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o ocjeni podobnosti teme | kandidata za izradu doktorske teze

PODACI O KOMISLII

Na osnovu odiuke Naugne-nastavnog  vijeca  Privodno-matemati¢kog  fakulteta  br.
1932377715 od 18.09.2013. eodine imenovana je komisija za ocjenu podobnosti teme |
kandidata za izradu doktorske disertacije pod nazivom | Fkotoksikotogka istrazivanja
intoksikacije  eolovo-acetatom 1 alloxan-om  Wistar  pacova inficiranih  egerihijom
(Escherichiv coliy™ uslijededem sastavu:
1. dr Dragojla Golub. docent. Prirodno-matematicki fakultet Univerziteta u Banjoj
[.uci. uza naucna oblast: Zoologija — predsjednik.

2. dr Ivica Radovié. redovni profesor, Fakultet za bezbednost Univerziteta u
Beogradu. uza nau¢na oblast: Ekologija. biogeografija i zastita zivotne sredine,
¢lan,

3. dr Radoslav Deki¢. docent., Prirodno-matematicki fakultet Univerziteta u Banjoj

Luci, uza nauéna oblast: Fiziologija zivotinja. &lan.

1. BBOGRAFSKI PODACI NAUCNA [ STRUCNA DJELATNOST KANDIDATA

+~  Biografski podaci

Maja Manojlovié¢ rodena je 22.12.1977. godine u Banjaluci. Zavriila je Osnovnu skolu
LFilip Macura™ 3kolske 1991/92 godine. Nizu Muzicku skolu .Vlado Milogevic™ zavréila
Jje skolske 1992/93 vodine. Gimnaziju je zavrsila $kolske 1993/96 godine. Godine 1997,
upisala s¢ na Prirodno - matemati¢ki takultet u Banja Luci, Odsjek za biologiju. nastavni
smjer. Diplomski rad pod naslovem .Gajenje egzotiénih vrsta riba iz familije Cichlidae
(greecich) u akvarijumskim ustovima™ pod mentorstvom prof. dr Milenka Radeviéa
odbranifa je 13, oktobra 2004. godine i time stekla zvanje profesora biologije. Skolske
2004/2005. godine upisala je postdiplomske (magistarske) studije na smjeru Ekologija
Qdsjeka Biologija na Prirodno-matematickom fakultetu Univerziteta u Banjoj Luci. koje je
zavriila sa prosjecnom ocjenom 10.00. Odbranom magistarskog rada 10.06.2011, godine
pod nazivom . Ulica) olova na potomstvo kod primigravidnih Wistar pacova® je stckla
zvanje Magistar bioloskih nauka. Kao apsolvent obavljala je poslove demonstratora na
predmetima Zeologija hordata 1 Ekologija Zivotinja Skolske 2003/04.godine. Istovremeno
Je ucestvovala vodrzavanju predavania prilikom organizovanih posjeta Javnomakvarijum u
Banjal.uci. PMF. Za wvrijeme studija stipendirana je od strane Heinrich Bl Fondacije.




potom Giradske uprave Grada Banjal.uka — Fondacije ..PetarKo¢i¢™. Bila je predsjednica i
Jedan od osnivaca studentske ekolodke organizacije Republike Srpske SEKORS, u okviru
koje je uCestvovala u realizaciji vedeg broja projekata. U¢estvovala je na vige seminara na
temu ekologije i zadtite Zivotne sredine u razlicitom trajanju. Zaposiena na Prirodno-
matematickom takultetu Univerziteta u Banjoj Luci od novembra 2004, godine kao asistent
na predmetu Ekologija Zivotinja sa zoogeografijom. U toku rada bila joj je povjerena
nastava (izvodenje vjczbi) iz predmeta: Zoologije hordata, Ekologija i raznovrsnost
hordata, Zastita biodiverziteta. Tercstri¢na ekologija. IThtiologija i Biologija gljiva |
lisajeva. lzabrana je na mjesto viSeg asistenta u martu 2012. godine. na predmetima
Ekologija zivotinja sa zoogeogratijom. Terestriéna ekologija [ i Terestricna ekologija I1.
Istovremeno izvodi viezbe i iz Fkotoksikologije, Modela i simulacija u ckologiji i
Zooloskeg praktikuma. Zavrsila je pocetni stereoloski kurs na Univerzitetu u Nisu 2005,
godine. Kao ¢lan Udruzenja Javnog zdravlja RS prisustvovala je godisnjem sastanku
Svijetske lederacije asocijacija javnog zdravlja u Zenevi. maja 2008. godine. Sluzi se
engleskim i njemackim jezikom. Udana je, majka troje djece.

» Bibliogratski podaci

Radovi Stampani u ¢jelini

Lo Dekic, R dvane, AL Lolic, S.. Manojlovié, M., Janji¢. N.. Eri¢, 7., Cetkovié, D.
(2012} Parametri eritrocitne loze Telestes merohicnsis iz vodotoka Pribitul. Skup,
Vol. 4 (2). Prirodno-matematicki fakultet Univerziteta u BanjojLuci, str. 153-160.
Lolic. S, Boroja. M.. Dekié. R.. Kovagevic., Z.. Manojlovié, M., Kukavica. B,
(2011 Analiza kvaliteta vode izvora na podrugju planine Manjaca. Skup 4.
Zbornik radova 11 Simpozijuma biologa Republike Srpske i I Simpozijuma ekologa
Republike  Srpske. Banja  Luka 4-6.11.2010. Prirodno-matemati¢ki fakuitet
Univerziteta u Banjoj Luci. str. 28§7-293,

Vujanovic, 1., Radevi¢. M., Manojlovié, M., Ivanc, A., Dekié, R. (2011):

Duzinsko-tezinski odnosi kod skobalja (Chondrostoma nasus). Skup 3, Prirodno-

matematicki fakultet Univerziteta u Banjojl.uci, str. 57-66.

4. Radevic. M. Pavlovie, N Durdevic. S.. Balaban, M., Boroja. M.. Manojlovié. M..
Filipovic. 5. (2008): Kvalitet vode za pi¢e Banjaluke sa mikrobioloskog i fizitko-
hemijskog aspekta. VODA 2008: Zbornik radova 37. godidnje konferencije o
aktuelnim problemima koriséenja i zastite voda. Mataruska Banja. str. 489-492.

S0 Paviovics Noo Radevie, ML Filipovic, S. Balaban, M., Boroja. M.. Durdevié. S.,
Manojlovic. M., 2008): Stanje zoobentsa Vrbasa uzvodno od fabrike vode
Novoselija. VODA 2008: Zbornik radova 37. godisnje konferencije o aktuelnim
problemima korii¢enja i zastite voda. Mataruska Banja. str. 77-80.

6. Radevic. M. Janjié. N Manojlovic, M, (2008) : Znacai ckologke sekcije u
osnoviim i srednjim $kolama. Skup 2: Zbornik radova [ Simpozijuma biologa
Republike Srpske. Banja Luka 10-12.11.2005., ste. 149-154.

7. Radevic. M. Janjié. N Manojlovi¢. M. (2008) : Pravilne ocjenjivanje ucenika,
znacajan indikator u vrednovanju rada nastavnika u osnovnim i srednjim Skolama.
Skup 2: Zbornik radova | Simpozijuma bicloga Republike Srpske. Banja Luka. 10-
12112605 str. 153-162.

