 i SRM 1577¢
- Bovine liver (LGS Standard, UK). Tokom rada rizik od kontaminacije uzoraka je sveden na najmanji
moguci nivo. Radni uslovi aparata pri merenju metala su dati u Tabeli 6.

Tabela 6. Radni uslovi aparata pri merenju metala metodama elektrotermalne i plamene atomske
apsorpcione spektrofotometrije

Metal

Parametar

Pb? CuP ZnP Mn® FeP
aar}r?)sna duzina 283.3 3248 213,9 279,5 248,3
Sirina proreza 05 05 1,0 0,2 0,2
(nm)
Gain (%) 49 61 61 96 75
Jacina lampe 10,0 4,0 5,0 5,0 5,0
(mA)
Pozadl_n_ska da da da da da
korekcija
Raspon
koncentracija 0,001-0,020 |  0,1-10 0,1-10 0,1-10 0,1-10
standardnih
rastvora (mg/L)
Gas Argon Acetilen Acetilen Acetilen Acetilen

N 0,5%

Modifikator NH.POs / / / !
Sredstvo za Triton -X | Dejonizovana | Dejonizovana | Dejonizovana | Dejonizovana
ispiranje sistema 100 voda voda voda voda

2 elektrotermalna atomska apsorpciona tehnika
b nlamena atomska apsorpciona tehnika

3.7. Odredivanje parametara oksidativnog statusa

Priprema uzoraka organa za odredivanje parametara oksidativnog statusa je vrSena
homogenizacijom upotrebom homogenizatora (T10 basic ULTRA-TURRAX, IKA, Nemacka).
Izmerenoj masi tkiva dodat je hladan fosfatni pufer (0,1 M, pH=7,4) koji je sadrzao 1,15% kalijum-
hlorida (KCl), u odnosu 1:9. Homogenizacija je vrSena na jacini 2 navedenog homogenizatora tokom
1-2 min. do vizuelno homogene mase. Procedura je vrSena pod stalnim odrzavanjem hladnog lanca.
Nakon homogenizacije, homogenati tkiva su centrifugirani na 800xg tokom 10 minuta, a zatim na
9500xg tokom 20 minuta, na temperaturi od 4 °C sa ciljem izdvajanja postmitohodrijalnog
supernatant. Pri odredivanju parametara oksidativnog statusa koris¢en je izdvojeni post
mitohondrijalni supernatant.
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3.7.1. Odredivanje proteina

Sadrzaj proteina u uzorcima je meren koris¢enjem Bradfordove metode (128) koja se zasniva
na sposobnosti proteina da se vezu za Coomassie Brilliant Blue G-250. Apsorbancija dobijenog plavo
obojenog kompleks merena je na 595 nm na aparatu SPECTROstar Nano; BMG Labtech, Ortenberg,
Nemacka, koji je koriS¢en za merenje apsorbancije u svim slede¢im spektrofotometrijskim metodama
za odredivanje parametra oksidativnog statusa. U razblazen uzorak postmitohondrijalnog
supernatanta tkiva (5 pL) dodato je 250 puL Bradfordovog reagensa. Nakon meSanja na Sejkeru,
sadrzaj mikroplocCe je inkubiran 10 min. na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je izmerena apsorbancija
na 595 nm prema slepoj probi. Za izracunavanje koncentracije proteina koriS¢ena je kalibraciona
kriva napravljena od osnovnog standarda govedeg albumina (2 mg/mL) pravljenjem standardnih
rastvora u rasponu od 20-1500 pg/mL proteina.

3.7.2. Superoksid anjon radikal, Oz

Nivo superoksid anjona radikala (O2™) u ispitivanim uzorcima odreden je pomoc¢u metode
koju su opisali Auclair i saradnici (129). Brzina stvaranja O2" je merena na 0sSnovu hjegove
sposobnosti da redukuje nitro grupu aromati¢nih amina, npr. nitroblue-tetrazolijuma (NBT, 2,2’-di-
p-nitrofenil-5,5’-difenil-3,3’-(3,3’-dimetoksi-4,4’-difenilen)-ditetrazolium  hlorid) do plavog
formazana. Povecanje apsorbancije (AA) se prati na 515 nm, a dobijeni rezultati su izrazeni u
mmol/min/g proteina. Proracun je vrSen na osnovu formule:

red. NBT, umol/min/L = AA/min x 1400

3.7.3. Totalni oksidativni status, TOS

Totalni oksidativni status (TOS) predstavlja meru prooksidanasa u uzorku, a to su primarno
lipidni peroksidi i vodonik-peroksid. Nivo TOS odreden je spektrofotometrijskom metodom (130).
Metoda se zasniva na sposobnosti prisutnih prooksidanasa u uzorku da oksiduju fero jon—orto-
dianizidni kompleks u feri jon, koji zatim gradi obojeni kompleks sa ksilenil-oranzom. Apsorbancija
produkta reakcije je merena na 560 nm, dok je kao standardni rastvor korisé¢en rastvor vodonik-
peroksida opsega 10-200 pumol/L.

3.7.4. Sulfhidrilne grupe, SHG

Nivoi ukupnih SHG su odredivani pomoc¢u spektrofotometrijske metode (131). Metoda se
zasniva na reakciji alifati¢nih tiola u baznoj sredini (pH 9,0) sa 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeve kiseline
(DTNB) kao reagensom. U reakciji kao proizvod nastaje zuto obojen p-nitrofenol ¢ija je apsorbancija
merena na 412 nm.

3.7.5. Malondialdehid, MDA

Nivoi MDA su mereni u uzorcima spektrofotometrijskom metodom (132). U uzorak je dodat
TRIS (tris(hidroksimetl)aminometan) pufer (0,05 mol/L, pH 7,4) i TBA reagens (0,917 mmol/L
trihlorsircetna kiselina i 2,6 mol/L tiobarbiturna kiselina). Nakon toga smesa je inkubirana 5 minuta
na 100 °C u vodenom kupatilu, nakon ¢ega je vrSeno hladenje i centrifugiranje pod slede¢im uslovina:
4 °C, 10000xg, 10 min. Apsorbanca supernatanta je merena na 535 nm. Uporedo sa analizama

pripremljeni su i standardni rastvori MDA pomocu kojih je konstruisana kalibraciona kriva opsega
1-10 pmol/L.
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3.7.6. Aktivnost enzima superoksid dismutase, SOD

Za merenje aktivnosti enzima superoksid dismutaze (SOD) koris¢ena je metoda zasnovana na
sposobnosti enzima da inhibira spontanu autooksidaciju epinefrina u alkalnoj sredini (pH 10,2) (133).
Jedna jedinica SOD enzima (1 U/g) je definisana kao koli¢ina enzima potrebna za 50% inhibiciju
autooksidacije epinefrina. Merenjem apsorbancije nastalog crvenog proizvoda autooksidacije dobija
se vrednost promene apsorbancije u minuti (AA/min) i izracunava se aktivnost enzima u kontroli (bez
SOD) i u analizi (prisutan SOD). Poc¢etna koncentracija epinefrina korisé¢ena u metodi je 10 mmol/L
koja je dalje razblazena do postizanja vrednosti AA/min od 0,025, pri kojoj je utvrdeno da SOD
postize najvisi nivo inhibicije epinefrina.

3.7.7. Uznapredovali produkti oksidacije proteina, AOPP

Uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP) odredeni su spektrofotometrijskom
metodom (134). Nakon dodatka siréetne kiseline i kalijum-jodida (1,16 M) apsorbancija je merena
na 340 nm. Kalibracija je izvedena sa hloraminom-T u opsegu 10-90 pmol/L, a rezultati su izrazeni
preko ekvivalenta hloramina-T.

3.8. Odredivanje aktivnosti enzima acetilholinesteraze u mozgu pacova

Uzorci mozga za odredivanje acetilholinesteraze su homogenizovani u fizioloSkom rastvoru
(0,9% NaCl) pomocu homogenizatora T10 basic ULTRA-TURRAX (IKA, Nemacka) u odnosu 1:3
(m/V). Odredivanje aktivnosti enzima je vrSenom spektrofotometrijskom metodom (135). Metoda se
zasniva na principu kori$¢enja acetiltioholina, alternativnog supstrata za acetilholinesterazu. Pod
dejstvom enzima dolazi do hidrolize acetiltioholina do tioholina i siréetne kiseline. Tioholin i DTNB
reakcijom daju proizvod 5-tio-2-nitrobenzoat koji je Zute boje. Zbog pomeranja elektrona u atomu
sumpora 5-tio-2-nitrobenzoata i promene boje rastvora, dolazi do smanjenja koli¢ine upadnog
zracenja koje stigne do detektora usled promene u apsorbanciji rastvora. U homogenat mozga (20
pL) dodato je 2,5 mL rastvora DTNB-a (7,44 mg/mL u fosfatnom puferu, pH 7,4, a zatim razblazen
u odnosu 1:50 sa fosfatnim puferom). Smesa se inkubirala 5 min. na temperaturi od 25 °C, a zatim je
dodato 20 pL acetiltioholin jodid rastvora u destilovanoj vodi (135 mM). Apsorbanca je merena
tokom 3 minutana410 nm CARY60 UV-VIS spektrofotometra sa kontrolom temperature Cary single
cell Peltier-a (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Aktivnost enzima acetilholinesteraze je racunata prema formuli:

AA/min x (& x 1)-1 x Vuk x Vuz-1 x razblazenje = aktivnost umol hidrolizovanog
acetiltioholin-jodida/min po g tkiva
Gde je:
- & molarni apsorpcioni koeficijent (1,36 mL/umol-cm),
- L duZina opti¢kog puta (1 cm),
- Vuk ukupna zapremina reakcione smese 1
- Vuz zapremina uzorka.

3.9. Odredivanje hormona u serumu

U uzorcima seruma je vrSeno odredivanje testosterona i tiroidnih hormona, trijodotironina
(T3) i tiroksina (T4) kao i njihovih slobodnih formi, fT3 i fT4. Hormoni su odredivani u akreditovanoj
laboratoriji hemiluminiscentnom imuno metodom na aparatu Cobas e411 (Roche Diagnostic,
Nemacka).
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3.10. Patohistoloska analiza organa

Delovi mozga, slezine, jetre, bubrega i testisa su izolovani i fiksirani u rastvor 10% formalina
(4% formaldehid). Nakon fiksacije, svako tkivo je dehidrirano u rastvorima alkohola rastuce
koncentracije, o¢is¢eno u toluenu i inkorporirano u parafin. Blokovi tkiva su ise¢eni na tanke delove
(5 mm) i obojeni hematoksilinom 1 eozinom (H&E). Mikroskopske plo¢ice su posmatrane pod
svetlosnim mikroskopom modela Olimpus BKS 43 (Tokio, Japan).

3.10. Statisticka analiza podataka

StatistiCka analiza podataka vrSena je upotrebom SPSS 18.0 (IBM, Armonk, Njujork, SAD) 1
Graph Pad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, SAD) softvera. Podaci su testirani na
normalnost raspodele upotrebom Shapiro Wilk testa, dok je homogenost varijanse proverena
upotrebom Levene s testa. Ako su podaci ispunili navedene testove za proveru normalnosti raspodele
1 homogenosti varijanse, dalje je u radu za poredenje srednjih vrednosti izmedu grupa koris¢ena
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) pracena odgovaraju¢im post-hoc testom (Fishers LSD ili
Bonfferoni testom). Ovi podaci su predstavljeni kao srednja vrednost (SV) i standardna devijacija
(SD). U suprotnom, ukoliko podaci nisu pratili normalnu raspodelu i/ili homogenost varijanse nije
bila ista u grupama, korisc¢en je Kruskal-Walli’s test pracen Mann-Whitney U testom i podaci su
predstavljeni kao medijana i opseg (minimum-maksimum). Graficki prikazi rezultata su izradeni
pomocu Graph Pad Prism 8.0 softvera.

3.11. Modelovanje odnosa doza-odgovor

Modelovanje odnosa doza-odgovor je vrSeno upotrebom PROASTweb 70.1 softvera
(https://proastveb.rivm.nl/) razvijenim od strane Holandskog nacionalnog instituta za javno zdravlje
i zivotnu sredinu (engl. National Institute for Public Health and the Environment, RIVM). Kao
smernice pri radu u softveru kori$éena su uputstva data od strane RIVM (136) i najnovije smernice
date od strane EFSA (118). Kao doze posmatrane su primenjene doze olova u eksperimentu (eksterna
doza) dok su nivoi olova u krvi (engl. Blood lead levels, BLL) posmatrani kao interne doze. Dodatno,
u slucajevima gde postoje podaci o koncentraciji olova u organu, dodatno je vrSeno modelovanje
odnosa doza-odgovor gde je kao doza koris¢ena koncentracija olova u organu (interna doza). Kao
efekat, posmatrane su vrednosti izmerenih biohemijskih i hematoloskih parametara, hormona u
serumu, parametara oksidativnog statusa, esencijalnih elemenata i aktivnosti enzima
acetilholinesteraze. Pri modelovanju, koriS¢eni su kontinuirani individualni podaci za testirane
parametre. Kao BMR, tj. veliCina efekta za izracunatu dozu, uzeta je vrednost 5% prema preporukama
softvera i EFSA za kontinuirane podatke pri nivou pouzdanosti od 90%. Pri modelovanju program
fituje podatke u neki od definisanih modela uz 200 iteracija. Kao rezultat dobijen je detaljan izvestaj
sa grafickim prikazima. Dalje, u sluc¢aju dobijanja odnosa doza-odgovor za ispitivane parametre
izdvojeni su Benchmark intervali (BMDI) tj. statisticki donji nivo pouzdanosti BMD, BMDL i
statisti¢ki gornji nivo pouzdanosti BMD, BMDU. Broj iteracija je empirijski odreden tako da se
dobije BMDI koji bi se nalazio unutar 5 ili 10% vrednosti BMDI dobijenim sa velikim brojem
iteracija.
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4. REZULTATI

4.1. Prirast telesne mase i relativna masa organa

U Tabeli 7 predstavljene su terminalne telesne mase pacova kao i relativne mase izolovanih
organa, dok je na Slici 3 prikazan prirast telesne mase. Tretman olovom nije doveo do statisticki
znaajne promene u prirastu telesne mase i relativnoj masi organa iako se moze zapaziti trend
smanjenja telesne mase i prirasta telesne mase sa poveé¢anjem doze.

Tabela 7. Terminalna telesna masa (g) i organski koeficijent (g/100g) pacova subakutno tretiranih
razli¢itim dozama olova

Doza (mg Pb/kg t.m./dan)

0 0.1 0.5 1 3 7 15

(kontrola)
Telesna masa 404+23 43637 419+15 387+42 380+42 37127 367+23
Jetra 4,13+0,5 4,29+0,32 4,26+0,29 4,17+0,24 4,04+0,11 4,01+0,28 4,5+0,24
Slezina 0,21+0,03 0,21+0,04 0,20+0,03 0,20+0,05 0,21+0,03 0,17+0,02 0,20+0,02
Bubrezi 0,72+0,06 0,69+0,08 0,66+0,05 0,66+0,04 0,64+0,04 0,69+0,06 0,72+0,03
Srce 0,32#0,03  0,32+0,02  0,30+0,03  0,32+0,02  0,33+0,02  0,34+0,05  0,33+0,03
Testisi 0,84+0,08  0,78+0,04  0,79+0,07 0,79+0,12  0,83+0,08  0,78+0,11  0,83+0,06
Mozak 0,48+0,02  0,45+0,01  0,46+0,02 0,4740,05  0,50+0,03  0,48+0,09  0,49+0,04

Vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti + standardna devijacija; ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test
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Slika 3. Uticaj razli¢itih doza olova na prirast telesne mase kod pacova tokom 28-dnevne studije

oralne toksi¢nosti.
Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija
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4.2. Nivo olova u krvi i organima

Prikaz nivoa olova u krvi i organima pacova dat je u Tabeli 8. Nivoi olova u krvi kod pacova
tretiranih dozama nizim od 3 mg Pb/kg t.m/dan. bili su nizi od 5 pg/dL, dok je doza od 7 mg Pb/kg
t.m/dan. rezultovala nivoima olova u krvi nizim od 10 pg/dL. Statisticki znacajno viSe vrednosti olova
u krvi u odnosu na kontrolu, zapazane su kod pacova tretiranih dozom vecom od 0,5 mg Pb/kg
t.m./dan. Najvisa koncentracija olova u krvi dobijena je kod pacova tretiranih najviSom dozom i
iznosila je 16,1+3,8 pg/dL.

Sa rastom primenjenih doza primecen je porast akumulacije olova u organima. Znac¢ajno visi
nivo olova u bubrezima u odnosu na kontrolu zapazen je kod pacova tretiranih dozama visim od 0,1
mg/kg t.m./dan. U mozgu, statisti¢ki znacajno viSe koncentracije olova su izmerene kod grupa
tretiranih dozama visim od 0,5 mg Pb/kg t.m./dan, a u femuru kod grupa tretiranim dozama vi$im od
1 mg Pb/kg t.m./dan. Statisticki znacajno vise koncentracije olova u jetri, slezini, srcu i testisima
zapazene su kod grupa tretiranim dozama 7 mg Pb/kg t.m./dan i 15 mg Pb/kg t.m./dan.

U grupi Pb0.1 iako su izmerene koncentracije olova u organima bile viSe od kontrolne
vrednosti, nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika u nivoima olova u odnosu na kontrolnu vrednost.
U grupi Pb0.5 statisticki visa koncentracija olova u odnosu na kontrolu izmerena je samo u
bubrezima. U grupi Pbl, poredenjem sa koncentracijama nivoa olova u kontroli, statisti¢ki znac¢ajno
viSe vrednosti olova su izmerene u krvi, bubrezima 1 mozgu. U slu¢aju grupe Pb3 statisticki znac¢ajno
viSe koncentracije olova su zapaZene u krvi, bubrezima, mozgu i femuru. U grupama Pb7 i Pbl5
statisticki znacajno povecanje koncentracije olova zapazeno je u svim ispitivanim organima. Najvise
vrednosti nivoa olova u apsolutnom smislu zabeleZzene su u pacova najvise dozne grupe i to U
organima: jetri (597,70 ng/g), bubrezima (2726,00 ng/g) i femuru (43317,00 ng/qg).
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Tabela 8. Nivoi olova u krvi i organima pacova nakon subakutne oralne ekspozicije

Doza (mg Pb/kg t.m./dan)

Krv
pg/dL
Jetra
ng/g
Slezina
ng/g
Bubrezi
ng/g
Srce
ng/g
Testisi
ng/g
Mozak
ng/g
Femur

ng/g

SV
SD
SV
SD
SV
SD
SV
SD
SV
SD
SV
SD
SV
SD
SV
SD

0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15
0,52 1,39 2,77 2,86* 4,16* 8,14%** 1111 1888# 16,11%** 4+ +1 1 I§S§HHANA
1,27 2,25 1,82 2,861 3,15 1,53 3,88
38,03 16,81 42,06 86,15 134,00 198,607 %1+ 597,70% % ++1 1 1§§SHHHAAA
20,76 6,84 19,35 13,34 47,02 59,80 246,10
59,32 63,81 79,62 105,8 101,20 116,00%+ 221,20%** 1111 §§SHHHAAA
26,13 33,82 2244 52,38 46,97 30,25 67,04
41,91 118,60 452,50* 301,20* 1002,00%**++++188§ 1040,00%**++11188§ 2726,00%** 11111 L§§SHHNAAA
17,43 63,37 123,40 28,08 234,00 132,4 694,80
32,36 4457 33,94 43,67 51,22% 49,94**1+ 59,99***
6,176 10,23 16,27 6,216 17,46 9,83 16,45
9,38 22,48 19,30 22,64 30,66 42,15%*1§ 52,74%** 11188
5,06 6,79 17,97 8,924 12,86 21,13 13,29
6,28 571 36,74  77,59*%% 127,90%*%1 98,56+ 219,10%*+11£§§SHH#AAA
10,30 9,797 11,75 67,39 32,37 44,15 93,08
47,38 3489 2129,00 1032,00 6428,00%+§ 7112,00%%++18§ 43317,00%** 111 11 §§SHHHAAA
23,28 309,60 575,50 320,80 3649,00 3411,00 7946,00

Srednja vrednost (SV), standardna devijacija (SD); * + 1 § # A p <0,05; ** +1 11 §§ ## AAp < 0,01, *** 7+ 111 §§§ ### AAA p < 0,001 u odnosu na 0, 0.1, 0.5, 1, 3, 7 grupu, redom;
ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test
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4.3. Efekti na krv
4.3.1. Hematoloski parametri

Najvisa doza olova je dovela do smanjenja broja eritrocita i smanjenja nivoa hemoglobina za
vise od 10% u odnosu na vrednosti dobijene u kontrolnoj grupi (Tabela 9). U svim grupama tretiranim
olovom doslo je do smanjenja nivoa hematokrita, koje je bilo najizraZenije u Pb15 grupi. U grupama
tretiranim sa 1 1 3 mg Pb/kg t.m./dan doslo je do smanjenja prosecnog volumena eritrocita u odnosu
na kontrolnu grupu.

Tabela 9. Uticaj rastucih doza olova na hematoloske parametre u krvi pacova nakon oralne subakutne
ekspozicije

Parametar  Jedinica Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15

WBC 10%L 581+1,09 534+154 491+ 2,00 4,37+1,22 422+1,15 469+191 499+1,09
Neutrofili % 4,20+1,84 7,98+4,59 5,02+1,54 4,15+1,89 3,97£1,30 4,90£2,13 4,25+1,18
Limfociti % 57,40+9,00  44,78+10,50  56,20+6,65 58,05+5,90 53,70+3,99  53,10+11,66 56,95+8,41
Monociti % 20,0245,26 27,60+6,56 23,38+3,27 20,90+4,12 24,42+2,20 26,15+7,61 19,75+3,36
Eozinofili % 0,78+0,80 0,63+0,38 0,66+0,34 0,27+0,08 0,95+0,36 0,30+0,08 0,33+0,12
Bazofili % 0,92+0,21 0,83+0,34 0,94+0,32 0,62+0,38 1,40+0,56 0,68+0,34 0,88+0,16
RBC 10%/L 729+046 701+016 7,17+041 7,38 £0,35 7,18 £0,40 7,08+0,49 6,70 +0,48*
HGB g/L 133,1747,25 124,20+6,38 127,83+6,37 134,33+6,311 127,67+8,41 130,83+9,45 118,33+4,23*118#A
HCT L/L 0,54+0,02 0,49+0,04* 0,51+0,02+ 0,52+0,02F 0,50+0,02* 0,51+0,03F 0,48+0,02*§
MCV fL 73,50+1,86 71,77+1,31 71,67+1,01 70,23+1,07*  70,13+1,42*  72,08+1,02 72,05+2,79
MCH pg 18,23+0,31  18,12+0,20  17,88+0,38 18,20+0,60 17,77+£0,55  18,50+0,29 17,72+0,82
MCHC g/L 248,17+3,19  252,17+4,96 249,17+3,97  259,33+4,68  253,50+5,96 256,67+4,23 247,17+4,26

866,67 887,83 941,83 885,33 995,67 860,67 921,50
PLT 10°/L * * * * * * *

50,23 113,97 97,04 72,18 23,30 116,71 106,95

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. Broj leukocita (WBC), broj eritrocita (RBC),
hemoglobin (HGB), hematokrit (HCT), prose¢an volumen eritrocita (MCV), prose¢na koli¢ina hemoglobina u eritrocitu
(MCH), prose¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitima (MCHC), trombociti (PLT). * § § § # A p < 0,05 u odnosu na
0,0.1,0.5, 1, 3, 7 grupu, redom; ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test

4.3.2. Biohemijski parametri

U grupi pacova tretiranih sa najniZzom dozom, 0,1 mg Pb/kg t.m./dan, zapaZeno je blago
povecanje totalnih proteina i nivoa Na u serumu (Tabela 10). Sledeca visa doza (0,5 mg Pb/kg
t.m./dan) dovela je do povecanja nivoa mokraéne kiseline i smanjenja neorganskog fosfora u serumu.
U svim grupama je zapazen disbalans lipidnog profila. Najvisi nivoi triglicerida (1,20 = 0,36 mmol/L)
su izmereni u serumu pacova tretiranih sa 1 mg Pb/kg t.m./dan. Dodatno, kod pacova koji su primali
navedenu dozu izmereni su i visi nivoi albumina, Na, P i ukupnih proteina. Kod pacova koji su
tretirani dozom od 3 mg Pb/kg t.m./dan zapaZene su neSto nize vrednosti lipidnih parametara,
kreatinina i P. Ekspozicija pacova sa 7 mg Pb/kg t.m./dan dovela je do poviSenih vrednosti mokra¢ne
kiseline, albumina, uree, Na i K u odnosu na netretiranu grupu. Najvisa doza od 15 mg Pb/kg t.m./dan,
dovela je do statisticki znacajnog smanjenja aktivnosti alanin aminotransferaze. U istoj grupi su
zapazeni ne$to niZi nivoi holesterola, LDL-holesterola i kreatinina. Posmatraju¢i rezultate moze se
izvesti generalno opazanje da je tretman olovom doveo do disbalansa lipidnog profila (holesterola,
triglicerida i LDL-a). ZabeleZene su povisene vrednosti mokraéne kiseline i ureje u pojedinim
grupama. Doslo je do promena u vrednosti kreatinina i poviSenih vrednosti albumina pretezno u vi§im
doznim grupama. U pojedinim grupama tretman olovom je rezultovao u vis§im vrednostima Na, K i
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neorganskog P. Tretman olovom je doveo do ne$to visih vrednosti ukupnih proteina u pojedinim
doznim nivoima. U tretiranim grupama nije doslo do indukcije vrednosti jetrinih enzima.
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Tabela 10. Uticaj rastucih doza olova na biohemijske parametre u serumu pacova nakon oralne subakutne ekspozicije

Parametar  Jedinica Doza (mg Pb/kg t.m. /dan)

0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15
ALT IU/L 77,17+7,63 79,00+6,63 76,00+7,69 69,17+7,03 74,17+4,83 75,00+10,79 67,50+8,07*
AST IU/L 152,17+10,57 162,60+7,30 146,00+18,65 157,33+20,32 151,67+19,19 156,00+12,46 140,504,767
ALP IU/L 7174131 711144 639+114 687493 626+38 759+42 561+113
AMY IU/L 3515+244 3958+587 34084339+ 3578+172 3689+486 3603+358 3348+396+
LDH IU/L 935+388 1274+438 587134+ 12414+475% 7114225 758+286 599+741§
Glukoza mmol/L 11+1,45 10,38+1,57 11,25+1,31 10,10+1,60 11,53+1,39 11,10+1,45 11,52+1,15
Holesterol ~ mmol/L 1,75+0,31 1,86+0,35 1,72+0,8 1,82+0,36 1,430,12%4§ 1,75+0,14# 1,4240,16*F§A
Trigliceridi  mmol/L 0,90+0,30 1,04+0,29 0,76x0,27 1,20+0,36% % 0,67+0,11+§ 0,850,148 0,82+0,188
HDL mmol/L 0,92+0,09 1,00+0,18 0,93+0,16 0,96+0,21 0,81+0,06 0,94+0,08 0,78+0,09
LDL mmol/L 0,42+0,21 0,38+0,15 0,38+0,12 0,40+0,20 0,30+0,13 0,43+0,10 0,22+0,13*
UA umol/L 258,17+37,28 297,00+57,83 331,50+53,34* 305,50+34,13  255,33+19,921§  335,50+39,00%# 234,33+£42,7871§A
Urea mmol/L 9,28+0,73 9,58+1,15 9,02+0,35 9,32+0,87 8,43+0,561 10,06£0,79%1§ # 8,53+0,85TA
CRE pmol/L 51,65+1,31 52,88+3,09 50,05+2,94 51,83+2,18 48,17+1,80%§ 53,58+2,491# 47,82+2,10%§A
ALB g/lL 39,33+1,63 41,4%3,05 40,33+1,97 43,33+1,35%% 41,00+2,108 41,83+1,94* 40,33+1,038
TB umol/L 2,27+0,44 1,98+0,45 2,58+0,31 1,740,7 1,72+0,48 2,3+0,88 2,03+0,48
DB pmol/L 0,38+0,12 0,36+0,17 0,40+0,13 0,35+0,05 0,38+0,08 0,45+0,08 0,30+0,09
CRP mg/L 0,17+0,05 0,18+0,04 0,08+0,08* 0,18+0,04% 0,33+0,33% 0,18+0,04% 0,200,063
Na mmol/L 158,42+1,72 165,72+3,83* 158,78+1,03+ 166,0043,71%1  159,0242,017§  165,62+3,86%+1# 158,35+4,981§#
TP g/L 71,03+2,35 75,60£5,04* 72,38+3,87 77,50+5,11* % 72,65+2,878 74,40%3,61 70,15+1,90F§
Mg mmol/L 1,82+0,12 1,80+0,29 1,78+0,17 1,78+0,16 1,72+0,10 1,82+0,18 1,75%0,05
K mmol/L 8,83+0,32 9,33+0,43 9,10+0,65 9,60+0,68* 9,15+0,38 9,66+0,30* 8,70+0,43F§A
P mmol/L 5,07+0,40 5,15+0,31 4,63+0,38%F 5,42+0,43* 4,63+0,30*5 5,51+0,331# 5,21+0,211#
Ca mmol/L 3,49+0,13 3,47£0,41 3,44+0,09 3,38+0,29 3,52+0,12 3,46+0,31 3,49+0,11
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Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna devijacija.
Alanin  aminotransferaza  (ALT),
aspartat aminotransferaza (AST),
alkalna fosfataza (ALP), amilaza
(AMY), laktat dehidrogenaza (LDH),
azot iz uree (BUN), kreatinin (CRE),
mokraéna kiselina (UA), albumin
(ALB), direktni bilirubin (DB), totalni
bilirubin (TB), c-reaktivni protein
(CRP), ukupni serumski proteini (TP),
natrijum (Na), hloridi (C),
magnezijum (Mg), kalijum (K),
neorganski fosfor (P), gvozde (Fe),
kalcijum (Ca). * + 1 §#Ap<0,05u
odnosu na 0, 0.1, 0.5, 1, 3, 7 grupu,
redom; ANOVA i Fisher's LSD post-
hoc test



4.3.3. Parametri oksidativnog statusa u serumu

U svim grupama tretiranim olovom doslo je do inhibicije aktivnosti enzima SOD (Tabela 11).
U grupama koje su tretirane dozama visim od 0,5 mg Pb/kg t.m./dan doSlo je do smanjenja nivoa Oz™
u odnosu na kontrolu. Ostale vrednosti parametara oksidativnog statusa se nisu statisticki znac¢ajno
razlikovale u odnosu na kontrolnu vrednost.

Tabela 11. Uticaj rastu¢ih doza olova na parametre oksidativnog statusa u serumu pacova nakon
subakutne oralne ekspozicije

Parametar Doza (mg Pb/kg t.m./dan)

0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15
AOPP ® medijana 33,10 26,10 32,65 30,00 31,30 34,55 34,30
(nmol/L) opseg 27,10-35,40 17,20-39,70  25,80-3550 26,00-37,40 27,70-42,00 30,40-37,70  28,80-51,50
0,2 SV 49,40 49,33 41,67* 40,00* 31,60+ 40,50* 37,00%*+
(nmol/min/L) SD 8,17 12,68 9,09 9,32 8,79 7,61 6,29
SOoDP® medijana 144,0 126,5** 135,0* 133,5** 130,5** 134,5%* 130,0**
(U/L) opseg 141,0-147,0  112,0-140,0 124,0-146,0 122,0-144,0 109,0-139,0 110,0-138,0 109,0-141,0
TOS® medijana 9,15 7,15 8,45 10,20 12,20 11,25 12,10
glqmu?\ilf_l)zoz opseg 3,60-14,00 3,20-14,60  3,50-12,60 6,50-36,20  3,00-16,10  4,70-21,60  4,60-21,50
MDA ® medijiana 3,63 4,04 3,81 4,22 3,29 3,93 3,85
(nmol/L) opseg 1,33-3,85 3,03-4,29 3,33-4,88 3,25-4,59 2,51-5,33 3,48-5,25 3,18-5,25
SHG?® mediiana 0,24 0,36 0,19 0,32 0,22 0,21 0,20
(mmol/L) opseg 0,16-0,42 0,22-0,50 0,098-0,27 0,25-0,60 0,15-0,36 0,18-0,29 0,17-0,44

Uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP), superoksid anjon radikal (O2™), superoksid dismutza (SOD), totalni
oksidativni status (TOS), malondialdehid (MDA), sulfhidrilne grupe (SHG), srednja vrednost (SV), standradna devijacija
(SD); * ¥ p <0,05; ** 1 p <0,01; *** ¥+1 p < 0,001 u odnosu na 0, 0.1, grupu, redom; 2ANOVA i Fisher's LSD post-
hoc test odnosno "Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U post-hoc test

4.3.4. Nivoi bioelemenata

U svim grupama je zapazen nizi nivo Cu u odnosu na kontrolnu (Tabela 12). PoviSeni nivoi
Zn su izmereni u grupama tretiranim dozama 3, 7 1 15 mg Pb/kg t.m./dan. Sa porastom doze zapaZen
je trend rasta nivoa Zn u krvi. U slucaju odnosa Cu/Zn zapazen je trend pada sa porastom doze.
Smanjenje nivoa Fe je zapaZeno u svim tretiranim grupama, pri ¢emu statisticki znacajno u grupama
tretiranim sa 7 i 15 mg Pb/kg t.m./dan u odnosu na kontrolu. Nivoi Mn su bili ispod limita
kvantifikacije te nisu mogli biti identifikovani.

Tabela 12. Uticaj rastuc¢ih doza olova na nivoe bioelemenata u krvi pacova nakon subakutne oralne
ekspozicije

Parametar Jedinica Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15
Cu pumol/L 25,56+3,47 18,39+3,18 20,13+3,44 16,94+4,94 20,69+4,27 14,16+5,15 14,80+6,04
* ** ***i# ***#
Zn pmol/L 76,5848,31 75,02+14,36  78,42+20,70  69,05+16,17  111,40+13,59  116,50+8,12 100,22+5,55
r11i888 111888 *18§
Cu/Zn / 0,34+0,07 0,25+0,09 0,28+0,05 0,24+0,05 0,17+0,07 0,12+0,04 0,15+0,06
* x> bl s TS bl

Fe mmol/L 6,64+0,30 5,50+0,53 7,03+1,47 6,24+1,22 5,99+0,49 5,45+1,20 5,43+0,53
+ *f *f
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. * + 1 § # A p <0,05; ** ¥+ 11 §§ ## AAp <0,01; ***
T 111 §8§ ### AMA p < 0,001 u odnosu na 0, 0.1, 0.5, 1, 3, 7 grupu, redom; ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test

30



4.3.5. Modelovanje odnosa doza-odgovor za efekte olova u krvi

Sveobuhvatan prikaz modela i rezultata dobijenih modelovanjem odnosa doza-odgovor za
efekte olova u krvi dat je u Prilogu 1 (Tabela 1 i Tabela 2). Pri modelovanju eksterne doze sa
odgovorom, dozna zavisnost je dobijena za sledeCe parametre: hemoglobin, holesterol, HDL
holesterol, kreatinin, mokra¢na kiselina, O>" i SOD u serumu, kao i za Fe, Zn, Cu u krvi (Tabela 13),
dok je u slucaju modelovanja interne doze (BLL) sa odgovorom, dozna zavisnost dobijena za
hemoglobin, holesterol, HDL holesterol, kreatinin, ureu, AOPP u serumu i Fe u krvi (Tabela 14).
Grafikoni na kojima su prikazani odnosi doza-odgovor za efekte olova na krv dobijeni metodom
usrednjavanja modela su prikazani na Slici 4 (eksterna doza-odgovor) i Slici 5 (interna doza-
odgovor).

U slu¢aju modelovanja eksternih doza olova sa odgovorom pozitivan trend odnosa doza-
odgovor je dobijen samo za Zn, dok su svi ostali parametri pratili negativan trend. Najniza BMDL je
izraCunata za smanjenje nivoa Cu, 1,4 ng Pb/kg t.m./dan Sto predstavlja kritian toksi¢an efekat
posmatraju¢i efekte olova na krv. Inhibicija aktivnosti SOD enzima je slede¢i kritican efekat sa
dobijenom BMDL vrednos¢u 0,5 pg/kg t.m./dan.

Kada je u pitanju modelovanje interne doze (BLL) sa odgovorom, dobijen je pozitivan trend
na krivoj doza-odgovor za AOPP, dok je za ostale parametre ovaj trend bio negativan. Od navedenih
promena kao toksi¢ni efekti se mogu smatrati dozno-zavisno smanjenje nivoa hemoglobina, HDL
holesterola i Fe. Najniza BMDL je izraunata za povecanje nivoa AOPP (BMDL 3,7 ng/dL). lako je
procenjeni BMDI za AOPP $irok, BMDU za ovu promenu je 9,15 ug Pb/dL $to predstavlja relativno
nizak BLL. Sli¢an, Sirok opseg BMDI je primecen za nivoe Fe, gde je dobijena druga najniZa vrednost
BMDL koja iznosi 0,006 pg Pb/dL.
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Slika 4. Graficki prikazi modelovanja odnosa eksternih doza olova i nivoa hemoglobina (A) u krvi,
holesterola (B), HDL holesterola (C), kreatinina (D), mokracne kiseline (E), superoksid dismutaze
(F), superoksid anjon radikala (G) u serumu, Zn (H), Cu (1) i Fe (J) u punoj krvi, kod pacova tretiranih
oralno sa Sest razli¢itih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je koris¢en softver PROASTweb
70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni trouglovi predstavljaju
medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.
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Slika 5. Graficki prikazi modelovanja odnosa internih doza olova (BLL, ug/dL) i nivoa hemoglobina
(A) u krvi, holesterola (B), HDL holesterola (C), kreatinina (D), uree (E), uznapredovalih proizvoda
oksidacije proteina (F) u serumu i Fe (G) u punoj krvi, kod pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza
olova tokom 28 dana. Za proracune je koris¢en softver PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode
usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni trouglovi predstavljaju medijane, dok crne tacke
predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.
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Tabela 13. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksterna doza-odgovor za efekte olova u krvi
upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz kori$¢enje metode usrednjavanja modela (model
averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(mg Pb/kg t.m./dan) (mg Pb/kg t.m./dan)
HGB 6,41 15,1 -
Holesterol 0,00405 11,3 -
CRE 7,72 16,9 -
HDL 0,0937 12,5 -
UA 0,725 11,3 -
SOD 0,000493 12,3 -
Oz 2,13e-06 0,385 -
Zn 0,00203 1,37 +
Cu 1,38e-06* 3,91 -
Fe 0,0108 11 -

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), hemoglobin
(HGB), kreatinin (CRE), HDL holesterol (HDL), mokrac¢na kiselina (UA), superoksid dismutaza (SOD), superoksid anjon
radikal (Oz"), cink (Zn), bakar (Cu), gvozde (Fe); * najniza BMDL

Tabela 14. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa internih doza (BLL, pg/dL)-odgovor za efekte
olova u krvi pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode usrednjavanja
modela (model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(ug Pb/dL) (ug Pb/dL)
HGB 5,77 17,9 -
Holesterol 0,223 14 -
CRE 0,000561 31 -
HDL 1,29 12,8 -
Urea 3,68 29,7 -
AOPP 3,69e-06* 9,15 +
Fe 0,00596 11,3 -

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), hemoglobin
(HGB), kreatinin (CRE), nivoi olova u krvi (BLL), HDL holesterol (HDL), uznapredovali produkti oksidacije proteina
(AOPP), gvozde (Fe), * najniza BMDL
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4.4. Efekti na hormonski status
4.4.1. Nivoi tiroidnih hormona i testosterona

Tretman olovom doveo je do snizenja nivoa testosterona u serumu pacova pri ¢emu je
statisticki znacajno smanjenje dobijeno u grupama tretiranim sa dozama viS§im od 0,1 mg Pb/kg
t.m./dan (Tabela 15). Zapazen je trend porasta nivoa tiroidnih hormona, pre svega T4 fT4, koji su bili
statisticki znacajno visi u grupama Pb1l i Pb15.

Tabela 15. Uticaj rastucih doza olova na nivoe tiroidnih hormona i testosterona u serumu pacova
nakon oralne subakutne ekspozicije

Hormon Doza (mg Pb/kg t.m./dan)

0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15
T3P medijana 1,62 1,78 1,67 2,02 1,88 1,82 1,84
pmol/L opseg 1,57-2,07 1,68-1,99 154-1,97 1,47-231 167-2,14 1,61-2,13 1,77-1,93
Ta? SV 66,02 67,53 66,14 83,73*%+% 76,48 75,71 82,92%+%
pmol/L SD 11,53 13,28 8,706 20,09 7,394 11,33 7,070
fTs? SV 5,89 6,24 5,85 6,907 6,44 6,32 6,11
nmol/L SD 0,72 0,43 0,30 0,8693 0,77 1,09 0,21
T, SV 25,45 26,60 26,72 32,86* 28,88 28,38 32,21*
nmol/L SD 3,120 5,158 2,979 7,927 2,844 4,135 3,860
Testosteron?® SV 5,53 3,90 2,92%* 3,35* 1,63%*%*+ 2,40** 1,23*1§
ng/ml SD 2,67 1,81 0,64 1,55 0,75 0,65 0,39

*TL§H#EAP<O0,05; % *+1 L 1§§ ## AA P <0,01; *** +7+ 1 11§§§ ##AAA p <0,001; uodnosu na0,0.1,05,1, 3,7
grupu, redom; 2ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test odnosno °Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U post-hoc test

4.4.2. Modelovanje odnosa doza-odgovor za efekte olova na nivoe tiroidnih hormona i
testosterona u serumu

Prilikom modelovanja odnosa eksternih doza olova i nivoa hormona, dobijena je dozna
zavisnost za testosteron, sa najnizom BMDL vredno$¢u (BMDL: 1,1e-06 mg Pb/kg t.m./dan), zatim
T4 (BMDL: 0,00026 mg Pb/kg t.m./dan) i fT4 (4,6e-05 mg Pb/kg t.m./dan), dok je u slucaju
modelovanja internih doza olova (BLL) i nivoa hormona dobijena dozna zavisnost samo za
testosteron (BMDL.: 1,8e-06 g/dL). Prikaz modela i rezultata dobijenih modelovanjem odnosa doza-
odgovor dat je u Tabeli 16 i Tabeli 17, detaljan prikaz u Prilogu 1 Tabeli 3, dok je graficki prikaz dat
na Slici 6. Za nivoe ostalih ispitivanih hormona u serumu nije dobijena dozna zavisnost.
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Slika 6. Graficki prikazi modelovanja odnosa eksternih doza olova i nivoa testosterona (A), T4 (B) i
fT4 (C) u serumu pacova; Graficki prikazi modelovanja odnosa internih doza olova (BLL, pg/dL) i
nivoa testosterona (D) u serumu pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza olova tokom 28 dana. Za
proracune je koris¢en softver PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200
iteracija. Crveni trouglovi predstavljaju medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za
svaku iteraciju.
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Tabela 16. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksternih doza olova-odgovor za efekte olova
na hormone u serumu pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode
usrednjavanja modela (model averaging)

Hormon BMDL BMDU Trend
(mg Pb/kg t.m./dan) (mg Pb/kg t.m./dan)

Testosteron 1,07e-06* 0,243 -

T4 0,00256 7.4 +

fT4 4,6e-05 9,92 +

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark dose (BMDU), * najniza BMDL

Tabela 17. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa internih doza olova (BLL, pug Pb/dL)-odgovor
za efekte olova na hormone u serumu pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koris¢enje
metode usrednjavanja modela (model averaging)

Hormon BMDL BMDU Trend
(ug Pb/dL) (ug Pb/dL)
Testosteron 1,82e-06 3,45 -

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU)
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4.5. Efekti na jetru
4.5.1. Parametri oksidativnog statusa

U grupama pacova koje su tretirane olovom zapazen je porast nivoa AOPP (Tabela 18). U
tretiranim grupama zapaza se indukcija aktivnosti enzima SOD, sa najviSim porastom u grupi
tretiranom najvisom dozom (15 mg Pb/kg t.m./dan). Nivo MDA je bio nesto nizi u grupama Pb0.1 i
Pb0.7 u odnosu na kontrolu. Kod ostalih parametara nije uoCena statisticki znaCajna promena u
odnosu na kontrolnu grupu.

Tabela 18. Uticaj rastu¢ih doza olova na parametre oksidativhog statusa u jetri pacova nakon
subakutne oralne ekspozicije

Parametar Doza (mg Pb/kg t.m./dan)

0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15
AOPP @ sV 21,80 24,25 23,10 28,00%** 24,60# 27,05%*% 23,60#A
(umol/g protein) SD 6,20 7,50 7,30 9,40 2,70 4,70 3,80
0,2 sV 32,89 36,47 36,51 34,90 38,07 33,88 39,05
(nmol/min/g SD 2,73 3,98 591 3,04 1,89 3,75 7,73
protein)
SoDp? sV 5,753 10,44*** 7,29+ 7,30% 10,31%%1§ RN 13,28%**+1§# A
(U/g protein) SD 2,63 3,26 2,92 0,94 2,37 0,55 0,44
TOS® medijana 2,99 3,35 3,54 2,26 3,52 3,51 2,92
(umol H,O; Equiv.  opseg 1,95 2,22 1,43 1,43 2,10 0,44 3,60
/g protein)
MDA 2 sV 0,2100 0,1517* 0,246711 0,1717% 0,2250++§ 0,1567*+11# 0,23118§A
(nmol/g protein) SD 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,04 0,06
SHG?® medijana 0,090 0,100 0,095 0,110 0,110 0,095 0,115
(mmol/g protein) opseg 0,040 0,140 0,080 0,030 0,020 0,050 0,070

Uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP), superoksid anjon radikal (O2™), superoksid dismutaza (SOD), totalni
oksidativni status (TOS), malondialdehid (MDA), sulfhidrilne grupe (SHG), srednja vrednost (SV), standardna devijacija
(SD); *+ 1 §# Ap<0,05 ** 1+ 11 §§ ## AA p < 0,01, *** ¥+ 11f §§§ ### AAA p < 0,001 u odnosu na 0, 0.1, 0.5, 1,
3, 7 grupu, redom; *ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test odnosno °Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U post-hoc test

4.5.2. Nivoi bioelemenata

Nakon analize bioelemenata u jetri, moze se zapaziti trend pada nivoa Cu sa najnizom
vredno$c¢u u najvisoj doznoj grupi. Statisti¢ki znacajno niZi nivoi Cu su primeceni kod grupa Pb0.5 1
viSim. Kod ostalih vrednosti nivoa bioelemenata u jetri (Zn, Fe, Mn) nije uocena statisticki znacajna
razlika u odnosu na kontrolnu vrednost (Tabela 19).
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Tabela 19. Uticaj rastu¢ih doza olova na nivoe bioelemenata u jetri pacova nakon subakutne oralne

ekspozicije
Metal Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
(1g/g)
0 0.1 0.5 1 3 7 15
(kontrola)

Cu SV 2,58 2,11 1,94* 1,78** 1,73** 1,68*** 1,29%**¢+11
SD 0,39 0,19 0,26 0,59 0,26 0,59 0,52

Zn sV 25,22 27,58 24,60 26,71 23,28 26,67 22,24
SD 2,244 1,637 2,131 5,554 2,557 5,866 4,485

Fe sV 88,19 103,5 92,85 92,79 76,5711 103,1# 86,89
SD 8,116 13,01 17,74 23,04 8,890 13,83 19,49

Mn sV 4,21 4,77 2,07+ 2,49 2,15 5,601 §# 2,70A
SD 1,38 1,22 1,19 1,52 1,37 2,42 1,19

Srednja vrednost (SV), standardna devijacija (SD), * 7 £ § # A p < 0,05; ** 1 11 88 ## AA p < 0,01; *** 111 i} 888
### AAA p < 0,001; uodnosuna0, 0.1, 0.5, 1, 3, 7 grupu, redom; ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test
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4.5.3. Patohistoloske promene

Histoloskim pregledom tkiva jetre pacova tretiranih grupa nije uocena znacajna razlika u
odnosu na kontrolnu grupu. Preseci tkiva jetre prikazani su na Slici 7.