8. Radevid. M., Janjic. N.. Manojlovi¢, M. (2008) : Nastava biologije u reformisanom
sistemu obrazovanja. Skup 2: Zbornik radova | Simpozijuma biologa Republike

CSrpske. Banja Luka, 10-12.11.2005.. str. 163-170,

td

S}




9. Radevic. M, Manojlovi¢, M. (2007) : Kvalitet vode kao indikator bolje proizvodnje
riba u pojedinim bazenima ribnjaka Bardaca. Zbornik radova sa nau¢nog skupa
.Stbija i Republika Srpska u regionalnim i globalnim procesima, Beograd -
Banjaluka. 2007, str. 281-288.

Publikacije:

Radevié, M., Manojlovi¢, M. (2009) : Ekologija Zivotinja sa zoogeografijom (praktikum),
Prirodno-matemati¢ki takultet Univerziteta u Banjoj Luci.

UceSée u realizaciji naudéno - istrazivackih projekata (saradnik):

I. Bichemijski 1 fizioloski status  pacova Wistar soja inficiranih  eSerihijom
(Escherichia coll) u razlicitom postaplikacionom periodu. (2012-2013) Ministarstvo
nauke i ehnologije. koordinator prof. dr Aleksandar Ivanc.

2. Odredivanje koncentracije olova i uticaj elektromagnetnog zracenja na populaciju
zZivotinja.  (2009-2011) Ministarstvo nauke i tehnologile. koordinator prof. dr Mitar
Novakovic.

3. Utvrdivanje koncentracije olova u hidroloskom podrugju Manjade 1 rijeci Krupi.
(2010) Ministarstvo nauke 1 tehnologije. koordinator doc. dr Biljana Kukavica.

4. Kvalitet vode za pice stanovnistva Banje Luke, (2007) Ministarstvo nauke i
tehnologije. koordinator prof. dr Milenko Radevic.

2. ZNACAJ I NAUCNI DOPRINOS ISTRAZIVANJA

»  ZInaéaj istrazivanja

U danasnge vrijeme. probleny optereéenia Zivotne sredine razlicitim polutantima I toksiénim materijama sve je
vise dzrazen. Broini 1 heterogeni polutanti mogu izazvadi raznovesne negativie efekte o Zivim organizmima,
Deistvo toksing se mijenja uointerakedji sa drugim polutantima, kao i biotoksinima. U wm smislu. pored
odredivanja letalne 1 najyece doze polutanta. izarzetno je znacajno utvrditi efckte zajednickog dejstva dva ibi
vise polutanata na sisteme organa, reprodukeiju ioponaganje jedinki. Zbog svega navedenog. u ovom
istraZivanju prati¢e se elekat intoksikacije olove-acetatom. alloxan-om (diabete mellitus tip 1) 1 toksinima
Loscherichia cofi na omorfometriju i hemuteloski status Wistar soja paeova ¢lja mortologija 1 tiziologija
dovolino nalikuju onimu kod Covicka 1 koji pruza najbolje tunkeionalne Karakteristike sisarskog modela
sistema. Poseban znaca) ogleda se uinlerpretaciji dejstva kako abioti¢kih tolovo-acetat i alloxan) tako i
hiotickih thiotoksini Escherichia coliy faktora na Zive sisteme,

~ Pregled istrazivanja

Fkotoksikelogija prati i proudasa promjene u ckosistemima {prirodnim i antropogenim) i biosferi v cielini,
koje su se dogodile 1 dogadaju se pod uticajem antropogenih aktivnost (toksikolodki pristup) i destruktivine
promjene na nivou ckosistema i onjegova degradaciju i stabilizaciju (ekoloski pristup} (Jablanovié er af..
20031 Termin ekotoksikologija. spo) ekologije i Loksikologije, se u literaturi javlja krajem Sesdesetih godina
CPruhaut, 1977 Toksikologija istrazuje efekie rovanja koji se ispoljasaju na nivou individue. Gboljenja koja
izasivaju zagadujude supstance u ljudskoj populaciii esto su masovna i imaju epidemiiski karakter. Klasiéna
ckologija, kao biolodka disciplina. proucaya odnose biotickih i abictickih kompoenenata u ekosistemima. ne
zanemarujudi jedinke. Izmjena samo jedne od komponenti (proenstveno pojavom razliéitih polutanata)
traziva lanCane promjenc u cijelom ckosistemu, Fhotoksikologiia, Jkéerkar ekologije §loksikologije. se bavi




izvorima § vrstama zagadivanja ekosistema, odnosno Fivolne sredine. prati njihovu sudbinu u ekosistemima
{monitoring) i proucava Sletne efekte ragadenju na tizicku sredinu i bicloske sisteme, planira i sprovodi
sktivnosti predvidania mogudih posljedica. pronalasi moguénosti zadtite Zivotne sredine. koriste¢i razli¢ita
sredstva | metode (Jablanovié er @f . 2003). U okviru ekotoskikoloskih istraZivanja koriste se brojni testovi
(OECD metode - 201 Alga. Growth Inhibition Test. 202 Daphnia sp. Acute Immobilisation Test. 203 Fish.
Acule Toxicity Test. 204 Fish. Prolonged Toxicity Test: 14-Duy Study. 205 Aviun Dietary Toxicity Test. 206
Avien Reproduction Test. 207 Larthworm. Acute Toxicity Tests, 208 Terrestrial Plants. Growth Test. 209
Activated Sludge. Respiration Inhibition Test. 210 Fish. Early-lLife Stage Toxicity Test.... EU test metode-
CLACUTE TOXICTTY FOR FISH. C.2.0 DAPHNLL SP. ACUTE IMMOBILISATION TEST. C.3. ALGAL
INFIURITION TEST. €4, DETERMINATION OF "READY™ BIODEGRADABILITY i mnogi drugi).
Llobicaieni ekotoksikeloski testovi pryenstveno imaju 7 cilj utyrditd letalnu dozu Iokslkdnt& kao i najvecu
dozyoljenu dozu zu dnesni unos, U opsegu lzmedu ove dyvije doze. javljaju se broine biohemijske i fizioloske
promjcne u organizmu intoksikovane jedinke. Ove promjene variraju u zavisnosti od visine doze, kao i od
VESLC QNI A,

7a ovaj eksperiment su odabrani olovoe-acetat, alloxan (diabete mellitus tip 1) | Escherichia coli, &iji Ce se
utica) pratiti na Wistar puacovima. Radi utvrdivanja elekata intoksikecije radice se hematologke i
morfometrijske analize. uz stelno posmatranje jedinki i pracenje uticaja ovih polutanata na njihovo ponadanje
i uzimanje hrane i vode.