A B C

Slika 7. Histoloski prikaz jetre u (A) kontrolnoj, (B) Pb0.1, (C) Pb0.5, (D) Pbl, (E) Pb3, (F) Pb7, (G)
Pb15 grupi pacova tretiranih subakutno rastu¢im dozama olova, dobijenih uz upotrebu Haematoxylin-
Eosin bojenja

4.5.4. Modelovanje odnosa doza-odgovor za efekte olova u jetri

Na Slici 8 predstavljeno je modelovanje odnosa doza olova sa odgovorom za efekte na jetru.
Uocena je dozna zavisnost za AOPP (eksterna doza-odgovor, BMDL.: 0,00025 mg Pb/kg t.m./dan) i
Cu (eksterna doza-odgovor, BMDL: 2,7e-06 mg Pb/kg t.m./dan; interna doza (BLL)-odgovor,
BMDL.: 1,4e-05 pg/dL; Interna doza (ng Pb/g jetre)-odgovor, BMDL.: 2,4e-06 ng Pb/g). Detaljan
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prikaz modela i parametara modelovanja dat je u Prilogu 1 Tabeli 4, dok su BMD vrednosti prikazane

tabelarno (Tabela 20, 21, 22).
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Slika 8. Graficki prikazi modelovanja odnosa eksternih doza olova i nivoa AOPP (A), Cu (B) u jetri
pacova; Graficki prikazi modelovanja odnosa internih doza olova (BLL) i nivoa Cu u jetri pacova
(C); Graficki prikazi modelovanja odnosa internih doza olova (ng/g jetre) i nivoa Cu u jetri pacova
(D) tretiranih sa Sest razli¢itih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je koris¢en softver
PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni trouglovi
predstavljaju medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.
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Tabela 20. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksternih doza olova-odgovor za efekte olova
na jetru pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz kori§¢enje metode usrednjavanja modela
(model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(mg Pb/kg t.m./dan) (mg Pb/kg t.m./dan)

AOPP 0,000248 13,4 +

Cu 2,66e-06* 0,327 -

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), uznapredovali
produkti oksidacije proteina (AOPP), *najniza BMDL

Tabela 21. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa internih doza olova (BLL)-odgovor za efekte
olova na jetru pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koris¢enje metode usrednjavanja
modela (model averaging

Parametar BMDL BMDU Trend
(ug Pb/dL) (ug Pb/dL)
Cu 1,39e-05 6,39 -

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU)

Tabela 22. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa internih doza olova (ng Pb/g jetre)-odgovor za
efekte olova na jetru pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koris¢enje metode
usrednjavanja modela (model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(ng Pb/g) (ng Pb/g)
Cu 2,37e-06 102 -

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU)
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4.6. Efekti na bubrege
4.6.1. Parametri oksidativnog statusa

Kod svih tretiranih grupa doslo je do inhibicije aktivnosti enzima SOD u bubrezima (Tabela
23). Blago smanjenje nivoa MDA i O;" primeceno je kod pojedinih tretiranih grupa. Ostali parametri
oksidativnog statusa su ostali nepromenjeni u odnosu na kontrolnu vrednost.

Tabela 23. Uticaj rastu¢ih doza olova na parametre oksidativnog statusa u bubrezima pacova nakon
subakutne oralne ekspozicije

Parametar Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15
AOPP ? SV 6,75 6,04 4,66 6,86 5,56 7,40 571
(umol/ g SD 121 1,26 0,817 0,74 1,06 2,20 1,57
protein)
02~ SV 34,91 35,24 33,61 27,13%*%+1% 33,64 29,13%%++ 33,878A
(nmol/min/g SD 3,60 6,01 4,70 1,56 9,782 4,69 5,75
protein)
SOD? SV 13,56 9,205* 10,64 7,204** 7,182** 7,446%* 8,099**
(U/g) sSD 0,95 2,36 3,44 2,80 4,24 2,53 3,23
TOS® SV 3,30 3,30 3,60 311 3,84 3,35 3,78
(numol H;O, SD 0,38 0,37 0,34 0,20 0,41 0,71 0,66
Equiv./g protein)
MDA @ SV 1,659 1,418 1,021** 0,726*** 1,103* 0,692*** 1,139*
(nmol/g protein) SD 0,324 0,371 0,229 0,553 0,315 0,144 0,224
SHG?® medi 0,084 0,095 0,072 0,089 0,086 0,110 0,088
jana
(mmol/g protein)  opse 0,07-0,10 0,06- 0,05-0,08 0,07-0,13 0,06-0,09 0,10-0,19 0,05-0,09
g 0,11

Uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP), superoksid anjon radikal (O2™), superoksid dismutaza (SOD), totalni
oksidativni status (TOS), malondialdehid (MDA), sulfhidrilne grupe (SHG), srednja vrednost (SV), standardna devijacija
(SD); * T 1 §# Ap<0,05 ** ¥+ 11 §§ ## AA P < 0,01, *** ++7 111 §§§ ### AAA p < 0,001 u odnosu na 0, 0.1, 0.5, 1,
3, 7 grupu, redom; 2ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test, °Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U post-hoc test

4.6.2. Nivoi bioelemenata

Nije zapazena promena u nivou bioelemenata u tkivu bubrega tretiranih pacova u odnosu na
kontrolnu grupu (Tabela 24).

Tabela 24. Uticaj rastuc¢ih doza olova na nivoe bioelemenata u bubrezima pacova nakon subakutne
oralne ekspozicije

Metal Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
(ug/g)
0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15
Cu SV 1,79 1,65 1,88 1,36 2,04 1,38 1,43
SD 0,82 0,58 0,52 0,62 0,78 0,49 0,35
Zn SV 9,48 8,52 10,27 8,91 11,87 8,025 7,969
SD 4,22 2,84 2,92 4,34 3,29 2,51 0,67
Fe SV 5,155 6,074 8,935 5,28 8,38 6,143 5,52
SD 1,59 2,13 3,99 2,35 2,80 2,25 1,88
Mn Y 3,47 1,95 2,41 3,13 2,86 2,40 2,62
SD 1,52 0,98 0,33 1,24 1,48 0,58 0,98

Srednja vrednost (SV), standardna devijacija (SD) ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test
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4.6.3. PatohistolosSke promene

Histoloskim pregledom tkiva bubrega pacova tretiranih grupa nije uocena znacajna razlika u
odnosu na kontrolnu grupu. Preseci tkiva bubrega prikazani su na Slici 9.

Slika 9. Histoloski prikaz bubrega u (A) kontrolnoj, (B) Pb0.1, (C) Pb0.5, (D) Pbl, (E) Pb3, (F) Pb7,
(G) Pbl5 grupi pacova tretiranih subakutno rastu¢im dozama olova, dobijenih uz upotrebu
Haematoxylin-Eosin bojenja

4.6.4. Modelovanje odnosa doza-odgovor za efekte olova u bubrezima

Modelovanjem odnosa eksternih doza-odgovor za efekte olova u bubrezima dobijena je dozna
zavisnost za aktivnost SOD (Slika 10), dok za sve ostale parametre modelovanjem odnosa doza-
odgovor nije dobijena dozna zavisnost. Modelovanjem internih doza-odgovor nije dobijena dozna
zavisnost za ispitivane parametre. Prikaz rezultata modelovanja dat je u Tabeli 25, a detaljan prikaz
u Prilogu 1 Tabeli 5.
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Slika 10. Grafic¢ki prikazi modelovanja odnosa eksternih doza olova i nivoa SOD u bubrezima pacova
tretiranih sa Sest razli¢itih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je korisc¢en softver PROASTweb
70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni trouglovi predstavljaju
medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.

Tabela 25. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksterne doze olova-odgovor za efekte olova na
bubrege pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode usrednjavanja modela
(model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(mg Pb/kg t.m./dan) (mg Pb/kg t.m./dan)
SOD 1,27e-06 4,12 -

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), superoksid
dismutaza (SOD)
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4.7. Efekti na mozak
4.7.1. Aktivnost enzima acetilholinesteraze

StatistiCki znacajno smanjenje aktivnosti enzima acetilholinesteraze u odnosu na kontrolu je
zapazeno kod grupa tretiranih dozama olova nizim od 7 mg Pb/kg t.m./dan (-28%, -51%, -27% i -
42% za grupe Pb 0.1, 0.5, 1, 3, redom) (Slika 11). U sluéaju tretmana sa dozama 7 i 15 mg Pb/kg
t.m./dan, nije doslo do promene u aktivnosti enzima.

B
HHHHESHA A
— 4-
5 *%
**:t

< 2- i

0- T

Qbo

Doza (mg Pb/kg t.m./dan)

Slika 11. Uticaj rastu¢ih doza olova na aktivnost enzima acetilholinesteraze u mozgu pacova nakon

subakutne oralne ekspozicije
*TIS§HAP<0,05 ¥ 7 11 §§ ## AA P <0,01; *** §+7 111 §§§ ### AAA p < 0,001 u odnosu na kontrolu, 0.1, 0.5, 1,
3,7 grupu, redom; ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test

4.7.2. Parametri oksidativnog statusa

Uoceno je znacajno povecéanje nivoa Oz u mozgu kod pacova tretiranih sa 3, 7 1 15 mg Pb/kg
t.m./dan u poredenju sa vrednos¢u u kontroli (Tabela 26). Najvisi nivo O™ je izmeren u mozgu
pacova tretiranim najviSom dozom, koji se statisticki znacajno razlikovao u odnosu na sve ostale
grupe. Aktivnost SOD znacajno je smanjena u svim tretiranim grupama u odnosu na kontrolu, s tim
da nije bilo statisticki znacajne razlike u aktivnosti SOD izmedu grupa tretiranih olovom. Samo u
grupi Pb1 primeéeno je znacajno povecanje nivoa MDA u poredenju sa vredno$c¢u u kontrolnoj grupi.
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Tabela 26. Uticaj rastu¢ih doza olova na parametre oksidativnog statusa u mozgu pacova nakon
subakutne oralne ekspozicije

Parametar Doza (mg Pb/kg t.m./dan)

0

(kontrola) 0.1 0.5 1 3 15
AOPP Y, 17,87 18,57 18,67 19,02 20,17 20,95 20,79
(nmol/g ) 3,08 430 1,44 2,15 0,46 2,38 2,52
protein)
0,2 Y, 15,60 14,50 16,04 18,51 20,28+ 2121%  2336%%iHiti§
(umol/ o 19,01 13,95 6,44 11,19 7,23 8,21 3,46
min/g protein)
SOD @ sv 21,91 14,28%%%  12,93%%x 15,00%%%  12,18%** 15,44%%  13,06%**
(Ulg protein)  SD 2,43 4,08 2,42 2,374 2,78 3,86 0,76
TOS?® sV 1,14 1,61 1,46 1,902 2,36 1,95 2,20
(pmol H:0,/g oy 0,56 1,14 0,56 0,54 0,33 057 0,48
protein)
MDA @ sV 4,66 477 4,45 6,13*1f  3,98888 373888 4,3488
(nmol/g sD 0,86 1,36 051 0,98 0,38 0,78 0,24
protein)
SHG® medijana 0,05 0,06 0,06 0,06 0,05 0,05 0,05
(mmol/g opseg 0,04 0,02 0,03 0,03 0,02 0,05 0,02
protein)

Uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP), superoksid anjon radikal (O2"), superoksid dismutza (SOD), totalni
oksidativni status (TOS), malondialdehid (MDA), sulfhidrilne grupe (SHG), srednja vrednost (SV), standardna devijacija
(SD); *+ 1 §# Ap<0,05 ** +1 11 §§ ## AAp <0,01; *** 47 £11 §§§ ### AAA p < 0,001 u odnosu na 0, 0.1, 0.5, 1,
3, 7 grupu, redom; 2ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test

4.7.3. Nivoi bioelemenata

U grupama tretiranim dozama ve¢im od 0,5 mg Pb/kg t.m./dan primecen je trend povecanja
nivoa Zn u mozgu (Tabela 27). Nivo Fe u mozgu bio je nizi u svim tretiranim grupama u poredenju
sa kontrolnom vrednos¢u, ali statisticki znacajno samo u grupama Pb0.1, Pbl, Pb7 i Pb15. Nije bilo
znacajnih promena u nivoima Cu i Mn u mozgu izmedu grupa.

Tabela 27. Uticaj rastuc¢ih doza olova na nivoe bioelemenata u mozgu pacova nakon subakutne oralne

ekspozicije
?ﬁgfg‘; Doza (mg Pbikg t.m./dan)
0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15

Cub Mediana 1,90 2,15 1,86 1,01 1,97 2,06 1,99
Opseg 1,63-2,28 1,99-230  1,75-1,98  1,84-235  184-214 1,78-210  1,67-3,03

Zna Y, 10,1 11,2 10,3 12,9%+1% 12,9%+11 12,3%} 11,184
) 0,53 0,76 0,99 1,00 1,26 2,81 0,42

Feb Mediana 12,27 8,80% 11,20 6,70% %1} 10,50888 8,54%1#  7,76%*1#
Opseg 11,21-14,89 6,78-10,50  861-14,85  4,55-9,63  10,00-13,89  474-999  6,18-9,91

Mn b Mediana 4,19 4,00 2,39 4,46 1,99 3,14 3,39
Opseg 1,60-6,30 1,28-498  191-341 344533  1,89-4,99 1,82-526  2,06-6,38

*+T L §HAP<O0,05; % 1 11 §§ ## AA p < 0,01; *** 1+ £11 §§§ ### AAA p < 0,001 u odnosu na 0, 0.1, 05,1, 3,7
grupu, redom; 2ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test odnosno °Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U post-hoc test
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4.7.4. Patohistoloske promene

Histoloski pregled mozdanog tkiva pokazao je patoloSke promene kod pacova tretiranih
najviSom dozom (15 mg Pb/kg t.m./dan) (Slika 12), dok u ostalim grupama nije bilo histoloskih
promena (slike B, C, D, E, F). U najviSoj doznoj grupi (Slika 12, G i H) uocava se distorzija oblika
Purkinjeovih celija (skupljanje i deformacija jedra). Moze se videti blaga do umerena kondenzacija
hromatina i pojava perinuklearnog ,,haloa“. Raspored Purkinjeovih ¢elija je takode izmenjen i moze
se primetiti veliki razmak izmedu susednih Purkinjeovih c¢elija.

A B C

Slika 12. Histoloski prikaz mozga u (A) kontrolnoj, (B) Pb0.1, (C) Pb0.5, (D) Pbl, (E) Pb3, (F) Pb7,
(G, H) Pbl5 grupi pacova tretiranih subakutno rastu¢im dozama olova, dobijenih uz upotrebu
Haematoxylin-Eosin bojenja.

Tri sloja cerebelarne kore pacova gledano od spolja ka unutra; spolja$nji molekularni sloj (ML), sloj Purkinjeovih ¢elija
(PL) koji je formiran od jednog sloja Purkinjeovih ¢elija (PC) i unutrasnji sloj granularnih ¢elija (GL) formiran od évrsto
zbijenih malih zrnastih celija. Mikroskopska analiza mozga pacova u kontrolnoj grupi (A) i grupi Pb15 (G, H). (G)
Nefizioloski oblik Purkinje celija moze se primetiti sa smanjenim i hiperhromati¢nim jedrom. Predstavljeni su
perinuklearni oreoli oko Purkinjeovih celija (crvene strelice). (H) Sirok razmak izmedu Purkinjeovih celija sa
izobli¢enjem njihovog oblika (hiperhromati¢no jedro nepravilnog oblika).
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4.7.5. Modelovanje odnosa doza-odgovor za efekte olova u mozgu

Modelovanjem odnosa eksternih doza olova sa odgovorom dobijena je dozna zavisnost za
AOPP (BMD: 0,0082 mg Pb/kg t.m./dan), TOS (BMD: 4,5e-06 mg Pb/kg t.m./dan), O, (BMD: 5,2e-
06 mg Pb/kg t.m./dan) i Zn (BMD: 6,3e-06 mg Pb/kg t.m./dan) pri ¢emu je trend promene bio
pozitivan (Slika 13 A.B.C.D.). U svim ostalim slu¢ajevima eksterni odnos doza-odgovor nije utvrden.
Najniza vrednost BMDL dobijena je za TOS (BMD: 4,5e-06 mg Pb/kg t.m./dan).

Modelovanjem odnosa internih doza olova (BLL, pg/dL) sa odgovorom, dobijena je dozna
zavisnost samo za O." (BMD: 3e-06 pg Pb/dL) (Slika 13 E.), pri ¢emu je trend bio pozitivan.
Sveobuhvatan detaljan prikaz modela i rezultata dobijenih modelovanjem odnosa doza-odgovor za
efekte olova u mozgu pacova dat je u Prilogu 1 Tabeli 6, dok je prikaz BMD dat u Tabelama 28 i 29.
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Slika 13. Graficki prikazi modelovanja odnosa eksternih doza olova i nivoa AOPP (A), Zn (B), 02"
(C) i TOS (D) u mozgu pacova; Graficki prikazi modelovanja odnosa internih doza olova (BLL) i
nivoa Oz (E) u mozgu pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je
korisc¢en softver PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni
trouglovi predstavljaju medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.
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Tabela 28. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksterne doze olova-odgovor za efekte olova u
mozgu pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode usrednjavanja modela
(model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(mg Pb/kg t.m./dan) (mg Pb/kg t.m./dan)

AOPP 0,00082 6,96 +

TOS 4,49e-06* 0,48 +

Oz~ 5,17e-06 1,51 +

Zn 6,27e-06 12,6 +

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), uznapredovali
produkti oksidacije proteina (AOPP), superoksid anjon radikal (O2"), totalni oksidativni status (TOS), cink (Zn), *najniza
BMDL

Tabela 29. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa internih doza olova (BLL, pg/dL)-odgovor za
efekte olova u mozgu pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode
usrednjavanja modela (model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(ng Pb/dL) (ug Pb/dL)
Oz 3,05e-06 5,37 +

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), superoksid anjon
radikal (O2™)
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4.8. Efekti na srce
4.8.1. Parametri oksidativnog statusa

U svim tretiranim grupama nivoi O™ su bili poviseni u poredenju sa vredno$¢u u kontrolnoj
grupi, s tim da je statisticki znacajno povecéanje zabelezeno samo u grupi pacova tretiranih najviSom
dozom od 15 mg Pb/kg t.m./dan (Tabela 30). U grupi Pb15 zabelezen je statisticki znacajno visi nivo
MDA u odnosu na kontrolu. Vise vrednosti SHG izmerene su u srcu pacova tretiranih najnizom
dozom, dok je u ostalim viS§im doznim grupama zabelezen blagi porast nivoa SHG koji nije bio tako
izrazen kao u grupi Pb0.1.

Tabela 30. Uticaj rastu¢ih doza olova na parametre oksidativnog statusa u srcu pacova nakon
subakutne oralne ekspozicije

Parameter Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
0 0.1 0.5 1 3 7 15

(kontrola)
AOPP medijana 3,67 3,82 3,98 4,47 4,43 4,64 3,13
(nmol/g protein) opseg 1,93 9,81 512 4,93 4,41 4,02 4,74
0,2 SV 10,31 13,34 10,85 12,77 12,83 12,43 13,39*
(nmol/min/g SD 1,33 1,33 1,12 1,61 2,93 1,88 1,39
protein)
SOD 2 SV 13,58 10,50 12,06 12,31 12,29 11,14 13,72
(U/g protein) SD 2,87 2,68 3,03 2,02 3,67 2,92 3,99
TOS?2 SV 4,09 3,29 3,31 4,00 3,83 4,47 4,20
(umol H20:2 Eq./g SD 0,43 0,83 1,01 0,84 0,44 0,95 1,11
protein)
MDA @ SV 0,1608 0,2638 0,2060 0,2780  0,2721 0,2487 0,4036%**1A
(nmol/g protein) SD 0,0328 0,0408 0,0300 0,0647  0,0791 0,0491 0,1503
SHG? sV 0,0695 0,1143*  0,05237f 0,0955  0,0782  0,06697 0,0836
(mmol/g protein) SD 0,0057 0,0361 0,0143 0,0304  0,0205 0,0116 0,0184

Uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP), superoksid anjon radikal (O2™), superoksid dismutaza (SOD), totalni
oksidativni status (TOS), malondialdehid (MDA), sulfhidrilne grupe (SHG), srednja vrednost (SV), standardna devijacija
(SD); * 1 Ap<0,05uodnosuna0,0.1,0.5, 7 grupu redom, ** p < 0.01; *** p < 0.001 u odnosu na kontrolu; *ANOVA
i Bonfferoni post-hok test; ® Kruskal-Wallis test i Mann-Whitney U post-hoc test

4.8.2. Nivoi bioelemenata
Nije bilo statisticki znacajnih promena u nivou esencijalnih metala (Cu, Zn, Fe) u srcu (Tabela

31). Visi nivoi Mn su dobijeni u srcu u grupama Zivotinja tretiranih sa 1 i 7 mg Pb/kg t.m./dan u
poredenju sa kontrolnom grupom.
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Tabela 31. Uticaj rastu¢ih doza olova na nivoe bioelemenata u srcu pacova nakon subakutne oralne
ekspozicije

m;}g; Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
0 0.1 0.5 1 3 7 15
(kontrola)
Cub medijana 4,11 491 4,02 4,78 5,08 4,67 4,32
opseg 3,97-4,13 4,40-5,13 2,88-4,42 4,36-5,11 4,06-5,47 4,07-4,76 3,52-6,92
Zn?® medijana 17,00 16,03 16,03 16,60 16,62 16,86 15,55
opseg 15,42-17,67 15,01-16,87 15,80-17,39 15,98-17,64 16,50-19,77 16,25-19,16 11,44-24,02
Feb medijana 57,44 55,95 51,93 54,31 52,69 53,81 50,58
opseg 52,67-60,26 50,45-68,01 48,24-59,61 26,61-82,69 43,88-58,30 52,18-68,16 37,87-91,22
Mn 2 sV 2,91 4,12 3,64 6,26** 2,6188 5,82*## 3,2688A
SD 1,93 1,21 0,83 1,01 0,727 1,57 1,29

*8# Ap<0,05; ** 8§ ## AA p <0.01 u odnosu na 0, 1, 3, 7 grupu, redom; 2ANOVA i Bonfferoni post-hoc test; ® Kruskal-
Wallis i Mann-Whitney U post-hoc test

4.8.3. Modelovanje odnosa doza-odgovor za efekte olova u srcu

Prilikom modelovanja odnosa eksterna doza-odgovor pokazana je dozna zavisnost za
vrednosti MDA u srcu pri ¢emu je dobijena BMDL iznosila 2,2e-0.6 mg Pb/kg t.m./dan (Slika 14).
Modelovanje odnosa interna doza (BLL)-odgovor pokazalo je doznu zavisnost za MDA (BMDL.: 0,4
pg Pb/dL) i nivo Cu (0,081 pg Pb/dL) u srcu (Slika 15). U drugom sluc¢aju kad je kao interna doza
posmatran nivo Pb u srcu, modelovanje odnosa interna doza-odgovor je pokazalo doznu zavisnost za
nivo SHG (BMDL: 1e-06 ng Pb/g) (Slika 16). Sveobuhvatan detaljan prikaz modela i rezultata
dobijenih modelovanjem odnosa doza-odgovor dat je u Prilogu 1 Tabeli 7, dok su vrednosti BMD
prikazane u tabelama 32, 33 i 34. Za ostale ispitivane parametre u srcu nije dobijena dozna zavisnost.
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Slika 14. Graficki prikazi modelovanja odnosa eksternih doza olova i nivoa MDA u srcu pacova
tretiranih sa Sest razlicitih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je koris¢en softver PROASTweb
70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni trouglovi predstavljaju
medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.
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Slika 15. Graficki prikazi modelovanja odnosa nivoa olova u krvi (BLL, pg/dL) i nivoa MDA (A) i
Cu (B) kod pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je koris¢en
softver PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni
trouglovi predstavljaju mediane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.
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Slika 16. Grafi¢ki prikazi modelovanja odnosa internih doza olova (nivoi olova u srcu, ng/g) i nivoa
SHG kod pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je koriscen
softver PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni
trouglovi predstavljaju mediane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.
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Tabela 32. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksterne doze olova-odgovor za efekte olova na
srce pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode usrednjavanja modela
(model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(mg Pb/kg t.m./dan) (mg Pb/kg t.m./dan)
MDA 0,000248 1,76 +

Doniji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), malondialdehid
(MDA)

Tabela 33. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa internih doza olova (BLL, pg/dL)-odgovor za
efekte olova na srce pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode
usrednjavanja modela (model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(ug Pb/dL) (ug Pb/dL)

MDA 0,398 8,89 +

Cu 0,081 14,8 +

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), malondialdehid
(MDA), bakar (Cu)

Tabela 34. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa internih doza olova (ng Pb/g srca)-odgovor za
efekte olova na srce pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koris¢enje metode
usrednjavanja modela (model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(ng Pb/g) (ng Pb/g)
SHG 1e-06 5,31 +

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), sulfhidrilne grupe

(SHG)
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4.9. Efekti na testise
4.9.1. Nivoi bioelemenata

U grupama tretiranim dozama viSim od 0,5 mg Pb/kg t.m./dan zapazaju se visi nivoi Zn u
testisima u odnosu na kontrolnu vrednost (Tabela 35). Statisticki znac¢ajno povecanje Cu i Smanjenja
Mn primeceno je u svim tretiranim grupama u poredenju sa kontrolnom grupom. Nije bilo statisticki
znacajnih razlika u nivou Fe izmedu grupa.

Tabela 35. Uticaj rastu¢ih doza olova na nivoe bioelemenata u testisima pacova nakon subakutne
oralne ekspozicije

m;}g; Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
(kon?rola) 0.1 0.5 1 3 7 15
Cu SV 0,37 1,38*** 1,24%** 1,13*** 1,26*** 1,03*** 1,303***
SD 0,19 0,16 0,40 0,26 0,16 0,19 0,19
Zn SV 21,60 23,77 23,32* 24,78* 24,39* 24,04* 23,70*
SD 1,04 1,73 0,39 1,02 2,08 0,91 1,19
Fe SV 14,36 16,99 13,51 14,58 14,03 17,42 13,82
SD 2,65 2,79 2,87 2,56 1,47 3,50 1,97
Mn SV 6,90 0,81*** 0,85*** 1,31%** 0,27*** 1,75%** 0,41%**
SD 2,71 0,85 2,03 0,88 0,48 1,04 0,44

Srednja vrednost (SV), standardna devijacija (SD); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, u odnosu na kontrolnu grupu;
ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test
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4.9.2. Patohistoloske promene

Histoloski pregled tkiva testisa pokazao je da nema promena u strukturi testisa kod pacova
tretiranih olovom u odnosu na kontrolnu grupu pacova (Slika 17).

Slika 17. Histoloski prikaz testisa u (A) kontrolnoj, (B) Pb0.1, (C) Pb0.5, (D) Pbl, (E) Pb3, (F) Pb7,
(G) Pbl5 grupi pacova tretiranih subakutno rastu¢im dozama olova, dobijenih uz upotrebu
Haematoxylin-Eosin bojenja
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4.9.3. Modelovanje odnosa doza-odgovor za efekte olova u testistima

Modelovanjem odnosa doza-odgovor dobijena je dozna zavisnost eksterno primenjenih doza
olova i nivoa Zn (BMD: 0,004 mg Pb/kg t.m./dan) pri ¢emu je trend efekta bio pozitivan (Slika 18).
U svim ostalim slu¢ajevima nije dobijena dozna zavisnost. Detaljan prikaz modela i parametara
modelovanja dat je u Prilogu 1 Tabeli 8, dok je prikaz BMD vrednosti dat u Tabeli 36.

bootstrap curves
based on model averaging

warsion: 70.1

madal avaraging rasuls
diypa 1

salactad a

dosa scaling: 1
canilaval: 0.8
numbear of runs: 200
CES 005

8MD Cl

0.004 197

1.40 1.45

1.35

log10-Zn.mca.g

1.30
1

1.25
1

log10-dose

Slika 18. Graficki prikazi modelovanja odnosa eksternih doza olova i nivoa Zn u testisima pacova
tretiranih sa Sest razli¢itih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je kori$¢en softver PROASTweb
70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni trouglovi predstavljaju
medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.

Tabela 36. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksternih doza olova-odgovor za efekte olova u
testisima pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koris¢enje metode usrednjavanja modela
(model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(mg Pb/kg) (mg Pb/kg)
Zn 0,004 19,7 +

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), cink (Zn)
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4.10. Efekti na slezinu
4.10.1. Nivoi bioelemenata

Analizom rezultata dobijenih merenjem bioelemenata pokazano je da tretman olovom nije
doveo do razlike u nivoima Cu, Zn, Mn i Fe u slezini pacova nakon 28 dana izlaganja (Tabela 37).

Tabela 37. Uticaj rastu¢ih doza olova na nivoe bioelemenata u slezini pacova nakon oralne subakutne
ekspozicije

Metal Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
(H9/g9)
0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15
Cub® medijana 1,09 1,15 1,04 1,05 1,06 0,93 1,25
opseg 0,32-1,39 0,83-1,43 0,70-1,63 0,49-1,16 0,90-1,81 0,19-1,89 0,87-1,61
Zn? SV 20,50 20,32 20,38 19,60 19,14 20,31 19,47
SD 1,265 1,321 1,286 0,9052 1,529 1,615 2,547
Feb medijana 138,7 133,7 123,5 128,0 125,8 1514 131,0
opseg 123,0-171,9 90,29-153,4 117,5-133,3 111,1-182,0 113,8-157,6 113,9-162,8 112,7-177,3
Mn 2 sV 20,50 20,32 20,38 19,60 19,14 20,31 19,47
SD 1,265 1,321 1,286 0,9052 1,529 1,615 2,547

Srednja vrednost (SV), standardna devijacija (SD), ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test odnosno °Kruskal-Wallis i
Mann-Whitney U post-hoc test
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4.10.2. Patohistoloske promene

HistoloSkim pregledom tkiva slezine pacova tretiranih grupa nije uo€ena znacajna razlika u
odnosu na kontrolnu grupu. Preseci tkiva slezine prikazani su na Slici 19.

A B C

Slika 19. Histoloski prikaz slezine u (A) kontrolnoj, (B) Pb0.1, (C) Pb0.5, (D) Pbl, (E) Pb3, (F) Pb7,
(G) Pbl5 grupi pacova tretiranih subakutno rastu¢im dozama olova, dobijenih uz upotrebu
Haematoxylin-Eosin bojenja
4.10.3. Modelovanje odnosa doza-odgovor za efekte olova u slezini

Modelovanjem odnosa eksternih i internih doza-odgovor nije dobijena dozna zavisnost za
efekte olova u slezini.
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4.11. Efekti na femur
4.11.1. Nivoi bioelemenata

U svim grupama tretiranim olovom je primecéeno statisti¢ki zna¢ajno povecanje nivoa Cu. U
slu¢aju Zn, Mn i Fe, tretman olovom nije doveo do promena u nivoima (Tabela 38).

Tabela 38. Uticaj rastu¢ih doza olova na nivoe bioelemenata u femuru pacova nakon subakutne
oralne ekspozicije

Metal Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
(H9/g9)
0 0.1 0.5 1 3 7 15
(kontrola)
Cu SV 0,1475 0,7807** 0,8133** 0,7038** 0,7489** 0,9200*** 0,9944***
SD 0,1160 0,1766 0,1368 0,2399 0,2227 0,2286 0,3192
Zn sV 104,0 88,96 101,6 91,40 95,95 101,1 95,12
SD 8,669 6,511 10,88 18,80 9,969 6,278 10,78
Fe sV 40,15 35,32 37,98 30,83 30,82 30,52 35,53
SD 9,43 5,40 7,01 7,81 5,48 5,85 7,41
Mn SV 3,13 2,45 1,4 2,66 2,22 2,90 2,94
SD 1,39 0,92 0,38 1,17 1,10 0,63 2,21

*+1§#HAP<0,05; ** T 18§ ## AA D <0,01; *#* 11+ T $1§8§ ###AAA p < 0,001; u odnosu na 0, 0.1, 0.5, 1, 3, 7 grupu, redom;
8ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test

4.11.2. Modelovanje odnosa doza-odgovor za efekte olova u femuru

Modelovanjem odnosa eksterne doze i odgovora, dobijena je dozna zavisnost za nivoe Cu
(BMDL: 1,43e-06 mg Pb/kg t.m./dan) i Fe (BMD: 1,94e-06 mg Pb/kg t.m./dan) u fermuru. Graficki
prikaz je dat na Slici 20, dok je pregled BMD dat u Tabeli 39.

Modelovanjem odnosa interne doze (BLL, pg/dL) i odgovora, dobijena je dozna zavisnost za
nivoe Cu (BMD: 1,66e-06 ug Pb/dL). Graficki prikaz je dat na Slici 21, dok je pregled BMD dat u
Tabeli 40.

Modelovanjem odnosa interne doze (nivo Pb u femuru, ng/g) i odgovora, dobijena je dozna
zavisnost za nivoe Cu (BMD: 2,56e-06 ng Pb/g). Graficki prikaz je dat na Slici 22, dok je pregled
BMD dat u Tabeli 41.

Detaljan prikaz modela i parametara dat je u Prilogu 1 Tabeli 9.
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Slika 20. Graficki prikazi modelovanja odnosa internih doza olova (mg Pb/kg t.m./dan) i nivoa Cu
(A) i Fe (B) u femuru pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je
koriS¢en softver PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni
trouglovi predstavljaju medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.
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Slika 21. Grafi¢ki prikazi modelovanja odnosa internih doza olova (BLL, pg/dL) i nivoa Cu u femuru
pacova tretiranih sa Sest razliCitih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je kori§¢en softver
PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni trouglovi
predstavljaju medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.
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Slika 22. Grafi¢ki prikazi modelovanja odnosa internih doza olova (ng Pb/g femura) i nivoa Cu u
femuru pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je kori$c¢en softver
PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni trouglovi
predstavljaju medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.

Tabela 39. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksternih doza olova-odgovor za efekte olova u
femuru pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode usrednjavanja modela

(model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(mg Pb/kg t.m./dan) (mg Pb/kg t.m./dan)

Cu 1,4e-06* 0,849 +

Fe 1,9e-06 9,25 -

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), bakar (Cu),
gvozde (Fe)

Tabela 40. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa internih doza olova (BLL, pg/dL)-odgovor za
efekte olova u femuru pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz kori$¢enje metode

usrednjavanja modela (model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(ug Pb/dL) (ug Pb/dL)
Cu 1,7e-06 1,57 +

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), bakar (Cu)
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Tabela 41. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa internih doza olova (ng Pb/g femura)-odgovor

za efekte olova u femuru pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koris¢enje metode
usrednjavanja modela (model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(ng Pb/g) (ng Pb/g)
Cu 2,6e-06 165 +

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), bakar (Cu)
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4.12. Efekti na pankreas
4.12.1. Nivoi bioelemenata

U grupama tretiranim dozama visim od 1 mg Pb/kg t.m./dan primecen je trend rasta nivoa Zn
u pankreasu (Tabela 42). Nivo ostalih bioelemenata nije se menjao u odnosu na kontrolnu vrednost.

Tabela 42. Uticaj rastu¢ih doza olova na nivoe bioelemenata u pankreasu pacova nakon subakutne
oralne ekspozicije

Metal Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
(Hg/g)
0 (kontrola) 0.1 0.5 1 3 7 15
Cu SV 0,7873 0,6060 0,8870 0,8040 1,127 0,9917 0,9485
SD 0,3106 0,4573 0,2643 0,3408 0,4398 0,2754 0,4236
Zn sV 11,82 11,03 15,50t 14,70 17,58%* %+ 19,94%*471 § 17,15%++
SD 3,396 5,608 2,515 2,150 2,979 2,955 1,584
Fe SV 22,54 19,13 23,45 19,11 24,51 24,25 21,92
SD 16,13 4,845 6,444 2,679 8,628 2,830 6,067
Mn SV 2,271 2,299 1,230 2,608 2,623 5,040 2,289
SD 3,125 1,703 0,6054 1,335 1,745 1,119 1,509

Srednja vrednost (SV), standardna devijacija (SD); * + £ § # A p <0,05; * * 7 1 1§§ ## AMA p < 0,01 uodnosu na 0, 0.1,
0.5, 1, 3, 7 grupu, redom; ANOVA i Fisher's LSD post-hoc

4.12.2. Modelovanje odnosa doza-odgovor za efekte olova u pankreasu

Modelovanjem odnosa eksternih doza olova (mg Pb/kg t.m./dan) i odgovora dobijena je dozna
zavisnost za nivo Zn u pankreasu, BMD: 3,84e-06 mg Pb/kg t.m./dan (Slika 23). Modelovanjem
odnosa internih doza olova-odgovor nije dobijena dozna zavisnost za efekte olova u pankreasu.
Detaljan prikaz modela i parametara je prikazan u Prilogu 1 Tabeli 10. Prikaz BMD doza je dat u
Tabeli 43.
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Slika 23. Grafic¢ki prikazi modelovanja odnosa eksternih doza olova (mg Pb/kg t.m./dan) i nivoa Zn
u pankreasu pacova tretiranih sa Sest razli¢itih doza olova tokom 28 dana. Za proracune je koriséen
softver PROASTweb 70.1 uz upotrebu metode usrednjavanja modela sa 200 iteracija. Crveni
trouglovi predstavljaju medijane, dok crne tacke predstavljaju dobijene BMD za svaku iteraciju.

Tabela 43. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksternih doza olova-odgovor za efekte olova u
pankreasu pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz kori$éenje metode usrednjavanja modela
(model averaging)

Parametar BMDL BMDU Trend
(mg Pb/kg t.m./dan) (mg Pb/kg t.m./dan)
Zn 3,8e-06 0,272 +

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), cink (Zn)
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4.13. Efekti na timus
4.13.1. Nivoi bioelemenata

Tretman olovom u svim grupama je doveo do snizenja nivoa Fe (Tabela 44). Sa druge strane
nije bilo statisticki znacajne razlike u nivoima Cu i Zn. Nivoi Mn su bili ispod limita kvantifikacije
koriS¢ene analiti¢ke metode.

Tabela 44. Uticaj rastucih doza olova na nivoe bioelemenata u timusu pacova nakon subakutne
oralne ekspozicije

Metal Doza (mg Pb/kg t.m./dan)
(h9/g)
0 0.1 0.5 1 3 7 15
(kontrola)
cu? SV 0,63 0,32 0,46 0,39 0,44 0,38 0,30
SD 0,31 0,21 0,27 0,14 0,29 0,21 0,091
Znb medijana 15,34 15,22 14,58 17,09 16,50 15,53 16,46
opseg 13,93-17,51 14,96-1536  13,88-22,95 16,52-18,07 14,48-18,38 14,44-18,93 16,80
Fe? SV 27,52 19,76** 19,64*** 20,26** 23,56 18,89%**# 22,61*
SD 3,15 1,98 4,89 2,43 1,35 3,86 3,57

*TI§H#EAP<O0,05; ** T+ 1 £§§ ## AA p <0,01; *** +++ § $18§§ ###AAA p <0,001; u odnosu na 0, 0.1, 05,1, 3,7
grupu, redom; 2ANOVA i Fisher's LSD post-hoc test odnosno °Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U post-hoc test

4.13.2. Modelovanje odnosa doza-odgovor za efekte olova u timusu

Modelovanjem odnosa doza-odgovor nije dobijena dozna zavisnost za efekte olova u
timusu.
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4.14. Kritiéni toksi¢ni efekti

U tabeli 45 su navedeni kriti¢ni toksi¢ni efekti u ispitivanim organima/sistemima organa.
Kriti¢ni toksicni efekat za krv je smanjenje nivoa Cu. Za endokrini sistem sniZenje nivoa testosterona
predstavja kriti¢ni toksi¢ni efekat. U slucaju jetre kriti¢ni toksi¢ni efekat je smanjenje nivoa Cu. U
bubrezima inhibicija SOD se moze smatrati kriticnim efektom. U srcu kriti¢ni toksi¢ni efekat je
povecanje vrednosti MDA Sto odrazava oksidativno oStec¢enje lipida. U mozgu, kriti¢ni toksi¢ni
efekat je povecanje vrednosti TOS, tj. poviSene vrednosti prooksidanasa. Poveéanje vrednosti Zn u
testisima 1 pankreasu predstavlja kriti¢an efekat. PoviSene vrednosti Cu u femuru indukovane olovom
predstavljaju kritican toksicni efekat u ovom organu.

Najniza BMDL vrednost dobijena u studiji iznosi 1,07e-06 mg Pb/kg t.m./dan za efekat
sSmanjenja nivoa testosterona u serumu pacova. Stoga, smanjenje nivoa testosterona indukovano
olovom predstalja kriti¢ni toksi¢ni efekat studije.

snizenje Cu u krvi. Zatim, povecanje MDA u srcu, povecanje TOS u mozgu, povecanje Zn u
pankreasu i snizenje Cu u jetri. Navedeni efekti su bili reda veli¢ine e-06 mg Pb/kg t.m./dan. Dodatno,
povisene vrednosti Zn u testisima SU najmanje osetljivi toksi¢ni efekti.

Tabela 45. Kriti¢ni toksi¢ni efekti olova i BMD vrednosti dobijene modelovanjem eksterne doze-
odgovora

Ciljni organ/sistem Parametar Trend BMDL
(mg Pb/kg t.m./dan)
Krv Cu - 1,38e-06
Endokrini sistem Testosteron - 1,07e-06*
Jetra Cu - 2,66e-06
Bubrezi SOD - 1,27e-06
CNS TOS + 4,49e-06
Srce MDA + 2,2e-06
Slezina / / /
Testisi Zn + 0,004
Femur Cu + 1,4e-06
Pankreas Zn + 3,8e-06
Timus / / /

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), centralni nervni sistem (CNS), bakar (Cu), superoksid dismutaza
(SOD), malondialdehid (MDA), totalni oksidativni status (TOS), cink (Zn), * BMD studije

U slu¢aju modelovanja internih doza olova (BLL)-odgovor, najniza dobijena BMDL iznosi
1,7e-06 pg Pb/dL za efekat olova na povecanje koncentracije Cu u femuru (Tabela 46). Benchmark
doze koje su bile istog reda veli¢ine su dobijene za efekte pove¢anja AOPP u krvi, sniZenje nivoa
testosterona i povecanje vrednosti nivoa superoksid anjon radikala u mozgu. Parametri koji su u oba
slu¢aja dali odnos doza-odgovor pri modelovanju internih i eksterih doza su Cu u jetri sa trendom
smanjenja i Cu u femuru sa trendom povecanja nivoa.
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Tabela 46. Kriti¢ni toksi¢ni efekti olova i BMD vrednosti dobijene modelovanjem interne doze
(BLL, pg/dL)-odgovora

Ciljni organ/sistem Parametar Trend BMDL
(BLL, pg Pb/dL)

Krv AOPP + 3,69e-06

Endokrini sistem Testosteron - 1,82e-06

Jetra Cu - 1,39e-05

Bubrezi / / /

CNS 02" + 3,05e-06

Srce Cu + 0,081

Slezina / / /

Testisi / / /

Femur Cu + 1,7e-06*

Pankreas / / /

Timus / / /

Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL), centralni nervni sistem (CNS), bakar (Cu), superoksidni anjon (O27),
uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP), * BMD studije
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5. Diskusija

5.1. Toksi¢ni efekti olova na krv

Nakon apsorpcije, olovo dospeva u krvotok gde se u najveéem procentu vezuje za proteine
crvenih krvnih zrnaca, ¢emu doprinosi i osobina olova da poseduje visok afinitet za ALAD, enzim
koji katalizuje reakciju izmedu dva ALA molekula pri ¢emu nastaje porfobilinogen, medu produkt
sinteze hema (17,65). Kinetika olova umnogome zavisi od prisustva proteina u tkivima za koje se
olovo vezuje visokim afinitetom (137-139), a koji mogu uticati na apsorpciju i distribuciju olova
(124,140-143). U epidemioloskim studijama, prilikom procene ekspozicije olovu, prednost se daje
internim procenama izlozenosti u odnosu na eksterne. Najcesce se sprovodi merenju olova u krvi kao
jednostavna i lako dostupna metoda pri ¢emu koncentracija u krvi odrazava skoras$nju izlozenost
olovu. Druga moguc¢nost procene izloZenosti olovu je merenje olova u kostima neinvazivhom
metodom pomocu X-zraka, pri ¢emu dobijena vrednost odrazava telesno opterecenje olovom, imajuci
u vidu da su kosti mesto deponovanja olova (144). U ovoj studiji, izlozenost olovu tokom 28 dana
navedenim dozama, dovela je do akumulacije olova u krvi i tkivima. Najvisa vrednost olova je
zabeleZena u krvi pacova tretiranih najviSom dozom (16,1£3,8 pg/dL), dok su ostale vrednosti bile
nize i iznosile su kod najnize dozne grupe (1,38+2,24 pg/dL). Dobijeni opseg vrednosti BLL kod
tretiranih pacova odgovara vrednostima BLL u krvi opste populacije u epidemioloskim studijama
(11,126,145-148). Slican opseg koncentracija olova u krvi pacova zabelezen je u studiji sprovedenoj
od strane Ruiz i sar (149), gde su Zivotinje tretirane olovo-acetatom kroz vodu za pice u
koncentracijama od 125, 250 i 500 ppm tokom 14 dana, a koncentracije olova u krvi su iznosile od
15-25 pg/dL.

U ovom radu, subakutna izlozenost ispitivanim dozama olova, dovela je do promena u
hematoloskim parametrima gde je uofeno sniZenje nivoa hematokrita, hemoglobina i srednjeg
volumena eritrocita koje je najizrazenije u najvis$oj doznoj grupi. Modelovanjem odnosa doza-
odgovor dobijena je dozna zavisnost za nivo hemoglobina gde je BMDL iznosila 6,41 mg Pb/kg
t.m./dan. UocCene promene su ocekivane i mogu biti potkrepljene brojnim studijama o Stetnim
efektima olova na hematoloski sistem (68,145,147,150). Dobijeni rezultati su u skladu sa studijom
koju su sproveli Dewanjee 1 sar. (2013) gde je uoceno smanjenje broja crvenih krvnih zrnaca kod
pacova Wistar soja pri niskom nivou izlozenosti (5 mg olovo-acetata/kg t.m./dan) tokom 40 dana -
perioda oralnog izlaganja (151).

Olovo ima sposobnost da izazove oksidativni stres pomoc¢u dva nezavisna mehanizma,
povecavajuci proizvodnju slobodnih radikala 1 inhibiraju¢i odbrambene mehanizme od oksidativnog
stresa. U krvi, inhibicija ALA-D od strane olova dovodi do inhibicije hem sinteze i proizvodnje
slobodnih radikala: superoksid radikala anjona, hidroksil radikala i vodonik-peroksida (56,152). U
ovoj studiji ALA-D nije odredivana usled vremenskog ograni¢enja studije (28 dana). Superoksid
radikala anjon se proizvodi u fizioloskim uslovima u mnogim bioloSkim reakcijama, dok
antioksidativni enzim SOD igra klju¢nu ulogu u zastiti ¢elija od njegovih toksi¢nih efekata (153).
Dobijeni rezultati su pokazali inhibiciju SOD u svim tretiranim grupama S§to se moZe objasniti
direktnom inhibicijom ovog enzima od strane olova ali i sposobnos¢u olova da zameni metale koji
sluze kao kofaktori enzima (56,152,154). Modelovanjem odnosa doza-odgovor dobijeni BMDL je
bio veoma nizak (0,5 pg/kg t.m./dan) Sto ukazuje da promena aktivnosti SOD u krvi moze biti osetljiv
indikator izloZenosti olovu. Superoksid dismutaza je enzim antioksidativne zastite Cija fizioloska
funkcija zavisi od Cu i Zn (155). Smanjenje Oz, kao i smanjenje SOD, je bilo dozno zavisno.
Smanjenje nivoa O2" u ovom eksperimentu moze biti povezano sa O inaktivacijom u reakciji sa
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azotnim oksidom pri ¢emu nastaje visoko reaktivno jedinjenje peroksinitrit, koji reaguje sa ostacima
tirozina u proteinima (17). Medutim, potrebno je sprovesti dalja ispitivanja kako bi se dokazala ova
pretpostavka.