Olove. sveprisutan i raznosvestan meial, pocelo se Roristiti jod u praisturiii tako da je danas izuzelno siroko
distribuirano u Zivotnaj sredini (Tong er af. 2000). Ynanje o njegovim opstim toksiénim efektima se proteZe
unavad i milenijuma. a ipak izioZzenost olovu nastavlju da bude jedan od glavnth globalmh problema.
poschne u razyijenim urbanim centrima i zemljama wredeg svijeta. Olovo je jedan od najranije otkrivenih
otrova (Lidsky. Schneider. 2003). Olovo se emituje u atmosferu iz prirodnih i antropogenih izvora, Prirodna
cmisija obuhvata resuspenviju vjetrom, crupcije vulkana. sumske pozare, morski aerosel i biogene izvore
{Nriagu. 1989). Prema Nriagu (1988) ova emisija olova u atmosferu nije u potpunosu priredna, jer joj
doprinosi antropegeno olovo natalozeno kroz istoriju. Globalne gledano, glavni emisioni izvori olova
ukljueuju sagorijevanje lesiinih goriva. proizvodnja ebojenih metala. zeljeza i celika. Znatna kolicina olova
se emituje i proizvodnjom cementa. kao i odlaganjem industrijskog i urbanog olpada (Pacyna & Pacyna.
20017, Dugo vremena najvedi izvor antropogenog olova je predstavljao oloy ni benyin. tako da organizmi koji
nascljavaju rubna podrudja autoputeva predstavijaju svojevrsne determinante izlaganja olovu (StrBmberg et
al. 20030, kao § organizmi koji naseljiasaju uze podrudje oko fabrickih ©rudnickih postrojenja. Olovo se u
atmosferi nalazi iskljutive vezano sa drugim elementima cinedd partikule velicine 0.1-1 pm. Najéesce se
emituje u vidu sultute hlorida i oksida. Sagorijevanje benzina oslobada elovo u abliku olovo - oksida (PbO).
obojena metalurgija olovosulfat (PS04 1 olove - oksid. a sagorijevanje uglja olovo diblorid (PbCls}
(AMAP. 1998). Olovo iz atmosfere dospijeva u zemljiste ili vodu putem mokre i suve depozicije, cesto
veoma daleko od izvora emisije. Kao i veéina teskih metala. olovo se u atmosferi zadrzava dugo. pri ¢emu
moZe predi stotine. pa ¢ak i hiliade kilometara, Ova pojava je najuoéljivija u polarnim krajevima, daleko od
urbanin sredina. gdje se ofovo nalazi u razli¢itim koncentracijama na razliditim dubinama leda (AMAP,
20013 Olove dospijeva u povisinske i podzemne vode | primjenom dubriva bogatih olovom, iz
kanalizacionog mulja na okalnom zemliistu. izlivanjem kanalizacionih u tekuce vode i sliéne. Od lzuzctno):
/madaja su i veliki industrijski i rudarski centri kol svoje otpadne vode bez prethodnog prediséavanja
ispudtaju u okolne rijeéne tokove (Kastori, 1997). Rijeke se dodatne bogate olovom prolaskom kroz velike
urbane sredine (Tedeschi. 1990), Znadajan izvor olova u stajaéim vodama predstavlja olovna municija koja
se Koristi pri lovu na barske ptice, stoga je zabranjena uporeba elovne saéme. Vodotoei u blizini deponija su
dirckino ugrozeni brojnim kontaminantima. samim tim i olovom. Koncentracijc olova detektovane u ovim
tokovima su znaino vece od dorvoljenin (Odukeya. Abimbola, 20107, Olove u vodi za pide se javlia i u
krajevima sa izrazenim aciditetom yode. koji keriste stare olovne eijevi. Ukoliko je pll vode neutralan ili
alkalan ne dolasi do rastvaranja olova iz vodovodnih cijevi. Podto organske komponente zemljista imobilisu
olovo. deponot ano ulovo se malazi u gornjem sloju emljista dubine 2-3 cm ¢CC. 1991). Kolifina prirodnog
olova u zemljistu se najcesée krede izmedu 101 30 mgdkg zemljista. Ukupna konccmrucija olova u gornjem
sloju zemijista zavisi od deposicije i akumulacije olova iz ant ropogenih izvora, U Evropi koncentracija olova
u zemljistu je prostorno heterogena i krede se od 180 do preko 70 medkg, Srednja vrijednost je procijenjena na
22.6 me'ke. Generalno. koncentracija olova u zemljistu opada porastom udaljenusti od izvora kontaminacije.
Koneentracije olova u zemljidtu udaljenom do 25 metara od saobracajnica su za 30 - 2000 mg'kg vece od
pricodnih. dok i vrijednost n.ksp(mumu o opada na udaljenosti vedo] od 25 m. U zemljisw pored
topionica abujenih metala olovo je zastuplicne u koncentracijama od nekoliko hiljada do Sak 60000 mg; kg
(ATSDR, 2005). Zemliista bogata olovom pokaruju signifikantan pad produktiviteta, Brojni su i izuzeino
kompleksni efekt olova na bilike (Sengar e «f. 2008, Kaslorl 1993), Zivatinje (Cupic. 1999, Modrall,