Interakcija izmedu olova i esencijalnih katjona je jo§ jedan vazan mehanizam toksicnosti
olova (60,156). Dobijeni rezultati su pokazali da tretman olovom dovodi do snizenja nivoa Cu u krvi
cak i u grupi pacova tretiranih najnizom dozom. Sli¢no zapazanje dobijeno je u studiji koju su sproveli
Ademuyiwa i sar. (124) gde je izlaganje 200 ppm Pb (nizak nivo) putem vode za pi¢e tokom 12
nedelja dovelo do nizih nivoa Cu u krvi kod pacova u poredenju sa kontrolom. Ovaj efekat se moze
objasniti mogu¢om preraspodelom Cu u druga tkiva. Smanjenje nivoa Cu je zavisilo od doze i
procenjeni BMDL je bio veoma nizak (1,4 ng Pb/kg t.m.) pokazujuci nivoe Cu u krvi kao moguci
osetljivi parametar toksi¢nosti olova. Nivoi Zn, esencijalnog katjona koji ima brojne fizioloske uloge,
takode je bio predmet istrazivanja u ovoj studiji. Modelovanje odnosa doza-odgovor, pokazano je da
je promena Zn dozno-zavisna sa izra¢unatom BMDL 0,002 mg Pb/kg t.m./dan. PoviSeni nivoi Zn u
krvi u svim grupama koje su primale doze vece od 1 mg Pb/kg t.m./dan moze biti posledica zamene
Zn olovom u proteinima koji vezuju Zn, te se viSak oslobodenog Zn preraspodeljuje u krv (157,158).
Za razliku od rezultat dobijenih u ovoj studiji gde su ispitivane niske doze olova, u drugim studijama
pri ekspoziciji visim dozama utvrdeno je smanjenje nivoa Zn u krvi (60,159). U ovoj studiji uoc¢eni
su suprotni trendovi nivoa Cu i Zn koji se mogu objasniti kompetetivnom konkurencijom Cu i Zn za
crevne i Celijske transportere za ova dva metala (160).

Vazan cilj ove studije bio je da se pomoc¢u Benchmark analize utvrdi odnos doza-odgovor za
sve ispitivane parametre i da se odredi BMD za svaki od njih. Ova studija je do sada prva koja je
izuCavala odnos doza-odgovor za ispitivane parametre u krvi pacova nakon subakutnog izlaganja
niskim nivoima olova sa ciljem da se otkrije polazna tacka ispitivanih parametara. U slu€aju eksternog
odnosa doza-odgovor, najnizi BMDL je bio za nivoe Cu, pokazujuci da je pri 5% referentnog
odgovora olova, BMD za nivoe Cu u krvi 1,4 ng Pb/kg tm. Promena aktivnosti SOD je pronadena
kao sledeci osetljivi efekat toksi¢nosti olova. Najvisi BMDL je utvrden za nivo hemoglobina. U
slu¢aju modelovanja interne doze-odgovora, najnizi BMDL je bio za AOPP. Iako je procenjeni BMDI
bio $irok, BMDL za ovu promenu je ispod nivoa od 10 pg Pb/dL. Drugi najnizi BMDL je dobijen za
nivoe Fe. Analogno eksternoj dozi, najvisi BMDL je primecen za nivo hemoglobina, ali je uo¢ena
vrednost i dalje bila u opsegu BLL publikovane u populaciji izloZenoj Zivotnoj sredini (161-163).

5.2. Toksi¢ni efekti olova na jetru

Promene u aktivnostima enzima jetre zabeleZene su u brojnim studijama na eksperimentalnim
Zivotinjama, ali sa primenjenim znatno veéim dozama olova nego S$to su ispitivane u ovom
eksperimentu. U studiji koju su sproveli Alia i sar. hroni¢na izlozenost olovu (50 mg/L ~ 5mg Pb/kg
t.m./dan) dovela je do poviSene vrednosti alanin aminotransferaze kao i1 aspartat aminotransferaze u
serumu zenki pacova nakon perioda izlaganja od 40 dana (164). Druga studija na Zenkama pacova
izloZenih hroni¢no dozama olova od 30 1 100 mg Pb/kg t.m. tokom 10, 20, 30, 40, 50 i 60 dana takode
je pokazala da olovo indukuje enzime jetre kao rezultat hepatotoksi¢nog efekta (165). U ovoj
disertaciji dobijeni rezultati ukazuju na smanjenje aktivnosti alanin aminotransferaze pri najvisoj
dozi, ali zbog Sirokog spektra fizioloskih vrednosti 1 visokih standardnih devijacija, ova promena bi
se mogla zanemariti (166,167). Pored toga, nije promenjena ni aktivnost drugih enzima jetre, aspartat
transaminaze i alkalne fosfataze, te se moze zakljuciti da pri navedenim dozama i periodu izlozenosti
olovo nije dovelo do indukcije enzima jetre.
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Povisene vrednosti triglicerida su zabelezene u grupi tretiranoj sa 1 mg Pb/kg t.m/dan. Ovo
zapazanje se moze objasniti sposobnoS¢u olova da modifikuje funkciju enzima ukljucenih u
metabolizam lipida u jetri vodeci ka poremecaju biosinteze zucnih kiselina koja je neophodna za
eliminaciju holesterola iz organizma (168). Trend smanjenja nivoa ukupnog holesterola i HDL
holesterola primecen je u svim tretiranim grupama. Sli¢ni rezultati vrednosti holesterola su dobijeni
u studiji na pacovima izlozenim 35 mg Pb/kg t. m. nedeljno (169). Modelovanje odnosa doza-odgovor
je pokazalo da je BMDL za ukupni holesterol, pri 5% BMR, bio 0,004 mg Pb/kg t.m./dan, a za HDL,
BMDL vrednost je iznosila 0,094 mg Pb/kg t.m./dan. U epidemioloskim studijama kod populacija
izloZenih olovu na radnom mestu, poviSene vrednosti BLL dovode se u vezu sa povisenim ali i sa
snizenim vrednostima nivoa HDL holesterola (170,171). U studiji koju su sproveli Lu i sar. (2020)
BLL kod dece izlozene olovu povezan je sa smanjenjem nivoa HDL 1 visSim sistolnim krvnim
pritiskom (172). Imajuci u vidu da HDL holesterol ima zastitno dejstvo u procesu ateroskleroze te
ima znacajnu ulogu u regulaciji kardiovaskularnog pritiska (173), promena u vrednostima HDL moze
biti jedan od mehanizama koji doprinosi nastanku visokog krvnog pritiska izazvanog olovom i
povecanog rizika od kardiovaskularnih bolesti povezanih sa izloZzeno$¢u olovu (171,174).

U predstavljenoj studiji, tretman olovom je doveo do dozno-zavisnog smanjenja Cu u jetri, a
dobijene vrednosti BMD su bile: 2,7e-06 mg Pb/kg t.m./dan za eksternu dozu, 1,4e-05 pg Pb/dL za
internu dozu (BLL) i 2,4e-06 ng Pb/g za nivoe olova u jetri posmatrane kao doza. Dobijena dozna-
zavisnost na sva tri nivoa definitivno potvrduje da olovo ima neosporan uticaj na nivo Cu u jetri. Cu
predstavlja bitnu komponentu razli¢itih enzima koji su potrebni za odrzavanje fizioloskih funkcija u
organizmu, te se njegov deficit i suficit moZze manifestovati razli¢itim klinickim znacima. Jetra, u
normalnim uslovima, efikasno odrzava ravnoteznu koncentraciju Cu aktiviraju¢i procese fizioloske
regulacije (175,176). Stavise, Cu je klju¢an za funkciju nekoliko enzima kao kofaktor: SOD,
mitohondrijalne monoamin oksidaze, triptofon-2,3-dioksigenaze, citohrom ¢ oksidaze,
ceruloplazmina i hefestina (175,176). Visak bakra iz organizma se izlucuje preko zuénih puteva i
fecesa. Tretman olovom izaziva nedostatak bakra u studijama na eksperimentalnim Zivotinjama
(177), a i kod izlozene populacije (178). Sa druge strane suplementacija Cu u studijama na
zivotinjama pokazala je protektivne efekte pri izlozenosc¢u olovu (179).

Drugi vaZzan mehanizam toksi¢nosti olova je indukcija oksidativnog oStecenja u razlicitim
tkivima (56). Dobijeni rezultati su pokazali indukciju SOD enzima i povecanje nivoa AOPP u jetri
koje je zavisno od doze, pri ¢emu je dobijena BMDL iznosila 0,00025 mg/kg t.m./dan. Uznapredovali
produkti oksidacije proteina su umrezeni proteinski proizvodi nastali kao proizvod interakcije
slobodnih radikala i proteina. Godine 1996. AOPP su prvi put identifikovani u plazmi hroni¢nih
uremic¢nih pacijenata kao novi indikatori oksidativnog stresa (134). AOPP se transportuju proteinima
plazme i vezuju za receptore za HDL klase B tipa I, tako da su klasifikovani kao antagonisti HDL
receptora (180). Indukcija jetrenog SOD enzima u prikazanoj studiji moze biti zaStitni mehanizam
aktiviran kao odgovor na indukciju oksidativnog stresa, imaju¢i u vidu da proizvodnja slobodnih
radikala moze stimulisati aktivnost antioksidativnih enzima (181). Sli¢no rezultatima ove studije,
Berrahal et al. su u svom eksperimentu na pacovima (40 dana, 10,39 mg Pb/kg t.m./dan) pokazali da
tretman olovom indukuje povecanje aktivnosti SOD u jetri i smanjenje aktivnosti SOD u bubrezima
(182). U studijama gde su koris¢ene vise doze olova, dokumentovana je inhibicija enzima SOD,
katalaze i glutation peroksidaze. Na primer, u studiji na Wistar pacovima gde je olovo primenjivano
intraperitonealno u dozi od 20 mg/kg t.m./dan tokom 5 dana doslo je do inhibicije enzima SOD u jetri
(183). Druga studija na pacovima Wistar soja tretiranih olovom (100 mg/kg t.m./dan, per os, 60 dana)
takode je rezultirala inhibicijom aktivnosti enzima SOD, CAT i GSH, dok su nivoi MDA bili poviSeni
u jetri, u poredenju sa netretiranom grupom (184).

74



5.3. Toksi¢ni efekti olova na bubrege

U brojnim humanim i animalnim studijama izlaganje olovu je povezano sa poviSenim
markerima nefrotoksi¢nosti u serumu i sa razvojem hroni¢ne bubrezne insuficijencije (146,185-188).
U ovoj studiji tretman sa 7 mg Pb/kg t.m./dan je rezultirao zna¢ajno poviSenim nivoima mokraéne
kiseline, uree, Na i K §to moze ukazivati na oStecenje funkcije bubrega. Mokra¢na kiselina, urea i
kreatinin su metaboli¢ki proizvodi koji se izluCuju iz organizma putem urina (125). Kao rezultat toga,
ovi biohemijski markeri su Siroko kori$¢eni u praksi za dijagnozu bubrezne insuficijencije jer se usled
oSte¢enja bubrega njihovi nivoi u krvi rastu. Promene u nivou kreatinina su se pokazale kao
najmerodavniji prognosticki parametar za bubreznu insuficijenciju (125,189). Modelovanjem odnosa
doza-odgovor uocen je trend pada nivoa kreatinin i mokraéne kiseline u serumu. U slu¢aju odnosa
interne doze-odgovor, u ovoj studiji je utvrden trend smanjenja kreatinina i uree. Mokrac¢na kiselina
je vazan prirodni lipofilni antioksidans koji $titi krv i CNS od reaktivnih vrsta kiseonika, azot-oksida
i jona gvozda (190). Takode je ukljucena u procese neurotransmisije u CNS i pripisuje joj se
neuroprotektivni znacaj. Ovo je posebno vazno imajuéi u vidu da je najvazniji toksi¢ni efekat olova
ostec¢enje funkcije mozga i poremecaj ucenja i pamcenja (191,192). Medutim, uo¢eno smanjenje
kreatinina i uree obi¢no ne ukazuje na patolosSke promene. Ovi parametri imaju Sirok opseg normalnih
vrednosti koje zavise od unosa proteina, hidratacije organizma, katabolizma i eliminacije proteina
(167,193).

Izlozenost olovu dovodi do znacajnih gubitaka bubrezne funkcije s tim da simptomi hroni¢nog
izlaganja olovu Cesto izostaju. Hroni¢na izloZenost visokim dozama olova moze voditi ka nastanku
ireverzibilnih promena u bubreznom tkivu: intersticijalne fibroze, tubularne atrofije, glomerularne
skleroze i na kraju gubitak funkcije bubrega. Hroni¢na izloZenost niskim nivoima olova se povezuje
sa razvojem gihta i hipertenzije putem bubreznih i drugih mehanizama (82). Izlu¢ivanje olova iz
organizama i njegova sposobnost da se distribuira i akumulira u bubrezima vodi ka ispoljavanju
direktnih toksi¢nih efekata na bubrezno tkivo. Pored osnovnih mehanizama toksi¢nosti kojima olovo
dovodi do nefrotoksi¢nosti ukljuceni su i promene u bubreznim gangliozidima (lipidi plazma
membrane koji igraju ulogu u kontroli glomerularne filtracije), promene u bubreznom vaskularnom
tonusu i promene u hormonskom sistemu renin-angiotenzin-aldosteron (17). Nedavna studija Kwon
i sar. je pokazala da olovo moze delovati nefrotoksi¢no i indukcijom eritrofagocitoze u tubularnim
¢elijama S§to bi znaCajno moglo povecati nefrotoksi¢nost (194). U ovoj studiji, nizi nivoi Fe u
bubrezima su utvrdeni u nekim grupama, $to bi moglo biti povezano sa olovo-indukovanom
anemijom. Pokazalo se da olovo izaziva mikrocitnu, hipohromnu anemiju nakon produZene
izlozenost eksperimentalnim Zivotinjama sa trendom snizavanja nivoa crvenih krvnih zrnaca,
hemoglobina i Fe ali i nakon kratkog vremena (65). Podaci dobijeni u ovoj studiji su pokazali dozno-
zavisno smanjenje aktivnosti SOD bubrega kod Zivotinja tretiranih olovom, sa dobijenim BMDL:
1,3e-06 mg Pb/kg t.m./dan. Sli¢no dobijenim rezultatima, u studiji na muzjacima Wistar pacova,
olovo-acetat (20 mg/kg t.m., i.p. 7 dana) je izazvao inhibiciju aktivnosti renalnih antioksidativnih
enzima (SOD, katalaze i glutation peroksidaze) (187). Inhibicija renalne SOD je primecena u studiji
na Wistar pacovima koji su tretirani sa 22,5 mg/kg t.m. olovo-nitrata, tokom 28 dana (195).
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5.4. Toksiéni efekti olova na centralni nervni sistem

Interakcije sa neurotransmiterima, koja dovodi do o$te¢enja funkcije CNS, jedan je od
mehanizama neurotoksi¢nosti izazvane olovom (196). Toksi¢ni efekat na holinergicki sistem je od
posebnog interesa jer se odrazava na funkcionalno oste¢enje CNS, ukljucujuci poremecaje ucenja i
kognitivnih sposobnosti (47—49). Poznato je da je prenos acetilholina u CNS odgovoran za usvajanje
novih podataka i njihovo skladistenje (51,197). Olovo deluje na prenos acetilholina inhibirajuci enzim
acetilholinesterazu direktnim vezivanjem za funkcionalne grupe (50). Inhibicija acetilholinesteraze
je jedan od mehanizama neurotoksi¢nosti olova koji je zabeleZen u brojnim studijama na zivotinjama
pod razli¢itim dozama, putevima i duzinom izlaganja (50,51,198-201). U prikazanoj studiji, Cetiri
nize doze Pb (0,1, 0,5, 1 i 3 mg Pb/kg t.m./dan) su izazvale inhibiciju aktivnosti acetilholinesteraze
koja je bila najizrazenija u grupi Pb3, za vise od 40% u poredenju sa kontrolom, dok u slu¢aju visih
doza nije doslo do promene aktivnosti acetilholinesteraze. Uoceni rezultati u ovoj studiji mogu biti
posledica afiniteta olova za funkcionalne grupe (amino, sulfhidrilna i karboksilna) enzima (50,202)
Sto vodi ka inhibiciji Kkataliticke funkcije (51,159,203,204). U viSe razli¢itih studija na
eksperimentalnim zivotinjama je zapazeno da olovo dovodi do oSte¢enja ucenja i pamcenja kod
eksperimentalnih zivotinja povezanih sa disfunkcijom holinergickog sistema izlozenih hemikalijama
poznatim kao inhibitori acetilholinesteraze (205,206). Potrebno je sprovesti dalje studije da bi se
razumeo dvofazni odgovor u aktivnosti acetilholinesteraze, kako bi se identifikovali i drugi povezani
mehanizmi kojima olovo izaziva neurotoksi¢ne efekte u slucaju izlaganja niskim dozama.

Jedan od opstih mehanizama kojima olovo deluje toksi¢no u svim organima je indukcija
oksidativnog stresa (44,53,153). Sli¢no dobijenim rezultatima, inhibicija aktivnosti SOD u mozgu je
primec¢ena u studiji koju je sprovela Baranowska i sar. (2012) na pacovima izlozenim pre i post-
natalno olovo-acetatu putem vode za pi¢e u koncentraciji 0,1% (207). U studiji koju su sproveli
Abdulmajeed i sar. (2015), izlaganje 0,2% Pb tokom 28 dana dovelo je do povecanja lokomotorne i
istrazivacke aktivnosti Wistar pacova i oSte¢enja pamcenja koja su bila pradena smanjenjem
aktivnosti SOD i povisenim nivoima MDA u mozgu (208). Superoksid dismutaza je metaloenzim
(zavisan od Cu i Zn) koji katalizuje reakciju dismutacije O2™ u kiseonik i vodonik-peroksid. U nasoj
studiji, inhibicija ovog enzima se moze objasniti direktnom interakcijom sa olovom (199), a
sledstveno tome se ocekuje i povecanje koncentracije O2". Modelovanjem odnosa doza-odgovor,
pokazana je dozna zavisnost za indukciju O2™, TOS i AOPP u mozgu. Najnizi izratunati BMDL bio
je za TOS (4,5e-06 mg Pb/kg t.m./dan), zatim O™ (5,2e-06 mg Pb/kg t.m./dan) i AOPP (0,00082 mg
Pb/kg t.m./dan).

Jo§ jedan neurotoksi¢ni mehanizam olova uocen u ovoj studiji bio je poremecaj homeostaze
esencijalnih elemenata koji se ogleda u dozno-zavisnom povecanju nivoa Zn sa BMDL vrednoséu od
6,3e-06 mg Pb/kg t.m./dan. Prihvaceno je misljenje da slicnosti izmedu olova i dvovalentnih katjona
dovode do interakcija i poremecaja nivoa esencijalnih elemenata u mozgu, kao i u drugim tkivima
(60,192). Vazno je napomenuti da su i disbalansi nivoa metalnih jona i oksidativni stres povezani sa
hiperaktivnim ponaSanjem kako u humanim tako i1 u studijama na eksperimentalnim Zivotinjama
(124,206,209,210). Zink je esencijalni katjon koji igra klju¢nu ulogu u razvoju CNS, neuroloskim
funkcijama i ucestvuje u metabolizmu biogenih amina (60,211-213). Interakcije izmedu olova i Zn
mogu se objasniti njihovim sli¢nostima i sposobnoséu olova da oponasa dvovalentne katjone i istisne
Zn sa kriti¢nih molekularnih puteva ili mesta vezivanja za proteine i transportera (27,192,214). Zink
je takode esencijalni metal koji ima ulogu u odrzavanju oksidativne ravnoteze (215). Dodatno Zn
ulazi u sastav SOD enzima kao kofaktor, te doprinosi normalnoj funkciji antioksidativne zastite (216).
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U predstavljenoj studiji dobijena je veza izmedu eksterne doze olova i odgovor za AOPP,
TOS, O2" 1 Zn sa trendom rasta navedenih parametara sa povecanjem doze, dok je u slucaju
modelovanja interne doze-odgovora dozna zavisnost dobijena samo za O,", takode sa trendom rasta.
Najnizi izratunati BMDL bio je za TOS (4,5¢-06 mg Pb/kg t.m./dan), §to ukazuje da je oksidativni
t.m./dan) i Zn (6,3e-06 mg Pb/kg t.m./dan). Dobijene BMD vrednosti su veoma blizu BMD za TOS,
te se moze pretpostaviti da bi ove promene u mozgu mogle biti izazvane istovremeno pri veoma
niskim BLL vrednostima a primarno ukazuju na prisustvo oksidativnog stresa. U slu¢aju modelovanja
odnosa eksterne doze-odgovor, najvisa BMDL vrednost od ispitivanih je bila za AOPP. PoviSen nivo
AOPP u tkivu je rezultat reakcije izmedu slobodnih radikala i proteina i prepoznat je kao marker
oksidativnog stresa (134). Nivoi olova u Krvi, koji predstavljaju biomarker ekspozicije olovu,
pokazali su doznu zavisnost samo za nivoe O2" u mozgu sa BMDL (3e-06 pg Pb/dL). Ujedno, O>™
je 1jedini parametar oksidativnog statusa koji se ponasao dozno zavisno pri modelovanju eksternih i
internih doza. Procenjeni BMDL za O2™ bio je veoma nizak, $to ukazuje da bi nizak BLL mogao da
izazove indukciju stvaranja O2" u mozgu. U ovoj studiji, ispitivane vrednosti BMDL date su za
primarne neurotoksi¢ne mehanizme olova, dajuéi podatke koji ¢e doprineti otkrivanju vrednosti praga
za neurotoksicne efekte izazvane olovom.

5.5. Toksi¢ni efekti olova na srce

Regulacija kardio-vaskularnog sistema je sloZena i zavisi prvenstveno od funkcije bubrega,
ali i neuro-endokrine regulacije (217). Znajuci da olovo deluje toksi¢no skoro na sve organe i sisteme
organa, brojni mehanizmi su izucavani kako bi se razjasnila kardiotoksi¢nost izazvana olovom,
ukljuéujuci: ostecenje bubrega, poremecaj vazodilatacije, direktne efekte na vaskularne misice,
hipersimpaticku aktivnost, ostecenje krvnih sudova u vezi sa oksidativnim stresom, inflamacija,
poremecaj homeostaze esencijalnih elemenata itd. (17).

Uticaj olova na esencijalne katjone zasniva se na njihovoj sli¢nosti i sposobnosti olova da ih
oponasa u razli¢itim molekularnim procesima (26,192). U prikazanoj studiji je pokazano da olovo
dovodi do povecanja nivoa Cu u srcu, zavisno od BLL (BMDL: 0,4 ng Pb/dL). Bakar je vazan
esencijalni element koji uéestvuje u procesu regeneracije sréanog tkiva i neophodan je za aktivaciju
angiogeneze. Pokazano je da pri ishemiji miokarda nivo Cu u srcu opada (218). Adekvatna dostupnost
bakra u ishemijskom miokardu dovodi do stimulacije angiogeneze i posledi¢no regeneracije srca
(219). Predlozeni mehanizam aktivacije angiogeneze bakrom je reaktivacija faktora 1 izazvanog
hipoksijom (220). Dakle, moglo bi se pretpostaviti da bi efekat olova na nivoe Cu u ovoj studiji, koji
se manifestuje njegovim porastom, mogao biti jedan od zaStitnih mehanizama sr¢anog tkiva sa ciljem
stimulacije procesa angiogeneze, ali navedenu hipotezu treba dalje istraziti.

Indukcija oksidativnog stresa nakon ekspozicije olovu je uofena u mnogobrojnim
publikovanim studijama i igra vaznu ulogu u oksidativnom oste¢enju izazvanom olovom (56,151).
Rezultati ove studije sugeriSu da subakutna izloZenost olovu u ispitivanim dozama dovodi do
povecanja nivoa Oz u sréanom tkivu pacova. Cak i najniza doza koriséena u eksperimentu (0,1 mg
Pb/kg t.m./dan) izazvala je povecanje nivoa O i MDA u poredenju sa kontrolom. Indukcija
produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), ukljucujuci O2"", moze biti izazvana olovom usled
inhibicije biosinteze hema i aktivacijom nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze
(153). U toksi¢nim efektima izazvanim olovom na kardio-vaskularni sistem, uticaj na nivo NO i
poremecaj u funkciji vazodilatacije takode mogu igrati vaznu ulogu (221). Istrazivanja su pokazala
da povec¢anje ROS inaktivira NO i inhibira njegovu fizioloSku funkciju u vazodilataciji vaskularnih
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misic¢a. Proizvod reakcije izmedu O™ i NO je visoko reaktivni peroksinitrit anjon (ONOO-) koji
poseduje visok potencijal za interakciju sa proteinima i DNK, $to posledi¢no rezultuje oStecenjima
usled nitrozativnog stresa (222). Indukcija stvaranja Oz i drugih ROS takode moze dovesti do
interakcije sa lipidnim membranama Sto vodi peroksidaciji lipida i povecanja nivoa MDA
(57,192,223). MDA je krajnji proizvod razgradnje lipidnih hidroperoksida i indikator kasne faze
oksidativnog oste¢enja lipida (153,224). Indukcija stvaranja MDA u srcu pacova u ovoj studiji bila
je dozno zavisna. Modelovanjem eksterne i interne doze (BLL) sa odgovorom dobijene su vrednosti
BMDL: 2,2e-0,6 mg Pb/kg t.m./dan i 0,081 pug Pb/dL. Ova studija je prva u kojoj je primeéeno
povecanje vrednosti MDA u zavisnosti od doze u sr¢anom tkivu nakon subakutnog izlaganja. Visi
nivoi MDA su primeéeni i u grupi tretiranoj veoma niskom dozom olova (0,1 mg Pb/kg t.m./dan).
Ovo je najniza doza koriS¢ena u eksperimentu, te bi se moglo pretpostaviti da je NOAEL jo$ nizi i ne
moze se odrediti na osnovu dobijenih podataka. Slicno kao u ovoj studiji, visoki nivoi MDA u srcu
takode su utvrdeni u studiji sprovedenoj na pacovima, koji su, u poredenju sa ovim istrazivanjem, bili
izlozeni viSoj dozi olova (intraperitonealno, 20 mg Pb/kg t.m.) 5 dana nedeljno tokom 8 nedelja
(225). Olovo ima afinitet da se vezuje za SHG strukturnih proteina i enzima (15,53). U ovoj studiji je
primec¢eno povisenje nivoa SHG u najnizoj dozi. Moze se pretpostaviti da organizam pokusava da
mobiliSe zastitne proteine, odnosno SHG u sr¢anom tkivu, ali ovaj zaStitni mehanizam nije bio u
potpunosti uspesan u slucaju izlozenosti visim dozama, verovatno zbog ogranicenih kapaciteta
proteina sa SHG. Modelovanjem odnosa interne doze (nivoa olova u srcu)-na nivoe SHG dobijena je
dozna zavisnost sa BMDL vrednos¢u 1e-06 pg Pb/g sréanog tkiva. Pozitivan trend pri modelovanju
se moze objasniti potencijalnom mobilizacijom SHG kao odbrambenog mehanizma nakon izlaganja
olovu (226,227).

Ranije objavljene epidemioloske studije i studije na Zivotinjama pokazale su neosporno da
izlozenost olovu dovodi do Stetnih efekata na kardio-vaskularni sistem (94,127,228,229). Vecina
epidemioloskih studija dovela je u vezu niske BLL (<10 pg/dL) sa povec¢anjem sistolnog i dijastolnog
krvnog pritiska, pri ¢emu je najniza objavljena vrednost BLL 1,33 pg/dL dobijena u studiji koja je
ukljucivala odraslo stanovnistvo u SAD (230). Mali broj epidemioloskih studija je pratio druge Stetne
efekte olova na srce. U velikoj studiji koju su sproveli Jing et al (2019) abnormalnosti sr¢ane
kontrakcije pacijenata, ta¢nije QRS-T talasa, dovedene su u vezu sa nivoima olova u krvi (231).
Medutim, ta¢ni mehanizmi koji leZe u osnovi kardio toksicnih efekata olova jo§ uvek nisu jasni 1
potrebno ih je dalje istraZiti (26) posebno za niske nivoe izlozenosti (94), jer grani¢na doza za Stetne
efekte na kardio-vaskularni sistem izazvane olovom jo§ uvek nije definisana (26,232). U cilju
obezbedivanja polazne tacke za kardiotoksi¢ni efekat izazvan olovom, u prikazanoj studiji je
izraCunata BMD za testirane parametre. Modelovanjem odnosa doza-odgovor dobijena je BMD u
sluéaju eksterne doze samo za nivoe MDA (BMDL 2,2¢-0,6 mg Pb/kg t.m./dan). Odnos interna doza-
odgovor je dobijen za sréane nivoe MDA i Cu sa BLL kao internom dozom i SHG sa nivoima Pb u
sr¢anom tkivu, takode kao internom dozom. Dobijeni rezultati ovog istrazivanja daju korisne podatke
za procenu rizika po zdravlje ljudi 1 dalju procenu referentne tacke za olovo.

5.6. Toksi¢ni efekti olova na muski reproduktivni sistem

Uticaj olova na reproduktivni sistem muskaraca se mozZe objasniti opStim mehanizmima
toksicnosti koje olovo ispoljava u ¢elijama. Medutim, u slucaju izloZenosti niskih doza, toksi¢ni
mehanizmi nisu u potpunosti razjasnjeni. Generalno, pokazalo se da je promena nivoa testosterona
izazvana olovom posledica ostecenja hipotalamus-hipofiza-gonade ose (233). Rezultati dobijeni u
ovoj disertaciji su u skladu sa prethodno objavljenim publikacijama i pokazali su smanjenje nivoa
testosterona koje je dozno zavisno. Takode, interna doza olova (BLL) negativno je korelirala sa
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nivoima testosterona u serumu, pri ¢emu je dobijena BMDL 1,8¢-06 g Pb/dL. Ovaj mehanizam bi
se mogao objasniti uticajem olova na Lajdigove ¢elije koji obi¢no dovodi do patoloskih promena i
posledi¢no smanjenju lucenja testosterona (234). U skladu sa dobijenm rezultatima ove studije,
smanjenje nivoa testosterona je zabelezeno i u studiji sprovedenoj na pacovima koji su bili izlozeni
olovu tokom 35 dana (150 mg/kg t.m./dan), i pra¢eno je indukcijom oksidativnog stresa
(povecavanjem nivoa MDA) u testisima i sa abnormalnostima u kvalitetu sperme. Navedena
izloZzenost olovu je dovela i do histoloskih promena germinalnog epitela 1 smanjenja koncentracije
Lajdigovih ¢elija (235). Druga studija na pacovima pokazala je da izlozenost olovu tokom 65 dana
koje daje BLL vrednosti oko 30 pg/dL (70) dovodi do smanjenja nivoa testosterona (236). lako su
druge studije pokazale histoloske promene kod pacova izlozenih ve¢im dozama olova (215,237), u
ovoj studiji, koja simulira realnu 1 nisku izlozenost olovu, nije bilo histoloskih razlika izmedu
tretiranih grupa i kontrolne, kao ni izmedu tretiranih grupa, $to implicira da su u slu¢aju izlozenosti
niskim dozama olova ukljuceni neki drugi mehanizmi reproduktivne toksi¢nosti.

U prikazanoj studiji ispitani su efekti niskih doza olova na nivoe esencijalnih metala (Cu, Zn,
Fe i Mn) u tkivu testisa. Olovo kao dvovalentni jon ima sposobnost da oponasa esencijalne jone,
primarno katjone i takmici se za transport i mesta vezivanja bioelemenata na enzimima (192,238).
Mehanizam interakcije olova sa esencijalnim katjonima je prevashodno proucavan u
neurotoksikoloskim istrazivanjima gde je utvrdeno da olovo kompetitivnho menja jone kalcijuma u
bioloskim procesima. Medutim, esencijalni joni su prisutni u svim organima i igraju esencijalnu ulogu
u ¢elijskoj signalizaciji, funkciji enzima i oksidativnoj odbrani u ¢elijama (53). Stavise, esencijalni
joni su usko povezani sa normalnom funkcijom reproduktivnog zdravlja. Cink je esencijalni element
sa vaznom ulogom u mnogim telesnim funkcijama, ukljucujuci spermatogenezu i sintezu testosterona
(215). U ovoj studiji zapazeno je blago poviSenje nivoa Zn u grupama koje su tretirane dozama veéim
od 0,1 mg Pb/kg t.m./dan. Eksterni odnos doza-odgovor je dobijen za nivoe Zn sa dobijenom BMDL
vredno$¢u 0,004 mg Pb/kg t.m./dan. U studiji sprovedenoj na albino pacovima pokazano je da olovo
u ve¢im dozama (60 mg/kg t.m./dan tokom Sest nedelja) dovodi do smanjenja sadrzaja Zn u testisima
(239). Tretman olovom nije uticao na nivoe Fe, dok su nivoi Cu bili visi, a nivoi Mn nizi u odnosu
na kontrolu, ¢ak i u grupi tretiranoj najnizom dozom. Sli¢no dobijenim rezultatima ove studije,
povecanje nivoa Cu i Zn u testisima je utvrdeno u eksperimentu koji je izveden na pacovima Wistar
soja tretiranim 1000 ppm Pb u hrani tokom tri meseca (240). Stavise, Tvrda i sar. su pokazali da
fizioloske koncentracije Mn, Cu, Fe 1 drugih esencijalnih elemenata u testisima imaju pozitivhu
korelaciju sa antioksidativnim markerima i negativnhu sa MDA, §to ukazuje na zastitnu ulogu ovih
elemenata u oksidativnom osteéenju tkiva testisa (241). Mangan je kofaktor antioksidativhog enzima
SOD-2 koji se nalazi prvenstveno u mitohondrijima, dok su Cu i Zn kofaktori enzima SOD-1.
Smanjenje ovih elemenata potencijalno moze uticati na antioksidativnu odbranu ¢elija $to dovodi do
oStecenja celijskih funkcija (153,154). Dobijeni rezultati ukazuju da je najniza uo¢ena BMD bila za
nivoe testosterona u serumu, 1,1e-06 mg Pb/kg t.m./dan. Prikazani rezultati se mogu dalje koristiti
kao polazna tacka u proceni rizika po zdravlje ljudi za olovo kako bi se izvele referentne vrednosti
pri izloZeno$¢u niskim dozama olova.

5.7. Tosiéni efekti olova na tiroidne hormone

Jedan od najviSe proucavanih toksi¢nih efekata olova u novije vreme je svakako dejstvo na
endokrini sistem medu kojima se izdvaja dejstvo na S§titastu zlezdu i1 efekat na nivoe tiroidnih
hormona. Kako u epidemioloskim tako i u eksperimentalnim studijama, dozna zavisnost izmedu
izlozenosti olovu i nivoa tiroidnih hormona jo$ uvek nije utvrdena (17). Mehanizmi kojima olovo
deluje toksi¢no na tiroidnu Zzlezdu, a posledi¢no i na nivoe hormona, jo§ uvek nisu dovoljno
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razjasnjeni. Dosadasnja ispitivanja ukazuju da su za toksi¢ne efekte olova najverovatnije odgovorni
oksidativni stres, jonska dishomeostaza, indukcija apoptoze i inflamacije, epigenetski mehanizmi
(43,53,56,242). Pored navedenih mehanizama, istrazivanja su pokazala da bi indukcija autoimunog
odgovora posredovanog olovom koja rezultuje povecanim nivoom antitela na tiroidnu peroksidazu
mogla biti ukljucena (243). Pored toga, ne moZe se ni zanemariti uticaj olova na hipotalamus-
hipofiza-tiroidnu osu (106).

Kod studija na Zivotinjama, uoceno je smanjenje jodotironin dejodinaze tipa I u jetri kao
mogu¢i mehanizam toksi¢nog dejstva olova koji vodi ka nizim nivoima T3 hormona u serumu (244).
Imaju¢i u vidu da olovo moze uticati na homeostazu esencijalnih jona ukljucenih u funkciju Stitaste
zlezde (jod i selen), poremecaj njihove homeostaze moze biti znac¢ajan mehanizam za tireo-toksi¢ne
efekte olova (192,245-247).

U ovoj studiji, rezultati su pokazali viSe vrednosti T4 i T4 nakon tretmana olovom. Navedena
promena u hormonima je bila dozno zavisna sa dobijenom BMDL vrednos¢u od 0,00026 mg Pb/kg
t.m./dan za T4 i 4,6e-05 mg Pb/kg t.m./dan za fT4. PoviSene vrednosti datih hormona mogu ukazivati
na hipertireoidizam indukovan izlozenoS¢u olovu. Olovo moze interferirati sa hipofiznom
regulacijom rada stitaste zlezde te viSe vrednosti tiroidnih hormona mogu biti posledica nedostatak
znacajnog odgovora TSH na nivoe T4 i T3 u serumu sa jedne strane (izostanak negativne sprege
hipofize od strane hormona tiroidee), ali i direktne stimulacije sinteze hormona vezivanjem za TSH
receptore, s obzirom na ulogu olova kao metalohormona, sa druge strane (17,248).

Nasuprot dobijenim rezultatima u ovoj studiji, primena visih doza olova u pojedinim
studijama su indukovale smanjenje vrednosti T3 i T4, a razlika u rezultatima se moze pripisati
razli¢itim uslovima u eksperimentu pre svega doznim nivoima i duzinom izlozenosti (249).

5.8. Toksi¢ni efekti olova na slezinu

Slezina je glavni imuni organ ljudskog tela, uklju€en u imuni odgovor telesnih te¢nosti i ¢elija,
a takode 1 jedan od organa na koje olovo moze delovati toksi¢no. Pored ispitivanih mehanizama u
ovoj disertaciji, literaturnom pretragom, uoceno je da izlaganje olovu moze dovesti do indukcije
oksidativnog oStecenja slezine eksperimentalnih Zivotinja koje je prac¢eno oksidativnim stresom 1 u
drugim organima uz inhibiciju rasta i razvoja jedinki (250). U studiji sprovedenoj na pacovima
oksidativni stres izazvan ekspozicijom olovo-acetatu 0,2%, doveo je do prekomerne ekspresije
proteina nuklearnog faktora eritroidnog izvedenog-2 i hem oksigenaze-1 u slezini (251).

Pojedina in vitro ispitivanja na kulturi ¢elija splenocita ukazuju na efekte olova na inhibiciju
produkcije azot-monoksida u makrofagama, §to posledi¢no moze voditi ka supresiji imunog odgovora
(252). Interakcija olova sa Ca je jos jedan od detektovanih mehanizama toksi¢nosti u limfocitima
slezine mi$a, gde je primenom koncentracije od 1 mM Pb utvrdeno da poveéava nivo Ca?*, sa
periodima inkubacije od 10 minuta (253). Medutim, u ovoj studiji, primenom niskih doza olova
peroralnim putem tokom 4 nedelje, nisu zapazeni efekti olova na nivo Cu, Zn, Mn i Fe u slezini, kao
ni na histolosku gradu ovog organa.
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5.9. Toksi¢ni efekti olova na status bioelemenata u femuru

Poznato je da su kosti glavni organ deponovanja olova te i u ovoj studiji je potvrdeno da se
olovo akumulira predominantno u kostima. U svim grupama tretiranim olovom je primecéeno
smanjenje nivoa Cu u femuru u odnosu na vrednost u kontrolnoj grupi. Modelovanjem odnosa doza-
odgovor dozna zavisnost uocena je za povecanje nivoa Cu i sSmanjenje nivoa Fe. Fe se apsorbuje u
gastrointestinalnom traktu vezujuéi se za DMT-1, koji posreduje u transportu Fe i drugih metala, a
eksprimiran je na apikalnoj membrani enterocita. Kompeticija olova za navedeni transporter moze
biti jedan od mehanizama kojima olovo deluje na snizenje raspolozivosti Fe u organizmu usled
smanjenja apsorpcije. Pored toga, dozno zavisno smanjenje ekspresije proteina efluksa Fe pod
dejstvom olova je pokazano na PC12 ¢elijskoj kulturi (254). Olovo moZe zameniti Fe pri vezivanju
za Fe helatazu u mitohondrijama, enzim odgovoran za helaciju Fe protoporfirinom (156). U ovoj
studiji olovo je dovelo do anemije i snizenih nivoa Fe u krvi te posledi¢no i smanjenog dopremanja
ka organima, ¢ime se mogu objasniti snizene vrednosti Fe u femuru. U akutnoj studiji sprovedenoj
na misevima, rastu¢e doze olova su dovele do dozno zavisnog sniZenja nivoa Fe u kostima miSeva
(156). U navedenoj studiji interakcija sa bioelementima u femuru se takode moze objasniti na osnovu
hemijskih osobina olova koje mu omogucavaju da kompetitivno istiskuje dvovalentne katjone iz
razli¢itih kompleksa u fizioloskim procesima. Cu igra ulogu u sintezi prekursora kolagena, te njegova
koncentracija u kostima uti¢e na strukturni integritet kolagena (255). Na osnovu rezultata
koncentracija Cu u drugim organima moze se pretpostaviti da je doslo do redistribucije Cu u femur.

5.10. Toksi¢ni efekti olova na status bioelemenata u pankreasu

U navedenoj studiji ekspozicija olovu je dozna zavisnost za povisen nivo Zn u pankreasu
(BMD: 3,84e-06 mg Pb/kg t.m./dan). Zink ima brojne klju¢ne uloge u funkcionisanju pankreasa. Zn
aktivira antioksidativne proteine i smanjuje inflamaciju u ¢elijama u pankreasu kao i u drugim
organima. Pored toga Zn takode moze aktivirati GPR39receptor na povr§inama ¢elija koji moduliraju
signalizaciju Ca i moze uticati lu¢enje insulina. Posto se GPR39 takode nalazi u mnogim drugim
tkivima, njegova aktivacija moze uticati na druge vazne ¢elijske odgovore kao §to je antiinflamatorni
odgovor makrofaga. Nedostatak Zn moze povecati rizik od razvoja akutnog pankreatitisa (256).
Stoga, poviSene vrednosti Zn u pankreasu, u ovoj studiji, mogu biti adaptivni, tj. protektivni
mehanizam organizma aktiviran kao odbrana od Stetnih efekata olova.

5.11. Toksiéni efekti olova na status bioelemenata u timusu

U ovoj studiji pokazano je da tretman olovom u svim grupama dovodi do snizenja nivoa Fe u
timusu koje nije bilo dozno zavisno. Malo je dostupnih podataka koji ukazuju na potencijalnu
interferencu olova sa bioelementima u timusu. Interakcije Pb sa Fe su opisane u mnogobrojnim
studijama, $to je i ranije razmatrano u ovoj studiji. Istrazivanja na PC12 ¢elijskoj kulturi su pokazala
dozno-zavisno smanjenje ekspresije proteina efluksa Fe pod dejstvom olova. Olovo moZe zameniti
Fe pri vezivanju za Fe helatazu u mitohondrijama, enzim (254) odgovoran za helaciju Fe
protoporfirinom (156). U ovoj studiji olovo je dovelo do anemije i sniZzenih nivoa Fe u krvi te
posledi¢no i smanjenog dopremanja ka organima, ¢ime se potencijalno mogu objasniti snizene
vrednosti Fe u timusu.
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5.12. Kriti¢ni toksi¢ni efekat

Imajuéi u vidu da olovo moze izazvati toksicne efekte Cak i pri niskim vrednostima BLL,
Centar za kontrolu i prevenciju bolesti donosi odluku o snizavanju referentne vrednosti BLL sa 5 na
3,5 pg/dL, za decu kao vulnerabilnu grupu (90,257). | druga regulatorna tela preduzimaju mere, pa
je i Evropska agencija za bezbednost hrane 2013. godine odlucila da povuce ranije prihvacenu
vrednost toleriSuceg nedeljnog unosa olova koji je iznosio 25 pg/kg t.m. jer je bio povezan sa
porastom sistolnog krvnog pritiska kod odraslih i snizenjem inteligencije kod dece. Na osnovu svih
raspolozivih podataka zakljuceno je da uspostavljanje nove vrednosti toleriSuceg nedeljnog unosa za
olovo koja bi se mogla smatrati bezbednom nije moguce (258).

U ovoj studiji ispitani su toksi¢ni efekti niskih doza olova sa ciljem dostizanja BLL vrednosti
sli¢nih kao kod opste populacije. Sest doznih grupa, omoguéilo je idealne statisti¢ke uslove za analizu
Benchmark doze. Odredivanje Benchmark doze se koristi kao regulatorno prihvaéen metod za
utvrdivanje referentne taCke, odnosno polazne tacke, u proceni rizika po =zdravlje ljudi
(121,122,259,260). Dobija se statistickim modelovanjem, matematicki naprednom metodom,
posebno u poredenju sa tradicionalnim pristupom NOAEL (118). U ovoj studiji je utvrdeno da
izlozenost olovu pri niskim dozama uti¢e na skoro sve vitalne organe, menjajuéi njihovu fiziolosku
funkciju. Modelovanjem odnosa doza-odgovor dobijena je dozna zavisnost pri modelovanju eksterne
doze-odgovora za ukupno 25 parametara od koji je 13 mereno u krvi/serumu, 4 u mozgu, po 2 u jetri
i femuru i po 1 u bubrezima, srcu, testisima i pankreasu. Od parametara oksidativnog statusa dozno-
zavisno povecanje su dali AOPP u jetri i mozgu, MDA u srcu, O2" u mozgu, dok je u bubrezima
primec¢ena dozno-zavisna inhibicija aktivnosti SOD enzima. U slucaju bioelemenata Cu je pokazao
dozno-zavisno snizenje u krvi i jetri a dozno-zavisno poveéanje u femuru. U slucaju Zn dozno-
zavisno povecanje je zapazeno u krvi, mozgu i pankreasu.

Poredenjem BMD vrednosti za dobijene odnose doza-odgovor, doslo se do najnizih vrednosti
BMD za efekte u pojedina¢nim organima/sistemima koji predstavljaju kriti¢ni toksicni efekat.
Generalno posmatrajuci ove rezultate moze se reci da su uticaji na homeostazu Zn i Cu kao i indukcija
oksidativnog stresa toksi¢ni efekti koji su najéesc¢e dali doznu zavisnost, posmatrajuci celokupan
organizam. Kriti¢ni toksi¢ni efekat za krv i jetru je smanjenje nivoa Cu. PoviSene vrednosti Cu u
femuru indukovane olovom predstavljaju kriti¢an toksi¢ni efekat u ovom organu. Moze se
pretpostaviti da je doslo do preraspodele Cu u kosti usled suprotnosti trenda poremecaja Cu u
organima. Povecanje vrednosti Zn u testisima i pankreasu predstavlja kritican efekat olova u ovoj
studiji koji ne moraju nuzno biti i toksi¢ni. U bubrezima inhibicija SOD se moze smatrati kriticnim
toksi¢nim efektom, §to bi dalje za posledicu imalo smanjenje antioksidativne zasStite u bubrezima. U
srcu, kriticni toksi¢ni efekat je povecanje vrednosti MDA $to odrazava oksidativno oStecenje lipida.
U mozgu, kriti¢ni toksi¢ni efekat je povecanje vrednosti TOS, tj. poviSene vrednosti prooksidanasa.
Za endokrini sistem sniZenje nivoa testosterona predstavlja kriticni toksi¢ni efekat. Kako je za
pojedine efekte ve¢ najniza doza dala odgovor (Smanjenje Cu u krvi, inhibicija SOD u bubrezima i
povecanje Cu u femuru), tj. NOAEL vrednost se nije mogla odrediti, prilikom modelovanja odnosa
doza-odgovor BMD sa BMR 5% je bila u rasponu od 0-0,1 mg Pb/kg t.m./dan. Ovo je doprinelo
postojanju potencijalnih nesigurnosti prilikom modelovanja odnosa doza-odgovor, jer informacije o
efektima ispod nivoa 0,1 mg/kg t.m./dan nisu bili poznati jer nisu bili predmet istrazivanja. Navedeni
rezultati impliciraju da bi se dalja istrazivanja mogla usmeriti na ispitivanje odnosa doza-odgovor pri
jo$ nizim doznim nivoima olova koji bi obuhvatili navedeni opseg vrednosti doza nizih od 0,1 mg
Pb/kg t.m./dan.
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Najniza BMDL vrednost dobijena u studiji iznosi 1,07e-06 mg Pb/kg t.m./dan za efekat
smanjenja nivoa testosterona u serumu pacova. Stoga, smanjenje nivoa testosterona indukovano
olovom predstavlja kriti¢ni toksi¢ni efekat studije.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti:

1.