Pokras 2010), kao i covjeka (Mrup. 2003, WIH. 19935 Biljke apsorbuju olovo u velikoj mjeri preko
korienovag sistema i u veoma maloj kolicin putem ligéa, U biljkama se olovo akumulira pryvensiveno u
Korljenu. ali znatna kelicing moze bit tanslocirana i u nadsemne dijelove. Sposobnost apsorpeije olova od
strane biljaka zavisi od pH rijednosti zemljista. fizidho - hemijskog sastava zemljiSta. kao i od povrsine
korjenovog sistema i mikorizne transpiracije. Manja kolicina olova se transportuje od korjena u ostale organe
zabvaljujuct prirednoj barijeri korjenovog endoderma. U letalnim koncentracijama dolazi do prodora
barijere. pri Cemu olovo dospijeva u ostata biljng tkiva. U bilikama olove gradi depozite razligitih velitina,
pryenstveno uintercelularima, celijskim zidovima i vakuolama. Manje nakupine olova su uodene i u
endoplazmaiskom retikulumu. diktiozomima i diktiozomskin vezikulama, Po ulasky u ¢eliju. olovo inhibira
muoge enzime. remetedi mineralnu ishrany i ovodnl balups, utige na hormonalal Status. kao i na
permeshilnost celijske membrane narusavaiudi njenu strukturu, Vidljivi nespecificni simptomi olovne
toksikoze su smanjen rast. hloroze [ zatamnjen korjenoy sisten, Olovo smanjuje fotosintetsku produktivnost
biljka remetedi strulturu hloroplasta, smanjujucl sintezu hlorofila, remeteéi transport ¢lektrona i inhibirajuéi
aktivnost enzima Kalvinovog cikluss (Sengar er «f. 20081, Olovo djeluje izuzetno negativno na brojne
organske sisteme (Todd e/ ol [996). Broini cksperimenti na laboratorijskim Zivotinjama pokazali su da
olovo alterira morfolodke odlike jainika. izariva promjene u funkeiji placente, oju ploda 1 sli¢éno
{(Silbergeld. 1986). Tokom graviditets olove posebne ispoljava svoj negativan efekat, prolazeéi kroz
placentalu barijeru (Lagerkvist. e af . 1996 Silbergeld. 1983), ali se njegove dejstvo nastavlja i tokom
laktaclje. kada olovo eksponiranih majki mlijekom dospijeva u organizam sisanceta (Mornjakovic ef al.,
19950 Mornjakovid, 19941, Flsponiranost olovu tokam gestacije 1 lakuacije dovodi do brojnih neuroloskih
poremecaja. koo Ao suodeficlt memorije. newroloske abnormalnosti (Soodi er af.. 20081 promjenc
uohiajenih obrazaca ponasaniu (Seddik er of | 20101, smanjenje ticlesne duzine i mase (Mornjakovié, 2000,
povecanie mase pojedinih unutrasnjih organa {Soodi e af. 20087 i sliéno. Kod domacih Zivotinja trovanje
olovom (plubizam) je nujceiée akunog tipa, u najosjetljiviii su prezivari potom konji, Zivina i svinje
{Neathery. Miller. 1973). Kod domadih Zivatinja trovanje olovom izaziva poremecaje nervnog sistema,
gastrointestinatnog trakta, misiénu koordinaciju i remeti sintezu hema. Kod stoke se uodavaju depresija,
sliepilo. propadanje zuba. gréenje midica. ucestalo reperenje kapaka i konvulzivni napadi. Kod ovaca su
zastupliene depresija, anoreksiju. abdominalna bolidijareja. Anemija jo karakteristiéna za hroni¢nu izloZenost
alovu 1 oholini rudnika kod ovaca su uogenei osteoporoza kod mladih fedinki. kao © uéestali abortusi. Kod
Konja simptomi oloyne intoksikaciic ukljucuju anemiju. depresiiu, stuporilaringeainu paralizu koja oteZava
disanje (Newthery, Miller. 1973; Cupic. 1999 Divlje Zivolinge takode snose posljedice narufavanja
chosistenia. {rovanju olov em su zabiljezena kod mnogih vesta. U Lsperanci. Australija. krajem 2006. godine
doslo je do selikog pomora ptica. Istrazivanja su otkrila da je uzrok smrti preko 9000 plica razligitih vrsta
bile akutno trovanje olovom. usljed transporta velike kolicine olovo karbonata otverenim kamionima iz
obliznjeg rudnika. Akutno rovanje olovom jedan je od glavaih azroka ugrozenosti Kalifornijskog kondora.
bieloglavog orla, keo 1 drugih vresta, Ingestija § trovanje olovom su dokumentovani kod najmanje 03 ptigje
viste od kojih je 10 ugroZenih. Brojai su i primjeri hrenitnog trovanju divljih Zivotinja antropogenim
olovom. Posebno su ugroZene one Zivolinje koje Zive u blizini urbanih centara, kao $to su nepalski majmuni
kofi naseliavaju okolinu hramova. plici pacitickih ostrvskih albatrosa koji Zive u blizini zgrada I urbani psi
hdije. Kod mnogih vesta su pronadene subletalne koncentracije olova u kivi, Simptomi koji se razvijaju kod
intoksikovanih Zivotinja odgovaraiu onima kod ludi. Agresivino ponadanje se javija kod Hudi. macaka i
drugih vrstas hipertenzija jo prisuinag kod ludi i pasa. poremecaji ponasanja i koncentracije kod ljudi i
galebova, gubltak kose/kreng kod fudi- i majmuna. Kao i kod ljudi, najugroZenije su mlade jedinke
Zivotinjskog svijeta (Modrall. Pokras 20100 Ni krupni sisari nisu postedeni pogubnog dielovanja olova,
Dokumentovana je imoksikaciia olovom leeparda. pantera i cibetke u sieveroistotno] Indiji (Sudip er al
£999). Covjetunstvo je ioreno aumosierskom olovu § olovy iz hrane u priblizno jednakim proporcijama.
Prema nekim podacima paluzivot olova u krvi iznosi oko | mjesce. a u kostima 20-30 godina (Jdrup,
20031 Olove nema privednu funkeiju u ljudskom tijelu. Moze direkino. kao i vecina ostalih teskih metala.
ostelit meka thiva, posebno jetre. bubrega i nenvnog sistema. 1akode. poznato je da olovo utice na nervne
sinapse. Osime logd, olovo smanjuje kupacitet tjela du metabolizuje vitmmin 2. Kako olovo najcedce
dospijeva u organizam u obliku veoma slignom kalcijumu, najvise se nakuplja u kostima i zubima. Postoe
neometano ulazi u krvotok utice i na stvaranje zdravih eritrocita (remeti sintezu hema — inhibicija dehidrataze
DALK) koji gube funkeionalnost u vezanju atoma kiscoka i njegovom prenost od pluta prema drugim
kivima. lako je olovo opasnost za cjelokupnu populaciju. posebno su u opasnosti djeca dofeste godine, jer se
njihov nervai sistem jod razvija (Goyer, 19933, Takode. skeletni sistem raste | razvija se te mnogi naudnici
smatraju da znatna koli¢ina olova unesena u organizam u djetinjstvu ostaje pohraniena u kostima tokom
cijclog Zivata. Kod odraslih, neorgansko olovo ne prodire kroz krvno — mozdanu barijeru, dok jc ova
prepreka manje razvijena kod dicce. Visok gastrointestinalni unos i propustljiiva krviio — mozdana barijera
ine djveu pescbno osjetljivom na izlozenost alovu sto Sesto dosodi domoddanih ostecenja. Olovo u sklopu
organskib jedinjenja prodive kros elijske membrane. Tetrametil - olovo i (etractil — olovo prodiru lako u




kozu. Ova jedinjenia mogu da predu barfjeru kv - mozak i kod odraslih. §to kod akutnog trovanja rezultuje
pojavom  encefalopatije. Simptomi - akutnog  trovanja olovom  (akutni saturnizam) su - glavobolja,
raedrazliivost. bol u stomaku i razni simptomi vezani za nervai sistem. Olovna encefalopatija se odlikuje
nesanicom 1ouznemirenodéu. Kod djece se mogu Javith poremedaji u ponasanju, ucenju i teskode pri
koneentraciji. L weskim sluéajevima olovne cneetalopatije. osoba moZe patiti od  akutne psihoze,
kontuzijeismanjenesvijesti, Ljudi koji su bili izdoZeni olovu dufe vremena mogu da pate od propadanja
memorije. produzenog vremena reakeije i osmanjene sposobnosti shvatanja. Pojedinel sa prosjeénom
koneentracijom olova u kevi ispod 3 pmol/l mogu odavati znakove poremedaja periternih nerava, koji sc
acituju smanjenom ner nom proy odljivost @ smanjenim dermalnim senzibilitetom. Kod ozbiljnih neuropatija
lezije mogu biti trajne. U ks im slucajevima se uocar a tamnoplava olovo - sulfidna linija na Ivicama desni.
U manje ozbiljmm slucajevima. najotigledniji znak trovanja olovom je poremedaj sinteze hemoglobina, koji
dugorncno mege dovesti do anemije Cldrup. 2003.WHO. 1995, Novijg istraZivanja pokazuju da
dugotrajna ivlozenost niskim koncentracijama olova dovodi do smanjenja inteligencije kod djece, Akutna
tzlozenost olovu dovodi do odtedenju proksimainih tubula bubrega (WHO, 1993). Dugoroéna izloZenost
dovodi do ozbilinijih odteéenja bubrega. koja su u direkinoj korelaciji sa duzinom izloZenosti (Mortada ef
al 20011 Doskora se koneentracija olova u kevi djece. prema Syvjetskom centrue #za kontrolu | prevenciju
bolesti iz Atdante (CDC). do 10 pmgadl smatrala prihvatljivom. Medutim, novija istrazivanja ukazuju da se
mogu pojaviti toksikoloski efekii @ pri nizim koncentracijama. Uodeno je da geneticki, kao i faktori sredine
mopy povecati elekte na neuralni razvo] djece izloZzene niskim koncentracijam aolova. $to ukazuje na
cinjenicu da su pojeding diecu osietljivija na olovnu neurotoksiénost (1idsky. Schneider, 2003). Sumnja se i
da o olove mogudi Karcinogen, Medutim. jod uvijek nema Svrstih podataka iz studija na ludskim
pepulacijama, Postoji vierovatnoca da olovoe uzrokuje rak pluca, Zeluca i gliom (Steenland. Botteta, 2000).
Lyvidentirana je i imtoskikacija olovom preko koZe, ali u veoma malim koncentracijama. lzloZenost koZe
olova se prvenstveno dovodi u vezu sa Sinjenicom da olove sa kontaminiranih ruku doprinosi oralnom unosu
vlova worgamizam (Askin and Volkmann. 1997: Kranz er al. 2004). Lzlaganje organizma olovu se povezuje |
sa upotrebom kontaminirane kovmetike (Al-Ashban er wf - 2004

Prema dosadudnjim istraZivanjiima elekti olovo-acetata na krviu sliku pacova  ogledaju se prije svega u
smanjenom  broju eritrocita u kvl tanemija). poveéanom broju feukocita {leukocitoza), monocitozi,
cozinapenijic neutroliliji i rombocitozl, Smatra se da se mikrocistiina hipohromna ancmija moZe povezati sa
interakeijom olova sa mewbobizmom zeljeza 1 obakra, o povedan broj leukocity se dovedi v vezu sa
inflamatornim elektom olova na limlaticne organe (Noori Mugahi ef af.. 2003). Povedanje odnosa masa
organamasa tijela jo dokumentovano za bubrege i jetru pacova tretivanih olovo-aectatom (Abdel-Moneim er
al. 2011,

Alloxan je oksigenisani pirimidinski derivat. izolovan 1818, godine. Javlja se kao hidral u vodenim
rastvorima. Toksikant je koji primjenjen kod glodara i drugih organizama  selektivine unidtava bete- éelije
zasluzoe za proizvodnju insuling. Na taj nadin izaziva dijabetes vavisan od insulina kod eksperimentalnih
zivotinja. analogan dicheres melfitns tip 1 kod ljudi. Alloxan je selektivno toksi¢an. jer se primarno
nagomilasu v beta-celijama o koje dospieva putem GLUT2 wansportera glukoze. Podijeljena su misljenia o
dijabetesu izazvanom alloxan-om kod [judi i nivou ovog toksikanta u plazmi. prvenstveno djece (Lenzen,
2008y, Veoma Cesto se koristi v laboratorijama za lzazivanje vjeStackog dijabetesa kod eksperimentalnih
Zivotinja. radi dobijanja modela pogodnog va izudavanje digbetes mellitus-a kod ljudi, Smatra se da ne
zaziva promiene ni beta-éelijama ljudi. radi razli¢itog mehanizma uzimanja glukoze (Tvrberg e of.. 2001:
Eizirik e af. 1994), ali dokazano izaziva velika osleéenja na bubrezima i jetrl. & znatno vedi nivo zlioxan-a u
plazmi je konstatovan kod djece uzrasta 6-135 godina oboljelih od diabetes mellitus-a tip 1 (Mrozikiewiczer
ol 1994). Dinbetes mellitus tip 1 je katabolicki poremedaj gdje je cirkulisuél insulin veoma nizak ili
odsutan. plazmaglukagon povisen. a pankreasne beta Selije gube sposobnost odgovora na insulinsku
stimulaciju. Faktori spoljadnie sredine kaji hipotetichi mogu uCestvovati u odteéenju beta ¢elija su virusi (npr,
mumps. rubella, Consackie B, toksidne hemikalije. kao i upotreba kravljeg mlijeka u ranom odojatkom
dobu i citowksing, Daberes meflites (HM) tip | e autolmune obuljenje. stanje hroniéne hiperglikemije i
poremecaj metabolizZma uglienih hidrate. masti 1 proteing koje nastaje kao posljedica apsolutnog i-ili
relatiynog nedostatka dejstva inswlina, Prve promjene se javljaju mnogo ranije nego $to se jave klinicke
manilestacije ove belesti. Javljaju se u vidu zapaljenskih promjena u Langerhansovim ostrveima pankreasa.
Ovu dalje voedi razaranju celija koje Tuce insulin i na kraju zavrSava insulinskim deficitom. Tokom trajanja
DML hronicna hiperglikemiia narusava imuni sistem. izaziva odteéenja 1 dislunkcije razli¢itih organa, a
posebno ok, bubrega. nerava, srea 1 kevnih sudova (Badr, 2012). Nakon infekeije Lscherichia cofi 2011,
godine. koja je zapocela v Njemackoj. postalu je jusno da ova bakierija moze da izazove eske dijareje. cesto
pracene ozbilinijim komplikacijama. Evidentirano je da je u nekim weZim slucajevima kod pacijenata doslo
do renalnih kemplikacija u vidu hemolitickog uremijskog sindroma (HUS) { Wiwanitkit, 2011, Suri, 2009).




MUIS je poznat po povezanosti sa diabetesom. Usljed odtedenja pankreasa (Wiwanitkit, 2011, Rabitaille,
1997). kod pedijatrijskih pacijenata zarazenih Fscherichio cofi uotena je poveéana incidenca inzulin
ravisnog diabetes mellitus-a. Obitno je povezana sa otkazivanjem renalnih funkeija. kao posljedica
hemolitickog uremijskog sindroma (Taylor, 1986: al Herbish. 1992 Robitaille, 1997; Suri. 2005; Suri. 2009.
Wivanitkit. 2015, suri i ostali govere kako “je kod pacijenata koji su prebolovali HUS praden dijarejom
povecan broj sludajeva dijabetesa usljied potpune detficijencije insulin, te se moe vratiti nekolike godina
nakon pocetne infekeije™ (Suri er o/ 2009), Suri predlaze pradenje pacijenata radi dijabetesa usljed akutnog
stanja i duze vrijeme nakon tedke infekeije (Wivanitkit. 2011, Surl ef af .2003). Pored komplikacija u vidu
HUS-a. infekeija ederihijom koli kod dijubeticara moze da dovede do razvoja peritonitisa. U animalnim
studijama je potvrdens da endotelin-1 igra znacajnu ulogu u razvoju peritonitisa, a povedane koneentracije
plazma endotelina-1 bile su Geste pri seplickom peritonitisu izazvanom cierihijom (Wiwanitkit, 2011,
Tsukada. 1993). Mubammad 1 saradnict (2011 su utvrdili da se vrijednosti broia eritrecita i leukocita
(smanjen broj neutrelilas a povedan broj limfocit v liwi kevi znaéajno smanjuju kod pacora sa alloxan
indukovanim dijabetesom (iaheres mellits Up 1), Pad srijednosti je vocen i za koncentraciju hemoglobina.

Bakterijska infekeija uvrokovana inokulacijom Escherichia coli moe da dovede do ozbiljnih patologkih
procesa u organizmu poput sepse i meningitisa u neonatainom periodu (Korhonen er af . 1985, Martindale er
af. 2000}, e razmih o sistemskih infckeija kao $o su infekeija urinarnog  trakia i kolonizacija
gastrointestinalnog trakta u svim periodima ontogeneze (Sarft er af . 1997, Orsakov i Orsakov, 1983, Plos ef
al. 1993). Sepsa. septicki 3ok i otkazivanje fiziologkih funkcija mnogih organa su ozbiline posljedice
infekeija uzrokovanih Gram-negativiim bakierijama koje ¢esto vode ka smrtnom ishodu (Pacheco er af.
2002, Rolenizacija gastroimtestinalnog trakiy je sajednicki korak u patogenezi mnogih bolest usrokovanih
patogenom Lsclwiichic colf {Martindale er af.. 2000), Da bl opstale u gastrointestinalnom traktu. bakterije
moraju prezivieli mehanizme odbrane domadinovog imunog sistema i usvojiti nutrijente trenutnog
mikrostanidta. Sesto bivajudi u kompetitivnom odnosu sa demacéinovom mikroflorom. Ekstraintestinalna
infekcija uzrokovana bakterijom Loscherichia coli ukljuduje septikemiju i poliscrotozu, neonatalni meningitis
i infekeiju urinarnog trakia kod Hudi 1 drugih Zivotinja (Ngeleka er e/, 1993). Bakterije pokazuju ckspresiju
mnoegih antigena i sckreciju fakory viruleneije (oksina) koji mogu omesti imuni odgover. Bakterijski
cgzotoksini i endotoksini su vazni u patogencr specitiénih bolesti (John, 1997). Faktori virulencije bakterije
bacherichia coli koji warokuju septikemiju ukljucuju manozno-rezistentne (MR} fimbrije, citotoksine,
acrobaktin © ColV plazmide, proteine speljuine membrane. tipopolisaharide (LPS) i kapsule, O-antigen
hupsule iNgeleka e/ af . 1993) Lgsotoksini su po hemijskoj privodi proteini koje sckretuju mnoge vrste
bakterija. Endotoksini su somatski lipopolisuharid-proteinski kompleksi. Ovi kompleksi antigena smjesteni
st na spoljasniol membrant sy ih Gram-negativaih bakterija (John. 19973 Endotoksini (lipopolisaharidi, LPS)
st poznall kao najmodniji bakeerijski produkti v indukeiji infekeijskog procesa kao odgovora imunog sistema
domacing na odredeni antigen. Lipopuolisaharidi takode indukuju produkeiju i oslobadanije razligitih citokina
(Othman er al. 2006). Imerakelja izmedu lipopolissharida porijeklom iz Gram-negativnih bakterija i
domacinovih inicijalnit produkata lancane reakeije medijatora intekeije iz monocita i makrofaga je
odgovorna za clektivnost imunog sistema. U1 slugaju septickog oka. sekrecija medijatora infckeije je
odgevorna za hemodinamicku neravnotezu, aktivaciju kamplemenata i. na kraju, za otkazivanje fizioloikih
lunkelja mnogih organa (Pucheco er «f. 20023 Livingston i saradnici {1990) su istakli da je proliferacija
bijelih krvnih Celifa vazan i neophodun  odgovor na bakierijsky infekeiju. Oni su istrazivali efekte
hemaoragicnog Soka i administacije lipopolisaharida (LPS) na kostanu srz. Tekode su uoéili da je broj bijelih
krviih Celija v kodtanoj srzi nepromienjen nakon administacije lipopolisaharida (1.PS). Bozza i saradnici
{1984) su vodili da intraperitoneadng injekelja LPS (250 ng) indukuje smanjenje broja neutrotila nakon 1h,
koji doseze svaj maksimum izmedu 6-12h. a njihov broj se definitivno redukuje nakon 24h. Smanjenje broja
neutrofila nakon 16k se poklapa sa redukeijom broja ovih Celija v kodtanoj srzi. Ipak. krvna neutrofilija i
smanjenje broja neutrotila u kodtunoj szl indukovana intravenozno injekeijom LPS (250 ng) je dala znacajno
nize vrijednosti rezultata nego sludajesi posmatrani nakon injekeije u peritoncum.