10.

Najvise vrednosti internih doza olova su zapazene u femuru, zatim bubrezima i jetri pacova,
potvrdujuéi tendenciju olova da se deponuje u navedenim organima u najveem procentu.
Dodatno, pokazana je korelacija izmedu primenjenih eksternih doza olova i izmerenih internih
doza olova.

Niske doze olova su dovele do snizenja nivoa hemoglobina koje je bilo dozno zavisno, zatim
snizenja nivoa hematokrita i broja eritrocita za koje nije utvrden dozno-zavisni efekat.
Posmatraju¢i markere funkcije jetre primenjene doze nisu dovele do statisticki znacajnog
povecanja transaminaza u serumu, ali je doslo do disbalansa lipidnog profila.

Sagledavajuci najznacajnije biohemijske markere funkcije bubrega u serumu moze se zakljuciti
da nije bilo znacajnih promena u njihovim nivoima.

Niske doze olova su dovele do dozno zavisnog snizenja nivoa Fe u krvi i femuru. Dozno zavisno
povecanje nivoa Zn zapazeno je u krvi, testisima, mozgu i1 pankreasu. U sluc¢aju Cu, dozno
zavisno povecanje zapazeno je u femuru, dok je dozno zavisno smanjenje zapazeno u krvi i jetri,
ukazujuéi na preraspodelu Cu u organizmu.

Sagledavaju¢i parametre oksidatovnog statusa, dozno zavisna inhibicija SOD zapazena je u
serumu i bubrezima, dok je nasuprot tome aktivnost SOD indukovana niskim dozama olova u
jetri. Tretman olovom je doveo do dozno-zavisnog povecanja vrednosti O2" i AOPP u mozgu
ukazujuc¢i na indukciju oksidativnog oStecenja. Pri navedenim eksperimentalnim uslovima
olovo je dovelo do dozno zavisnog poveéanja AOPP u jetri, dok je u srcu zabelezen rast MDA
koji je bio dozno zavisan, ukazuju¢i na oksidativno osteéenje proteina u jetri i lipida u srcu pri
primeni niskih doza olova.

Tretman olovom je doveo do histoloskih promena u mozgu kod najvise dozne grupe, dok je
histoloSka struktura jetre, bubrega, testisa i slezine bila o¢uvana.

Posmatrajuci endokrine efekte, zapazeno je da su niske doze olova dovele do dozno zavisnog
povecanja T4 i dozno-zavisnog snizenja nivoa testosterona, implicirajuéi potencijalni efekat
niskih doza olova u ometanju funkcije endokrinog sistema.

Modelovanjem doza-odgovor dobijena je najniza doza koja je izazvala efekat na krv za
smanjenje nivoa Cu. Za endokrini sistem to je sniZenje nivoa testosterona, za jetru smanjenje
nivoa Cu, u bubrezima inhibicija SOD, u srcu povecanje vrednosti MDA, u mozgu povecanje
vrednosti TOS, u testisima 1 pankreasu povecanje nivoa Zn i u femuru poviseni nivoi Cu.
Najniza vrednost BMD dobijena u studiji je za efekat smanjenja nivoa testosterona u serumu
pacova. Efekti koji su takode izazvani veoma niskim dozama olova bili su indukcija SOD u
bubrezima, pove¢anje MDA u srcu, povecanje nivoa Cu u femuru i snizenje Cu u krvi. Zatim,
povecanje TOS u mozgu i1 povecanje Zn u pankreasu i snizenje Cu u jetri. Navedene doze su
bile reda veli¢ine e-06 mg Pb/kg t.m./dan. U slucaju modelovanja internih doza Pb (BLL)-
odgovor, najniza dobijena BMD dobijena je za efekat Pb na povecanje koncentracije Cu u
femuru. Parametri koji su u dali odnos doza-odgovor pri modelovanju eksternih i internih doza
su smanjenje nivoa Cu u jetri i poveéanje nivoa Cu u femuru.

Rezultati predstavljene doktorske disertacije ukazuju da olovo pri niskim dozama/niskim BLL

vrendostima, moze ispoljiti toksi¢ne efekte skoro na svim ispitivanim organima. Izmenjeni profil
hematoloskih i biohemijskih parametara, zajedno sa izmenjenim nivoima bioelemenata, potencijalno
nastalim oksidativnim stresom, izmenjenom aktivnoS¢u acetilholinesteraze i histopatoloskom
analizom ispitivanih tkiva, ukazuju na moguce naruSavanje grade i funkcije organa pacova nakon
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subakutne oralne ekspozicije niskim dozama olova. Dobijeni rezultati daju uvid o distribuciji olova
izmedu krvi i tkiva kao i o internim dozama olova koje dovode do Stetnih efekata. Podaci iz ove

studije doprinose aktuelnim nau¢nim saznanjima o toksi¢nosti olova pri subakutnoj izlozenosti
niskim dozama.
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PRILOZI

Prilog 1. Sveobuhvatan prikaz rezultata dobijenih Benchmark modelovanjem

Tabela 1. Rezultati dobijeni modelovanja odnosa eksterne doze olova-odgovor za efekte olova u krvi
upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriséenje metode usrednjavanja modela (model averaging)

Parametar Model Loglik. No.par. AlIC Model weights ?rr':gDPIt_)/kg) ?n':g?jlé/kg)
HGB full model 63.33 8 -110.66 - - -
null model 52.81 2 -101.62 - - -
Expon. m3- 58.51 4 -109.02 0.25 6.76 15.2
Expon. m5- 58.51 5 -107.02 - - -
Hill m3- 58.51 4 -109.02 0.25 6.78 15.2
Hill m5- 55.51 5 -101.02 - - -
Inv.Expon. m3- 58.51 4 -109.02 0.25 6.9 15.2
Inv.Expon. m5- 58.49 5 -106.98 - - -
LN m3- 58.51 4 -109.02 0.25 6.88 15.2
LN m5- 58.5 5 -107 - - -
Model averaging - - - - 6.41 15.1
Holesterol full model 23.61 8 -31.22 - - -
null model 14.69 2 -25.38 - - -
Expon. m3- 18.19 4 -28.38 0.2639 - -
Expon. m5- 18.19 5 -26.38 - - -
Hill m3- 18.19 4 -28.38 0.2639 - -
Hill m5- 18.19 5 -26.38 - - -
Inv.Expon. m3- 18.19 4 -27.86 0.2666 0.0079 135
Inv.Expon. m5- 18.2 5 -26.4 - - -
LN m3- 18.2 4 -28.4 0.2056 - -
LN m5- 18.2 5 -26.4 - - -
Model averaging - - - - 0.00405 11.3
CRE full model 72.57 8 -129.14 - - -
null model 58.42 2 -112.84 - - -
Expon. m3- 62.35 4 -116.7 0.3042 11.9 17.3
Expon. m5- 62.35 5 -114.7 - - -
Hill m3- 62 4 -116 0.2144 - -
Hill m5- 62 5 -114 - - -
Inv.Expon. m3- 62.16 4 -116.32 0.2516 - -
Inv.Expon. m5- 60.41 5 -110.82 - - -
LN m3- 62.07 4 -116.14 0.2299 - -
LN m5- 61.96 5 -113.92 - - -
Model averaging - - - - 7.72 16.9
HDL full model 26.22 8 -36.44 - - -
null model 19.27 2 -34.54 - - -
Expon. m3- 22.52 4 -37.04 0.2556 0.0242 145
Expon. m5- 22.52 5 -35.04 - -
Hill m3- 22.52 4 -37.04 0.2556 0.0241 15
Hill m5- 22.52 5 -35.04 - -
Inv.Expon. m3- 22.47 4 -36.94 0.2432 - -
Inv.Expon. m5- 22.5 5 -35 - -
LN m3- 22.48 4 -36.96 0.2456 - -
LN m5- 225 5 -35 - - -
Model averaging - - - - 0.0937 12.5
UA full model 25.31 8 -34.62 - - -
null model 11.07 2 -18.14 - - -
Expon. m3- 15.65 4 -23.3 0.3371 6.7 12.8
Expon. m5- 15.65 5 -21.3 - -
Hill m3- 15.28 4 -22.56 0.2329 - -
Hill m5- 13.61 5 -17.22 - -
Inv.Expon. m3- 15.19 4 -22.38 0.2128 - -
Inv.Expon. m5- 14.81 5 -19.62 - -
LN m3- 15.21 4 -22.42 0.2171 - -
LN m5- 15.03 5 -20.06 - -
Model averaging - - - - 0.725 11.3
SOD full model 50.85 8 -85.7 - - -
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BMDL BMDU

Parametar Model Loglik. No.par. AlIC Model weights (mg Phbikg) (mg Pb/kg)
null model 43.02 2 -82.04 - - -
Expon. m3- 46.8 4 -85.6 0.1407 - -
Expon. m5- 47.13 5 -84.26 - - -
Hill m3- 47.46 4 -86.92 0.2723 - -
Hill m5- 47.87 5 -85.74 - - -
Inv.Expon. m3- 47.55 4 -87.1 0.2979 0.000315 4.85
Inv.Expon. m5- 47.36 5 -84.72 - - -
LN m3- 47.52 4 -87.04 0.2891 - -
LN m5- 479 5 -85.8 - - -
Model averaging - - - - 0.000493 12.3

Oy full model 751 8 0.98 - - -
null model -1.51 2 7.02 - - -
Expon. m3- 3.68 4 0.64 - - -
Expon. m5- 5.14 5 -0.279 0.2784 2.19e-06 0.527
Hill m3- 3.96 4 0.080 0.2326 - -
Hill m5- 4.96 5 0.080 - - -
Inv.Expon. m3- 4,01 4 -0.019 0.2445 - -
Inv.Expon. m5- 473 5 0.539 - - -
LN m3- 3.99 4 0.019 - - -
LN m5- 5.01 5 -0.019 0.2445 - -
Model averaging - - - - 2.13e-06 0.385

Zn full model 1.04 8 13.92
null model -14.57 2 33.14 - - -
Expon. m3- -11.43 4 30.86 - - -
Expon. m5- -5.19 5 20.38 0.8201 0.788 1.85
Hill m3- -11.43 4 30.86 - - -
Hill m5- -6.82 5 23.64 0.1607 - -
Inv.Expon. m3- -11.34 4 30.68 0.0048 - -
Inv.Expon. m5- -10.52 5 31.04 - - -
LN m3- -11.38 4 30.76 0.0144 - -
LN m5- -9.23 5 28.46 - - -
Model averaging - - - - 0.00203 1.37

Cu full model -17.99 8 51.98 - - -
null model -25.59 2 55.18 - - -
Expon. m3- -22.17 4 52.34 0.2359 - -
Expon. m5- -22.63 5 55.26 - - -
Hill m3- -22.08 4 52.16 0.2581 4.55e-09 453
Hill m5- -22.96 5 55.92 - - -
Inv.Expon. m3- -22.11 4 52.22 0.2505 - -
Inv.Expon. m5- -22.12 5 54.24 - - -
LN m3- -22.09 4 52.18 0.2555 - -
LN m5- -23.01 5 56.02 - - -
Model averaging - - - - 1.38e-06 3.91

Fe full model 25.64 8 -35.28 - - -
null model 16.41 2 -28.82 - - -
Expon. m3- 20.08 4 -32.16 0.2437 - -
Expon. m5- 20.34 5 -30.68 - - -
Hill m3- 20.08 4 -32.16 0.2437 - -
Hill m5- 20.59 5 -31.18 - - -
Inv.Expon. m3- 20.15 4 -32.3 0.2614 0.000325 8.98
Inv.Expon. m5- 20.55 5 -31.1 - - -
LN m3- 20.11 4 -32.22 0.2511 - -
LN m5- 20.64 5 -31.28 - - -
Model averaging - - - - 0.0108 11

Verovatnoc¢a (Loglik.), Broj parametara (No.par.), Akaike information criterion (AIC), Donji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDL),
Gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), Nivoi olova u krvi (BLL), hemoglobin (HGB), kreatinin (CRE), HDL holesterol
(HDL), superoksid dismutaza (SOD), superoksid anjon radikal (O2")
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Tabela 2. Rezultati dobijeni modelovanja odnosa interne doze olova (BLL, pg/dL)-odgovor za efekte
olova u krvi pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koris¢enje metode usrednjavanja modela
(model averaging)

Parametar Model Loglik. No.par. AlC vl\\jleoigﬁlts 21'\; EL‘/ dL) ?Hl\él EtL)J/ dL)
HGB full NA NA NA - - -
null model 52.81 2 -101.62 - - -
Expon. m3- 57.99 4 -107.98 0.2587 4.99 184
Expon. m5- 57.99 5 -105.98 - - -
Hill m3- 57.99 4 -107.98 0.2587 4.99 18.3
Hill m5- 57.99 5 -105.98 - - -
Inv.Expon. m3- 57.9 4 -107.8 0.2365 - -
Inv.Expon. m5- 57.88 5 -105.76 - - -
LN m3- 57.94 4 -107.88 0.2461 - -
LN m5- 57.93 5 -105.86 - - -
Model averaging - - - - 5.77 17.9
Holesterol full NA NA NA - - -
null model 14.69 2 -25.38 - - -
Expon. m3- 17.73 4 -27.46 - - -
Expon. m5- 18.76 5 -27.52 0.2417 - -
Hill m3- 17.73 4 -27.46 0.2345 - -
Hill m5- 18.47 5 -26.94 - - -
Inv.Expon. m3- 17.87 4 -27.74 0.2698 1.68 14.7
Inv.Expon. m5- 18.01 5 -26.02 - - -
LN m3- 17.81 4 -27.62 0.2541 - -
LN m5- 18.03 5 -26.06 - - -
Model averaging - - - - 0.223 14
CRE full NA NA NA - - -
null model 58.42 2 -112.84 - - -
Expon. m3- 61.55 4 -115.1 0.2506 0.172 353
Expon. m5- 61.55 5 -113.1 - - -
Hill m3- 61.55 4 -115.1 0.2506 0.00405 418
Hill m5- 61.55 5 -113.1 - - -
Inv.Expon. m3- 61.54 4 -115.08 0.2481 - -
Inv.Expon. m5- 61.54 5 -113.08 - - -
LN m3- 61.55 4 -115.1 0.2506 0.00188 526
LN m5- 61.55 5 -113.1 - - -
Model averaging - - - - 0.000561 31
HDL full NA NA NA - - -
null model 19.27 2 -34.54 - - -
Expon. m3- 22.61 4 -37.22 - - -
Expon. m5- 23.75 5 -37.5 0.2644 391 111
Hill m3- 22.61 4 -37.22 0.2299 - -
Hill m5- 23.46 5 -36.92 - - -
Inv.Expon. m3- 22.73 4 -37.46 0.2592 - -
Inv.Expon. m5- 22.89 5 -35.78 - - -
LN m3- 22.68 4 -37.36 0.2465 - -
LN m5- 22.93 5 -35.86 -
Model averaging - - - - 1.29 12.8
Urea full NA NA NA - - -
null model 37.17 2 -70.34 - - -
Expon. m3- 40.18 4 -72.36 0.3485 11.6 20.1
Expon. m5- 40.18 5 -70.36 - - -
Hill m3- 39.75 4 -71.5 0.2267 - -
Hill m5- 39.74 5 -69.48 - - -
Inv.Expon. m3- 39.68 4 -71.36 0.2114 - -
Inv.Expon. m5- 39.44 5 -68.88 - - -
LN m3- 39.69 4 -71.38 0.2135 - -
LN m5- 39.56 5 -69.12 - - -
Model averaging - - - - 3.68 29.7
AOPP full NA NA NA
null model 13.58 2 -23.16 - - -
Expon. m3- 16.81 4 -25.62 0.2463 - -
Expon. m5- 16.82 5 -23.64 - - -
Hill m3- 16.83 4 -25.66 0.2512 0.00 104
Hill m5- 16.83 5 -23.66 - - -
Inv.Expon. m3- 16.83 4 -25.66 0.2512 6.29e-10 8.32
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Model BMDL BMDU

Parametar Model Loglik. No.par. AlC weights (ug Pb/dL) (g Pb/dL)
Inv.Expon. m5- 16.83 5 -23.66 - - -
LN m3- 16.83 4 -25.66 0.2512 0.00 8.89
LN m5- 16.83 5 -23.66 - - -
Model averaging - - - - 3.69¢e-06 9.15

Fe full NA NA NA - - -
null model 16.41 2 -28.82 - - -
Expon. m3- 20.99 4 -33.98 0.2306 - -
Expon. m5- 21.67 5 -33.34 - - -
Hill m3- 21 4 -34 0.233 - -
Hill m5- 21.75 5 -335 - - -
Inv.Expon. m3- 21.18 4 -34.36 0.2789 0.585 9.21
Inv.Expon. m5- 2151 5 -33.02 - - -
LN m3- 21.1 4 -34.2 0.2575 - -
LN m5- 21.65 5 -33.3 - - -
Model averaging - - - - 0.00596 11.3

Verovatnoc¢a (Loglik.), Broj parametara (No.par.), Akaike information criterion (AlIC), Donji nivo pouzdanosti Benchmark
doze (BMDL), Gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), Nivoi olova u krvi (BLL), hemoglobin (HGB), kreatinin
(CRE), HDL holesterol (HDL), uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP)
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Tabela 3. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksterne i interne doze olova-odgovor za efekte
olova na hormone u serumu pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriSéenje metode
usrednjavanja modela (model averaging)

Eksterna doza-odgovor

Parametar Model Loglik. No.par AlIC Model weights BMDL BMDU
(mgPb/kg) (mgPb/kg)
Testosteron full model -19.91 8 55.82 / / /
null model -35.99 2 75.98 / /
Expon. m3- -25.6 4 59.2 0.2406 0 0.0141
Expon. m5- -25.01 5 60.02 / / /
Hill m3- -25.59 4 59.18 0.2431 0 0.0142
Hill m5- -25.27 5 60.54 / / /
Inv.Expon. m3- -25.51 4 59.02 0.2633 0 0.0465
Inv.Expon. m5- -25.34 5 60.68 / / /
LN m3- -25.55 4 59.1 0.253 0 0.0296
LN m5- -25.31 5 60.62 / / /
Model averaging 1.07e-06 0.243
T4 full model 22.33 8 -28.66 / / /
null model 15.55 2 -27.1
Expon. m3- 18.92 4 -29.84 0.2462 0.000652 4,86
Expon. m5- 18.93 5 -27.86 / / /
Hill m3- 18.92 4 -29.84 0.2462 1.01e-05 4.87
Hill m5- 18.97 5 -27.94 / / /
Inv.Expon. m3- 17.53 4 -27.06 0.2563 4.49e-06 4,34
Inv.Expon. m5- 19.04 5 -28.08 / / /
LN m3- 18.93 4 -29.86 0.2512 5.29e-06 458
LN m5- 18.98 5 -27.96 / /
Model averaging 0,00256 7.4
ft4 full model -2.57 8 21.14 / / /
null model -17.49 2 38.98
Expon. m3- -10.1 4 28.2 0.292 0.00093 8,71
Expon. m5- -10.13 5 30.26 / / /
Hill m3- -10.11 4 28.22 0.292 9.55e-06 8,61
Hill m5- -10.12 5 30.24 / / /
Inv.Expon. m3- -10.32 4 28.64 0.1211 / /
Inv.Expon. m5- -10.39 5 30.78 / / /
LN m3- -10.23 4 28.46 0.2949 3.34e-06 7.06
LN m5- -10.27 5 30.54 / /
Model averaging 4.6e-05 9.92
Interna doza (BLL, pg/dL)-odgovor
Parametar Model Loglik. No.par AlIC Model weights BMDL BMDU
(ugPb/dL) (ugPb/dL)
Testosteron full NA NA NA NA / /
null model -35.99 2 75.98 / / /
Expon. m3- -30.45 4 68.9 0.0201 0 2.24
Expon. m5- -30.3 5 70.6 / / /
Hill m3- -30.45 4 68.9 0.0035 0 2.67
Hill m5- -30.3 5 70.6 / / /
Inv.Expon. m3- -30.4 4 68.8 0.2576 0 2.96
Inv.Expon. m5- -30.3 5 70.6 / / /
LN m3- -30.42 4 68.84 0.2525 0 2.26
LN m5- -30.28 5 70.56 / / /
Model averaging 1.82e-06 3.45

Verovatnoca (Loglik.), broj parametara (No.par.), akaike information criterion (AIC), donji nivo pouzdanosti Benchmark
doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), nivoi olova u krvi (BLL)
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Tabela 4. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksterne i interne doze olova-odgovor za efekte
olova na jetru pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode usrednjavanja
modela (model averaging)

Eksterna doza-odgovor

Parametar Model Loglik. No.par AlIC Model weights BMDL BMDU
(mgPb/kg) (mgPb/kg)
AOPP full model 33.74 8 -51.48 / / /
null model 26.74 2 -49.48 / /
Expon. m3- 29.24 4 -50.48 0.1671 / /
Expon. m5- 29.62 5 -49.24 / / /
Hill m3- 29.69 4 -51.38 0.2621 / /
Hill m5- 29.99 5 -49.98 / / /
Inv.Expon. m3- 29.79 4 -51.58 0.2897 1.16e-05 6,18
Inv.Expon. m5- 30 5 -50 / / /
LN m3- 29.76 4 -51.52 0.2811 2.19e-05 7,29
LN m5- 29.99 5 -49.98 / / /
Model averaging 0.000248 13.4
Cu full model -1.2 8 18.4 / / /
null model -13.5 2 31
Expon. m3- -2.22 4 12.44 0.2612 9.66e-05 0.342
Expon. m5- -2.22 5 14.44 / / /
Hill m3- -2.22 4 12.44 0.2612 0.0014 4.87
Hill m5- -2.23 5 14.46 / / /
Inv.Expon. m3- -2.34 4 12.68 0.2317 4.49e-06 4.34
Inv.Expon. m5- -2.38 5 14.76 / / /
LN m3- -2.28 4 12.56 0.246 5.29e-06 4.58
LN m5- -2.31 5 14.62 / /
Model averaging 2.66e-06 0.327
Interna doza (BLL, pg/dL)-odgovor
Parametar Model Loglik. No.par AlIC Model weights BMDL BMDU
(ugPb/dL) (ugPb/dL)
Cu full NA NA NA / / /
Expon. m3- -7.45 4 22.9 0.2582 4.3e-05 4.33
Expon. m5- -7.25 5 245 / / /
Hill m3- -7.44 4 22.88 0.2456 0 4.32
Hill m5- -7.3 5 24.6 / / /
Inv.Expon. m3- -7.39 4 22.78 0.2582 0.000215 4.94
Inv.Expon. m5- -7.33 5 24.66 / / /
LN m3- -7.41 4 22.82 0.2531 1.81e-05 4.7
LN m5- -7.31 5 24.62 / /
Model averaging 1.39e-05 6.39
Interna doza (ng/g)-odgovor
Parametar Model Loglik. No.par AlIC Model weights BMDL BMDU
(ngPblg) (ngPbl/g)
Cu full NA NA NA / / /
null model -13.21 2 30.42 / / /
Expon. m3- -7.03 4 22.06 / / /
Expon. m5- -5.65 5 213 0,2913 0,0001 182
Hill m3- -7.03 4 22.06 / / /
Hill m5- -5.62 5 21.24 0,302 0,0087 134
Inv.Expon. m3- -7.01 4 22.02 0,2032 0 69.6
Inv.Expon. m5- -6.58 5 23.16 / / /
LN m3- -7.02 4 22.04 / / /
LN m5- -6 5 22 0,2053 0 90.4
Model averaging 2.37e-06 102