Laboratorijski. ili norvedkic pacov (Rarrus norvegicns) je jedna od najéesée koriséenih eksperimentalnih
Zivotinja. koja pruza najbolje Tunkeionalne karakteristike sisarskog modela sistema. Pacovi sluze kao model
orgunizma za analizu brojath vaznih biomedicinskih prijetnji. kao $to su kardiovaskularne  bolesti,
metabolicki poremedaji, nearoloshi poramedaji. ransplatuciio organa. autoimune bolesti i holesti bubrega
tHenrich. 2000, Hematoloske 1 bichemijske vrijednosti zdravih Jaboratoriiskih pacova variraju sa starosti,
sujem. polom i spoljasnjim uslovima. Administracija endotoksina u eksperimentalne Zivotinje rezultuje
raznim patolizioloskim promjenama kao $w su sistemska hipotenvija i pluéna hipertenziia, kao i hematologke
promjenc. manitestovane u smanjenju broja leukocita 1 trombocita u cirkulaciji (Erve ef af . 1978, Goodman
ef af 1979, Brigham § Mearick. 1986 1 Rojas e/ of.. 2004). Mnoge studije su pokavale postojanje nekoliko
hematoloskih promjena u eksperimentainoj endotoksemiji. Hawes i saradnici (1983), van Lambalgen i




suradnic (F988). Lgan i saradnici {1989). Kitwima i saradnici ( 1995). Pearson i saradnici (1993), Kosumi i
saradnici (2001). Othman 1 saradnici (2006) 1 Oladunmoye (2006} pokazali su da administacija Gram-
negativiih baklerija u pacove kao eksperimentalne Zivotinje uzrokuje sistemsku hipotenziju, smanjenje
odnosa uoblicenih clemenata i plazme (hematokrit) | smanjenje koneentracije hemoglobina. kao i smanjenje
broja leukecita. eritrocita i rombovite u cirkulaciji. Kao adekvatan cksperimentalni model najéesée se koristi
laboratorijski pacov. ¢lja morlologiju i fiziologija dovoline nalikuju [judskim.

» Radna hipoteza sa ciljem istraZivanja

U smislu dobijanja adekvatnih podataka o uticaju intoksikacije olovo-acetatom i Alloxan-om kod pacova
infiviranih fscherichia coli na morfometrijske i hemateloske parametre, napravide se odgovarajuéa podiela
chaperimentalnib jedinki na kontrolne § testne grupe. Kod testnib erupa predvidena je inokulacija bakterija
zdravim jedinkama u razliditom vremenskom intervalu. dok ¢e kod kontrolnih grupa biti proveden isti
tetman s fiziolofkim rastvorom, Eksperimentalnim jedinkama koje su podvrenute tretmanu Alloxan-a,
viestacki Ce se indukovati digheres meffion lpa 1. potom dc kod njih biti izazvana infekeija Escherichia
coli. kako bi se istovremeno pratili etekti dijubetesa i bakterijske infekeije. Treda cjelina u okviru
chksperimenta obuhvata jedinke intoksikovane olovo-acetatom. kojim ée sc pojiti u koneentracijt od 1500 ppm
putem sode ad fibitem. Bakterijska infckeija ¢e biti izazvana 1 kod ove grupe jedinki nakon provedenog
tretmana olovo-acetatom. Cetvrta grupa eksperimentalnih Zivotinja Ge objediniti toksikante | infekciju
cSerihijom. Dosadasnja istraZivanja su pokazala da bakterijska infekeija. intoksikacija olovo-acetatom i
Alloxan-om izazvan dijabetes rezultuju smanjenjem broja eritrocita | trombocita laboratorijskih pacova. kao i
porvecanjem broja leukocita, tako da se ofekuje promjena vrijednosti krvnih parametara testnih jedinki. Za
pretpostaviti jo da ¢e se uoditi jasna razlika u vrijednostima hematolodkih parametara (Hgb. E. L. Het. DKS)
izmedu jedinki zrtvovanih nakon 241 72 sata. Kako se olovo zadrzava pored kostiju i u unutraénjim organima
ofekuje se promjena odnosy masa organa‘tjelesna masa intoksikovanih jedinki, prvenstveno poveéanje
koeticijenta jetre | bubrega (Han ef ef . 1999, Pod ulicajem dijabetesa dokumentovano je manje povedanie
adnosa masa organa/masa tijela za jetru 1 sece eksperimentalnih pacova (Clobotaru er af . 2008). Kako je
dokazano da postoji svera izmedu dijabetesa | zaraze csevihijom kolic pri epidemiji eSerihije ne smije se
zanemariti znaéaj dijabetesa kao moguéeg komorbiditeta { Wiwanitkit, 2011),

Cllj istradivanja je da se o laboratorijskim uslovima ispita dejstvo intoksikacije olovo-acetatom i alloxan-cm
na Wistar pacove inficirane eSerihijom fscfrerichia coli intraperitoncalnim ubrizgavanjem, nakon 24h i 72h.
S druge strune pratio bi se uticaj olova na mortometrijske karaktere unutradnjih organa. jetre, srca, slezene,
bubrega i testisa. pri ¢emu se oéekuju znacajne razlike kod indeksa navedenih organa i veéa odstupanja ovih
vrijednosti jedinki wretiranih olovom u odnosu na ostale grupe. Kivni parametri se mijenjaju pod uticajem oba
tretmana. ko daje ctl] odredit njihove srijednosti pri zajedniékom  dejstvu (olovo-acetata i bakterijske
infekeije). Rako se alloxan javiia u ljudskaj ishrani unosenjem proisvoda od bijelog bragna. neophodno je
utvrditi njegos etekat na organizam u sadejsiva sy svakodneyno prisutnim twoksinomolovem 1 bioteksinem
eferihijom. Ujedno. intraperitonealni unos vedih subletainih koncentracija alloxan-a izaziva diabetes mellitus
tip 1 kod laboratorijskih pacova. ¢ije incidencija u ljudskoj populaciji varira od 30 na 100.000 ljudi u
Skandinaviji. do 2 na 100.000 [judi u Jupanu. pri cemu se oéekuje povecanje broja oboljelih v urbanim
podruciima (King e af_ 1999). |7 tog razloga je neophodno uivrditi dejstvo olova na dijabeticare. &ija je
tjedno podloznost infekeijama znatno veda nego kod zdravih ljudi. Bakterijska infekcija i diabetes mellitus
tip 1 uticu na cielokupno zdravstveno stanje jedinki, tako da je jedan od citjeva rada uogiti njihovo
sgjednicko dejstvo na wvrijednostt krvnih parametara, kao i na morfoloske karaktere unutrasnjih organa.
Objedinjavanjem toksikanata i bakterijske intekeije (kod &etvite grupe eksperimentalnih jedinki) utvrdice se
rithoy zajednicki wticaj na morfometrijske i hematoloske parametre Wistar pacova. Dobijeni podaci imace
znacal u buducim istrazivanjima iz ckotoksikologije [ ekologije uopste 1 doprinijece boljen rasumijevanju uticaja
bakteriishe infekeije na jedinke kopnenih ekosistema. Analiticko-statisticki pristup dace uvid u korelaciju duzine
iziaganja infekeiji sa promjenama pojedinih hematoloskih | morlometrijskih parametara. 2 takode ée posluziti za
procienu nivoa uticaja ovih taktora na zdravstveno stanje ispitivanih jedinki,

~ Materijal i metod rada

- Albino laboratorijski pacoy bijelog kezna i emvenih odiju je nujéedée koriséena laboratorijska Zivotinja
cadnjih nekoliko decenija, Predstavlja Tzuzetne vazan Zivotingski model za brojna istraZivanja iz
psihologije. medicine. Hziologije. ckologiie | drogih oblusti. Ovai sof pripada vrsti Rerius norvegicus. a

i dobijen je i uzgaja seou laboratorijama $irem svijeta. Bijeli pacov je prvi pul unesen u laboratoriju u

I istrazivacke svrhe davne 1828, godine, da bl ved nakon tridesel godina preuzeo primat nad drugim

- chsperimentalnim Zivotinjama.  Domestikovani pacovi se razlikuju od divljiih u mnogo éemu. Znatno su




mirniji. sa smanjenim nagonom s ujedanjem. mogu tolerisati vedu grupu jedinki u gnijezdu, ranije
postaju polne zreli i ranije s¢ pare, proisodedi vedi broj potomstva. Njihovi unutradnji organi: mozak,
jetra. bubrezi, adrenalne Zlijezde i sree su manji nego kod divljiih populacija. Wisiar pacovi albino tip
predstavliaju nesrodnu outbred” liniju bijelih pacova dobijenu od divljih populacija vrste Raifus
norvegicus. Ova) sof ie prvi put dobijen 1906, godine u Wistar institutu 7a bioloska i medicinska
istrazivanja i predstavlja prvi suj pacova proizveden iskljucive kao ekpserimentalni model za brojna
Cistrazivanja, Do tada su vedinom istrazivanja vrdena na obicnom kuénom misu Mus muscufus. Danas je
Wistar pacoy jedan od najpopularnijih sojeva sa laboratorijska istraZzivanja. Karakterise ga iroka glava,
duge usi i duZina repa uvijek kraca od duZine tijela.

I:ksperimentalni dio rada ée biti proveden u Stali Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Banjoj
Luci. na Wistar pacovima uzgojenim za tu svrhue Koristice se jedinke jednake starosti. pribliznih masa
tijela. jednakih zastupljenosti polova. Jedinke ée se drzati u grupnim pleksiglas kavesima, na 12 Casovnom
reFimu svietlosti (07.00-19.00). temperaturi vazduha 22°C (£2). sa hranom {proizved Veterinarskog zavoda
Subotica. Subotica. Srbija) 1 vodom wd fibinon. Potetkom eksperimenta individue ¢e biti odvojene u
adgovarajuce testne | kontrotne grupe, Omogudice im se period adaptacije u trajanju od 15 dana, nakon &ega
I ée se pristupiti tretmanu. Koristice se bakterija Esheerichia coli. soj ATCC 11753, u zapremini 0,2 ml i
broju CFL™ 106, Broj baklerija ¢o se odrediti spekerofotometrijski. odredivanjem opticke gustine po
standardizovanom  postupku (Othmun e ol 2005 1 Olandumoye. 20065 Ubrizgavanje ¢e se vrsiti
inraperitoneaine steriinim iglama promjera G mm.

Tok eksperimenta

1. Faza
- izdvaanie i adaptaciia zdravih jedinki. podjela na kontrolnu i testau grupu,
- intraperitoncatno ubrizgavanje 0.2 mi rastvora (CFLU 10%) Escherichia coli jedinkama oba pola
testne grupe i fizioloskog rastvora jedinkama kontrolne grupe:
- rrivorvanje jedinkd naken 24 sata inkubacije.
- Zrivovanie preostalih jedinki nakon 72 sata inkubacije.

Pacovi koji su predvideni samo za tretman bakierijom ée bitl podijeljeni u cetirl grupe, pri éemu ¢e kontrolna

grupa predstavliati reterentnu kontrolu i svim ostalim eksperimentalnim grupama. Grupe i oznake e biti

sliedece:

‘ a1 K 240 zdrave jedinke kojima ée se intraperitoneaino ubrizgati fiziologki rastvor. nakon Cega Cese

‘ useti Ky, iAAmsit cutanazija | mjerenje (po isteku 24 sala):

b) K 72: zdrave jedinke kojima ¢e se intraperitonealno ubrizgati fiziotoSki rastvor, nakon ¢ega Ce se
weeli kv iaedit ewtanazija L mjerenje (po isteku 72 said);

¢) B 24 zdrmve Jedinke kojima <o se intraperitonealno ubrizgati rastvor Escherichia coli. nakon

‘ Cuga Ge se uveli kev. i rsit cutanazdia  mjerenje (poisteku 24 sata):
dy 720 adrave jedinke holima e se intraperitonealne ubrizguti rastvor Escherichia coli, nakon
Cega do se uzeti kev. Tz rdi eutanazija i mjerenie (po isteku 72 sata).
2. Faza:

- indukeija dicheres meftis tip 1 Alloxan-em (intraperitonealno):

- kontrola nivoa glukoze u kevi (Accu Cheek) iz repne vene:

‘ - intraperitonealno ubrizgavanje 0.2 ml rastvora (CFLU 107 Escherichia coli jedinkama oba pola
\ Lestne grupe i liziolodkog rastyora jedinkuma kontrolne grupe;

i - Arivonanje jedinki nakon 24 sata inkubactje:

szrtvavanje preostalih jedinkt nakon 72 sata inkubacije.