Verovatnoca (Loglik.), broj parametara (No.par.), akaike information criterion (AIC), donji nivo pouzdanosti Benchmark
doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), nivoi olova u krvi (BLL), uznapredovali produkti
oksidacije proteina (AOPP)
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Tabela 5. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksterne doze olova-odgovor za efekte olova na
bubrege pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koris¢enje metode usrednjavanja modela
(model averaging)

Eksterna doza-odgovor

Parametar Model Loglik. No.par AlC Model BMDL BMDU
weights (mgPb/kg) (mgPb/kg)
SOD full model -23.06 8 62.12 / / /
null model -28.58 2 61.16 / /
Expon. m3- -25.63 4 59.26 0.2322 0 0
Expon. m5- -24.82 5 59.64 / / /
Hill m3- -25.37 4 58.82 0.2893 0 0.050
Hill m5- -24.95 5 59.9 / / /
Inv.Expon. m3-  -26.25 4 60.5 0.162 0 0
Inv.Expon. m5-  -24.99 5 59.98 / / /
LN m3- -25.28 4 58.64 0.3165 0 0.054
LN m5- -24.93 5 59.86 / / /
Model 1.27e-06 4.12
averaging

Verovatnoca (Loglik.), broj parametara (No.par.), akaike information criterion (AIC), donji nivo pouzdanosti Benchmark
doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), nivoi olova u krvi (BLL), superoksid dismutaza (SOD)
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Tabela 6. Rezultati dobijeni modelovanja odnosa eksterne i interne doze olova-odgovor za efekte olova
u mozgu pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode usrednjavanja modela
(model averaging)

Eksterna doza-odgovor

Parametar Model Loglik. No.par AlIC Model weights I(3n'1\g[|)3li)/kg) ?n':g?jlé/kg)
AOPP full model 26.45 8 -36.9 - - -
null model 22.35 2 -40.7 - - -
Expon. m3- 26.13 4 -44.26 0.2462 - -
Expon. m5- 26.23 5 -42.46 - - -
Hill m3- 26.13 4 -44.26 0.2462 - -
Hill m5- 26.29 5 -42.58 - - -
Inv.Expon. m3- 26.17 4 -44.34 0.2563 3.76e-05 5.99
Inv.Expon. m5- 26.3 5 -42.6 - - -
LN m3- 26.15 4 -44.3 0.2512 - -
LN m5- 26.28 5 -42.56 - - -
Model averaging - - - - 0.000822 6.96
TOS full NA NA NA - - -
null model -79.26 2 162.52 - - -
Expon. m3- -73.12 4 154.24 - - -
Expon. m5- -70.6 5 151.2 0.2817 0 0.129
Hill m3- -73.07 4 154.14 - - -
Hill m5- -71.64 5 153.28 0.2706 - -
Inv.Expon. m3- -72.96 4 153.92 0.2216 - -
Inv.Expon. m5- -712.73 5 155.46 - - -
LN m3- -73.02 4 154.04 0.2261 - -
LN m5- -72.41 5 154.82 - - -
Model averaging - - - - 4.49¢e-06 0.48
0,~ full model -9.16 8 34.32 - - -
null model -16.37 2 36.74 -
Expon. m3- -9.97 4 27.94 0.24
Expon. m5- -9.51 5 29.02 -
Hill m3- -9.97 4 27.94 0.24
Hill m5- -9.45 5 289 - - -
Inv.Expon. m3- -9.87 4 27.74 0.2652 0 0.485
Inv.Expon. m5- -9.41 5 28.82 - - -
LN m3- -9.91 4 27.82 0.2548 - -
LN m5- -9.44 5 28.88 - - -
Model averaging - - - - 5.17e-06 151
Zn full model 36.55 8 -57.1 - - -
null model 23.79 2 -43.58 - - -
Expon. m3- 26.68 4 -45.36 0.2251 - -
Expon. m5- 27.39 5 -44.78 - - -
Hill m3- 27.18 4 -46.36 0.3712 2.89e-05 1.75
Hill m5- 27.55 5 -45.1 -
Inv.Expon. m3- 23.79 4 -39.58 0.2099
Inv.Expon. m5- 27.61 5 -45.22 -
LN m3- 23.79 4 -39.58 0.1938
LN m5- 27.53 5 -45.06 - - -
Model averaging - - 6.27e-06 12.6
Interna doza (BLL, pg/dL)-odgovor
Parametar Model Loglik. No.par AIC Model weights BMDL BMDUs
(ug Pb/dL) (ug Pb/dL)
0,~ full NA NA NA - - -
null model -16.37 2 36.74 - - -
Expon. m3- -12.52 4 33.04 0.2512 1.15e-05 5.85
Expon. m5- -12.52 5 35.04 - - -
Hill m3- -12.52 4 33.04 0.2512 0 5.87
Hill m5- -12.52 5 35.04 - - -
Inv.Expon. m3- -12.53 4 33.06 0.2488 - -
Inv.Expon. m5- -12.54 5 35.08 - - -
LN m3- -12.53 4 33.06 0.2488 - -
LN m5- -12.53 5 35.06 - - -
Model averaging - - - - 3.05e-06 5.37

Verovatnoca (Loglik.), broj parametara (No.par.), akaike information criterion (AIC), donji nivo pouzdanosti Benchmark
doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), nivoi olova u krvi (BLL), uznapredovali produkti
oksidacije proteina (AOPP), superoksid anjon radikal (O™), totalni oksidativni status (TOS)
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Tabela 7. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksterne i internih doza olova-odgovor za efekte
olova u srcu pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode usrednjavanja modela
(model averaging)

Eksterna doza-odgovor

Parametar Model Loglik. No.par AlC Model weights BMDL BMDU
(mgPb/kg) (mgPb/kg)
MDA full model -2.57 8 21.14 / / /
null model -17.49 2 38.98
Expon. m3- -10.1 4 28.2 0.2724 7.14e-06 9.25
Expon. m5- -10.13 5 30.26 / / /
Hill m3- -10.11 4 28.22 0.2697 0 454
Hill m5- -10.12 5 30.24 / / /
Inv.Expon. m3-  -10.32 4 28.64 0.2186 0 6.56
Inv.Expon. m5-  -10.39 5 30.78 / / /
LN m3- -10.23 4 28.46 0.2392 0 4.96
LN m5- -10.27 5 30.54 / /
Model 2.23e-06 1.76
averaging
Interna doza (BLL, pg/dL)-odgovor
Parametar Model Loglik. No.par AlC Model weights BMDL BMDU
(ugPb/dL) (ugPb/dL)
MDA full NA NA NA / / /
null model -17.49 2 38.98 / / /
Expon. m3- -13.96 4 35.92 / / /
Expon. m5- -11.66 5 33.32 0.5009 3.45 8.68
Hill m3- -13.95 4 35.9 / / /
Hill m5- -12.73 5 35.46 0.1718 1.63 7.86
Inv.Expon. m3-  -13.73 4 35.46 0.1718 0.521 9.57
Inv.Expon. m5-  -13.53 5 37.06 / / /
LN m3- -13.83 4 35.66 0.1555 1.63 7.86
LN m5- -13.46 5 36.92 / / /
Model 0.398 8.89
averaging
Cu full NA NA NA / / /
null model 7.74 2 -11.48 / / /
Expon. m3- 11.2 4 -14.4 0.4838 10.3 16.5
Expon. m5- 11.19 5 -12.38 / / /
Hill m3- 10.34 4 -12.68 0.2047
Hill m5- 10.32 5 -10.64 / / /
Inv.Expon. m3-  10.01 4 -12.02 0.1472
Inv.Expon. m5-  9.54 5 -9.08 / / /
LN m3- 10.12 4 -12.24 01643
LN m5- 9.83 5 -9.66 / / /
Model 0.081 14.8
averaging
Interna doza (nivoi olova u srcu, ng/g)-odgovor
Parametar Model Loglik. No.par AlC Model weights BMDL BMDU
(ngPb/g) (ngPb/g)
SHG full NA NA NA / / /
null model -13.02 2 30.04 / / /
Expon. m3- -10.87 4 29.74 / / /
Expon. m5- -7.53 5 25.06 0.6221 0.0201 21.9
Hill m3- -10.86 4 29.72 / / /
Hill m5- -8.73 5 27.46 0.1874 0.0035 15.8
Inv.Expon. m3-  -10.79 4 29.58 / / /
Inv.Expon. m5-  -10.31 5 30.62 / / /
LN m3- -10.82 4 29.64 / / /
LN m5- -9.13 5 28.26 / / /
Model 1le-0.6 5.31
averaging

Verovatnoca (Loglik.), broj parametara (No.par.), akaike information criterion (AIC), donji nivo pouzdanosti Benchmark
doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), nivoi olova u krvi (BLL), malondialdehid (MDA), bakar
(Cu), sulfhidrilne grupe (SHG)
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Tabela 8. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa internih doza olova-odgovor za efekte olova u
testisima pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode usrednjavanja modela

(model averaging)

Interna doza (BLL, ug/dL)-odgovor

Parametar Model

Zn full
null model
Expon. m3-
Expon. m5-
Hill m3-
Hill m5-
Inv.Expon. m3-
Inv.Expon. m5-
LN m3-
LN m5-
Model averaging

Loglik.

NA
50.48
45.86
48.7
48.96
49.27
49.34
49.77
49.32
49.77

No.par

NA
8

abboabbbabR_N

AlIC

NA
-84.96
-87.72
-89.4
-87.92
-90.54
-90.68
-89.54
-90.64
-89.54

Model weights

/

/
0.1533
/
0.2711
/
0.2907
/
0.285
/

BMDL
(ug Pb/dL)
/

/
/
/
0.0015
/
0.00058
/
0.0008
/

0.004

BMDU
(Mg Pb/dL)
/

/
/
/
718
/
42.7
/
53.9
/

19

Verovatnoca (Loglik.), broj parametara (No.par.), akaike information criterion (AIC), donji nivo pouzdanosti Benchmark
doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), cink (Zn)
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Tabela 9. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksternih i internih doze olova-odgovor za efekte
olova na femur pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koriS¢enje metode usrednjavanja
modela (model averaging)

Eksterna doza-odgovor

Parametar Model Loglik. No.par AlC Model weights BMDL BMDU
(mgPb/kg) (mgPb/kg)
Fe full model 33.74 8 -51.48 / / /
null model 26.74 2 -49.48 / /
Expon. m3- 29.24 4 -50.48 0.1671 / /
Expon. m5- 29.62 5 -49.24 / / /
Hill m3- 29.69 4 -51.38 0.2621 / /
Hill m5- 29.99 5 -49.98 / / /
Inv.Expon. m3- 29.79 4 -51.58 0.2897 1,16e-0,5 6,18
Inv.Expon. m5- 30 5 -50 / / /
LN m3- 29.76 4 -51.52 0.2811 2.19e-05 7.29
LN m5- 29.99 5 -49.98 / / /
Model averaging 0.000248 13.4
Cu full model -1.2 8 18.4 / / /
null model -135 2 31
Expon. m3- -2.22 4 12.44 0.2612 9.66e-05 0.342
Expon. m5- -2.22 5 14.44 / / /
Hill m3- -2.22 4 12.44 0.2612 0.0014 4.87
Hill m5- -2.23 5 14.46 / / /
Inv.Expon. m3- -2.34 4 12.68 0.2317 4.49e-06 4,34
Inv.Expon. m5- -2.38 5 14.76 / / /
LN m3- -2.28 4 12.56 0.246 5.29¢e-06 4.58
LN m5- -2.31 5 14.62 / /
Model averaging 2.66e-06 0.327
Interna doza (BLL, pg/dL)-odgovor
Parametar Model Loglik. No.par AlC Model weights BMDL BMDU
(ugPb/dL) (ugPb/dL)
null model -135 2 31
Expon. m3- -7.45 4 229 0.2582 4.3e-05 4.33
Expon. m5- -7.25 5 24.5 / / /
Hill m3- -7.44 4 22.88 0.2456 0 432
Hill m5- -7.3 5 24.6 / / /
Inv.Expon. m3- -7.39 4 22.78 0.2582 0.000215 4.94
Inv.Expon. m5- -7.33 5 24.66 / / /
LN m3- -7.41 4 22.82 0.2531 1.81e-05 47
LN m5- -7.31 5 24.62 / /
Model averaging 1.39e-05 6.39
Interna doza (ng/g)-odgovor
Parametar Model Loglik. No.par AlC Model weights BMDL BMDU
(ngPb/dL) (ngPb/dL)
Cu full NA NA NA / / /
null model -13.21 2 30.42 / / /
Expon. m3- -7.03 4 22.06 / / /
Expon. m5- -5.65 5 213 0,2913 0.0001 182
Hill m3- -7.03 4 22.06 / / /
Hill m5- -5.62 5 21.24 0,302 0.0087 134
Inv.Expon. m3- -7.01 4 22.02 0,2032 0 69.6
Inv.Expon. m5- -6.58 5 23.16 / / /
LN m3- -7.02 4 22.04 / / /
LN m5- -6 5 22 0,2053 0 904
Model averaging 2.37e-06 102

Verovatnoca (Loglik.), broj parametara (No.par.), akaike information criterion (AIC), donji nivo pouzdanosti Benchmark
doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), nivoi olova u krvi (BLL)
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Tabela 10. Rezultati dobijeni modelovanjem odnosa eksternih doza olova-odgovor za efekte olova u
pankreasu pacova upotrebom PROASTweb 70.1 softvera uz koris¢enje metode usrednjavanja modela
(model averaging)

Interna doza (mg Pb/kg t.m./dan)-odgovor

Parametar

zZn

Model

full

null model
Expon. m3-
Expon. m5-
Hill m3-

Hill m5-
Inv.Expon. m3-
Inv.Expon. m5-
LN m3-

LN m5-

Model averaging

Loglik.

-21.63
-29.77
-26.69
-24.04
-26.65
-24.05
-26.54
-25.22
-26.59
-24.29

No.par

abboboboRANO©

AlIC

59.26
63.54
61.38
58.08
61.3

58.1

61.08
60.44
61.18
58.58

Model weights

BMDL
(ug Pb/dL)
/

/

/

9.2e-06
/
0.00537
/
0.00166
/
0.00381
3.84e-06

BMDU
(Mg Pb/dL)
/

/

/
0.254
/
0.369
/
0.397
/
0.28
0.272

Verovatnoca (Loglik.), broj parametara (No.par.), akaike information criterion (AIC), donji nivo pouzdanosti Benchmark
doze (BMDL), gornji nivo pouzdanosti Benchmark doze (BMDU), cink (Zn)

117



Prilog 2. Rezultati istraZivanja iz doktorske disertacije publikovani i $tampani u celini u
¢asopisima kategorije M20

Radovi objavljeni u medunarodnim ¢asopisima izuzetnih vrednosti (M21a)

1. Javorac D, Antonijevi¢ B, Andelkovi¢ M, Repi¢ A, Bulat P, Djordjevic AB, Barali¢ K, DPukié-Cosié
D, Antoni¢ T, Bulat Z. Oxidative stress, metallomics and blood toxicity after subacute low-level lead
exposure in Wistar rats: Benchmark dose analyses. Environmental Pollution. 2021 Dec 15;
291:118103. IF (2020) 8.071

2. Javorac D, Tatovi¢ S, Andelkovi¢ M, Repi¢ A, Barali¢ K, Djordjevic AB, Mihajlovi¢ M, Stevuljevié¢
JK, Buki¢-Cosi¢ D, Curéié M, Antonijevi¢ B, Bulat Z. Low-lead doses induce oxidative damage in
cardiac tissue: Subacute toxicity study in Wistar rats and Benchmark dose modelling. Food and
Chemical Toxicology. 2022 Jan 16:112825. IF (2020) 6.025

Rad objavljen u vrhunskom medunarodnom ¢asopisu (M21)

3. Javorac D, Andelkovi¢ M, Repi¢ A, Tatovi¢ S, Djordjevic AB, Miljakovi¢ EA, Batini¢ B, Boric¢i¢
N, Pukié¢-Cosié D, Antonijevi¢ B, Bulat Z. Comprehensive insight into the neurotoxic mechanisms
of low dose Pb exposure in Wistar rats: Benchmark dose analysis. Chemico-Biological Interactions.
2022 Jun 1;360:109932. IF (2020) 5.192
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obpaszay usjage o aymopcmsy

N3jaBa o ayropcTBy

Nwme u npe3ume aytopa JIparana JaBopail

bpoj unpgekca 1/2017

HUzjaBbyjem

71a je JOKTOPCKa TUCepTaIrja Mo 1 HacCJIOBOM

,,TOKCI/ILIHI/I eq)eKTI/I HUCKHUX O03a O0JI0OBA HA MOJCITY CY6aKYTH€ HU3JI0KCHOCTHU HaL[OBa“

® pe3yNTaT CONCTBEHOI UCTPAKUBAYKOT Pajia;

e Jla IucepTalyja y HEeJMHA HU Y JIeTIOBUMA HUje Oua mpe/jioKeHa 3a CTUIIAkhe IPYTe
JTUTUIOME TpeMa CTYAM]CKUM IporpaMuMa JIPYyruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

e J1a Cy pe3y/iTaTu KOPEKTHO HaBEeIEHU U

® Ja HUCAM KpIIHO/JIa ayTOpcKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa HHTENEKTYalIHy CBOJUHY JIPYTHX JIUIIA.

Hornuc ayropa

VY beorpany,
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obpasay usjage o UCMOBEIMHOCMU WMAMNAHE U eJleKIMPOHCKe 8ep3uje 00KMOpCKo2 pada

M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npezume aytopa  Jlparana JaBoparg

bpoj ungekca 1/2017

Crynujcku nmporpam JOKTOPCKE aKJIeMCKe CTyAHje, MOIyN TOKCUKOIOTH]ja

Hacnos pana ,» TOKCHUHU e(eKTH HUCKUX J103a 0JI0BA Ha MOJIETy Cy0aKyTHE U3JI0KEHOCTH
nanosa‘

Mentop  Ilpod. ap 3opuna bynat

W3jaBspyjemM na je mrammnaHa Bep3uja MOT JIOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EICKTPOHCKO] BEP3HjH KOjY
caM IpeJao/iia pajau noxpamuBama y JJururaanom penosutopujymy YHusep3ureray beorpany.

Jlo3BoJbaBaM J1a ce 00jaBe MOjH JIMYHH ITOJAIM BE3aHH 3a JIOOHMjamke aKaJeMCKOT Ha3MBa JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UMe M MPe3uMe, TOIMHA U MECTO poljera 1 1aTyM o0paHe paja.

OBu nMYHM TOJAIM MOry ce O0jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHMIIAMa JUTHTajHE OMOIuOTEKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOiinkanujama Y HuBepsurtera y beorpany.

IMoTrnmc ayropa

VY beorpany,
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obpasay uzjase o kopuwhersy

M3jaBa o kopumhemy

Ognanthyjem YHuBep3urercky oudnuoreky ,,CBero3ap MapkoBuh* na y JIurutanHu peno3uTopujym
VYuusep3urera y beorpany ynece Mojy JOKTOPCKY IUCEPTALH]y 0] HACIOBOM:

,» TOKCHYHU e(DeKTH HUCKUX 1032 0JIOBA HA MOJIENTy CyOaKyTHE M3JI0’KEHOCTH MaroBa‘

KOja je MOje ayTOPCKO JIeJO.

Jucepranujy ca CBUM IPHJIO3UMa TIpeJao/Ia caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBHPAIbE.

Mojy IOKTOpCKY IUCEepTalHjy MOXpameHy y JIUrutaiHoM perno3uTopujymy YHUBEp3HUTETa Y
beorpany u 1OCTYymHY y OTBOPEHOM MPHCTYIY MOIY Ja KOPHCTE CBH KOjH MOIITY]y oapenoe
cagpkaHe y ogabpanom tuny auienne Kpearusue 3ajenuure (Creative Commons) 3a kojy cam ce
OJlTy4YHO/Ta.

1. Ayropcteo (CC BY)
2. Ayropcto — Hekomeprujaiao (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HekoMepuujanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpcTBO — HEKOMepIHjatHO — neauTt nox uctuM yeiaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 mpepana (CC BY-ND)
6. AyropctBo — aenutH noa uctum yciosuma (CC BY-SA)

(Monumo na 3a0Kpy,’HUTe caMo jeHY o] 1mecT nonyhenux nuuenuu. Kparak
OTIHC JIUIICHIIM € CAaCTaBHH JIEO OBE M3]aBe).

HoTrnuc ayropa

VY beorpany,
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1. AyrtopcTrBo. Jlo3BoJhaBaTe YMHOXaBame, JUCTPUOYIM]Y M jJaBHO CaoNIITaBame Jeia, U
npepaje, ako ce HaBelle UMe ayTopa Ha HauWH ofjpel)eH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JHUIICHIIE,
YaK ¥ y Komepijainae cepxe. OBo je Hajclo00 HH]ja 01 CBUX JIUIICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuHjajiHo. Jlo3BosbaBaTe YMHOXaBame, MAUCTPUOYIU]Y H JaBHO
CaoIIIITaBakEe JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBelle MME ayTopa Ha HauuH ojpel)eH ol cTpaHe ayTopa
WM AaBaona jauueHie. OBa JTUIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEpPLUjaIHy yIoTpeOy Aena.

3. AyYTOpCTBO — HeKOMepUHjaTHO — 0e3 mpepajia. /[03BosbaBaTe yMHOKaBAKE, JUCTPUOYITH]Y
Y jaBHO CAOIIITaBakE Jie7a, 0e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOBama WK yoTpede Jena y CBOM JIey, aKo
ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauWH ofipel)eH o1 cTpaHe ayTopa Wi raBaona JuieHe. OBa JUIeHIa
HE JI03B0JbAaBA KOMEPLHUjAIHY yIIOTpeOy fena. Y 0AHOCY Ha CBE OCTAJIE JIMLEHIIE, OBOM JIMLIEHIIOM
ce orpannyvana HajBehn oO6uM npaBa kopuihema Jena.

4, AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHjaJHO — JIeJUTH TMO0jJ HCTHM YyciaoBuma. Jlo3BosbaBare
YMHO)KaBar-e, TUCTPUOYIN]Yy U JaBHO CAOIIITABAILE JIeNa, U IIPEpaje, ako ce HaBeJe UME ayTopa
Ha Ha4MH ojipel)eH o/ cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JUIEHIIE U aKo ce Mpepaaa IucTpuldynupa moj
MCTOM WJIM CIIMYHOM JureHnoM. OBa JIMIEHIIa He J103B0JhaBa KOMEPLHUjAIHY YHOTpeOy Jena u
npepaja.

5. AyropcTtBo — 0e3 mnpepana. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYIM]y U jaBHO
caomiiTaBame jena, 6e3 mpoMeHa, MPeoOIUKOBamha WK yIOTpede Jieja y CBOM ey, ako ce
HaBeJle M€ ayTopa Ha HauMH ojpeheH of cTpaHe ayTopa Wi JaBaoua juieHue. OBa JMIeHna
JI03BOJbaBA KOMEPILHjATHY YIOTpeOy aena.

6. AyTopcTBO — AeJIUTH MO MCTHM YycJa0BUMA. J/l03BOJbaBaTe YMHOXKaBambe, TUCTPUOYIIH]Y H
JAaBHO caomIlTaBame Jeja, U Mpepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauMH oapeheH o cTpaHe
ayTopa WJM JaBaolla JIMLIEHLE M aKo ce Mpepana JUCTpuOyupa Mo HMCTOM WM CIUYHOM
muneHnoM. OBa JMIEHIa J103BOJbaBa KOMEpPLHUjAIHY ynoTpeOy naena u npepaaa. Cnuyna je
CO(TBEPCKUM JIMIEHI[aMa, OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJ1a.
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