‘ Eksperimentalnim jedinkama koje ¢e posluziti za posmatranje uticaja dibetes mellitus tip 1 na krvne i
- mottometrijske parametre. dijubetes ¢e biti indukovan ALLOXAN MONOHYDRATE-om {Acros organics:
New Jersey. LUSA) Protokol za eksperimentalno indukovan DM-Alloxan:

-odredice se nivo Sedera u ki svake Zivotinje prije pocetka cksperimenta,

-glikemiia ¢e se micriti dobijanjem kvl iz vene repu pomocu aparata za mijcrenje glikemije
‘ ACCU CHLEN. Roche,
‘ srastvor Alloxan-u ¢e se dobiti rastvaranjem 100 me praha u 10 ml fiziolodkog rastvora.
‘ “rustvor e se duvatl intraperitenealno u dozi 100 me na kilogram tjelesne teZine pacova,
-protokol ¢c se ponavljati sve dok izmjerena vrijednost glikemije ne prede 200mg/de] kada se |

‘ -pacori e biti izmjereni | zabiljezene njihove tielesne LeZine.




smatru da je Zivotinia u hiperglikemiji.

-bice neophodna kontrola glikemije. jer unidtavanje beta éelija pankreasa Alloxan-om u
navedenoj koncentraciji predstas Lja reverzibilan proces.

-hiperglikemija ¢e se odrzavati do kraja eksperimenta.

ledinke ¢e biti podijeljene u sliedece grupe:
a) D-0 24: jedinke cba pola sa viestacki izazvanim DM, kojima ée se 15-ti dan ubrizgati
mtraperitonealne fiziolodki rastvor. a uzimanje krvi. Zrtivovanje 1 mjerenje ée se izvrsiti 24 sata
kasnije.
b) D=0 72: jedinke oba pola sa vieStaCki izazvanim DM, kojima de se 15-ti dan ubrizgati
intraperitonealno fizioloski rastvor, a uzimanje krvi. Zrivovanje i mjerenje Ce se izviditi 72 sata
kasnije.
¢) D-E 24: Jedinke oba pola sa vjeSdki mavvanim DM, kojima éc se 15-ti dan ubrizgati
intraperitonealno rastvor Lscherichia coli- a uzimanje krvi, zrivovanje I mjerenje ¢e se izvrsitl 24 sata
kasnije.
dy D-E 72: jedinke oba pola sa viedtagki izazvanim DM. kojima de se 15-ti dan ubrizpati
intraperitoncalno rastvor Fscherichia coli. a uzimanie kevi. Zrtvovanje i mjerenje ¢e se izvrditi 72 sata
kasnije.

3. IFaza:
- petnacstodnes naintoksikacijy jedinkt olovo-acetatom u koneentraciii od 1500 ppm putem
vode ad libitun:
- intraperitonealno ubrizgavanje 0.2 mi rastvora (CUU 10°) Escherichia coli jedinkama oba pola
testne grupe i fizicloskog rastvora jedinkama kontrolne grupe:
- Zrivovanje jedinki nakon 24 sata inkubacije:
- Zrvovanje preostalih jedinki nakon 72 sata inkubacije.

ledinke obuhvacene ovim tretmanom bice podijeljene u sljedece grupe:

a) K- 240 jedinke oba pola poiene olovo-acetatom. kojima e se 15-ti dan  ubrizgati
intraperitonealno fizioloski rastvor, Uzorkovanje kivi. eutanazija i mjerenje Ce se izvrsiti 24 sata
kasnije.

by K-0 72; jedinke oba pola pojene olovo-ucctatom. kojima ¢e se 153-ti dan ubrizgati
intraperitonealne fizioloski rastvor, uzorkovanje krvi, eutanazija i mjerenje ¢e se izvriiti 72 sata
kasnije.

¢y E-U0 24 jedinke oba pola pojene olovo-acetatom. kojima ¢e se 13-t dan ubrizgati
intraperitoncalne rastvor Escherichia coli. Uzorkovanje krvi, eutanazija i mjerenje Ce se izvriiti
24 sata kasnije.

dy -0 720 Jedinke oba pola pojene oloveo-acetatom. kojima ée se 154t dan  ubrirgati
intraperitoncalng rastvor fscherichio col. Uzorkovanje kvi. eutanazija i mjerenje e se izvriiti
72 sata kasnije.

4. Faza:
- petnacstodnevng inteksikaciia jedinki olovo-acetatom u koncentraciji od 1300 ppm putem
vode ad ibitwm uz  istoviemenu  indukeiju  digbetes  meflitus  lip 1 Alloxan-om
{intraperitonealno):
- kontrola nivoa glukoze u krvi (Aceu Check) iz repne Vene;
- intraperitonealno ubrizgavanje 0.2 ml rastvora (CFU 10%) Escherichia coli jedinkama oba pola
tesine grupe i fiziolodkog rastvora jedinkama kontrolne grupe:
- arivovanje jedinki nakon 24 sa inkubacije:
- atvosanje preostalib jedinki nakon 72 sata inkubacije.

Jedinke obuhvacene ovim tretmanom bice podijeljene u sljedede grupe:

a)  Pb-D-0 24 jedinke oba pola pojene olovo-acetatom. sa viedtalki izazvanim DM, kojima de se
15-1i dan ubrizgati intraperitonealno fizioloski rastvor. Uzorkovanje krvi, eutanazija i mjerenje
Ce se izvsiti 24 sata kasnije.

by Ph-1>-0 72 jedinke oba pola pujene olovo-acetatom, sa vijestalki izazvanim DM, kojima e se
13-t dan ubrizgati intraperitonealno fizioloski rastvor, Uzorkovanje krvi. eutanasja 1 mjerenje
Cese TSIt 72 sat kasnije,

¢) Pb-D-E 24 jedinke oba pola pojene olovo-acetatom. sa viestacki izazvanim DM, kojima ¢e se
I3-1i dan ubrizgatl intraperitoncalno rastvor Fscherichia cofi, Uzorkovanje krvi, ewtanazija i
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mjerenje ce se iATSit 24 sat kusnije,

4y Pb-D-L 72 jedinke obu pola pojene olove-acetatom. sa viedtacki izazvanim DM, kotima ce se
13-t dan ubrizgati intraperitoncalng rastvor Lscherichia coli. Uzorkovanje kevi, eutanazija i
mjerenje ¢e se izvrsitl 72 sata kasnije.

Zivolinje ée se. prije uzimanja krvi. anesteziraii ketaminom koncentracije 50 mg/kg (Ketaminot 10
100mbmg. Intervet. razrijeden fiziolodkim rastvorom u omjeru 1:10). Ketamin je jak anestetik. koji
blokira provodenje impulsa bola do talamusnog i kortikalnog podrugja (Green er af, 1981}, Anestetik ée
se ubrizgavat intramuskularne, u zapremini odredenoj prema masi jedinke. steriinim iglama promjera 0,4
mm. Po anesteziranju (13-20 minula od aplikacije) uzimade se krv eksperimentalnim jedinkama
Kurdijalnom punkcijom. u sterilnim uslovima. iglom promjera 1.2 mm i $pricom zapremine 2 ml. Krv ée
se adlagati u vakutenere sa antikoagulansom K EDTA.

Odredivace se slijededi hematolodki parametri:

- Broj eritrocita /1 kryvi.

- Broj leukocita /) kivi,

- Hematokrit (odnos uobli¢enih krvnih clemenata i krvne plazme).
- Koncentracija hemoglobina.

= MOV tsrednja vrijednost zapremine eritrocita).

- MCH tsrednja srijednost kolicine hemoglobing u eritrocitu).

- MONC (srednja vrijednost hemoglobina u litri eritrocita) |

- Diferencijalna knvng slika,

Broj uoblitenih elemenata krvi ¢ se odredivati metodom brojanja u Thoma komori {lvanc i Dekié, 2006)
uz koristenje odgovarajuéih vastvora {Hayem.ov rastvor. Tlrk-ov rastvor). Hematokrit ée se odredivati
mikrometodom pomocu kapilamnih cievéica. Koristiée se hematokrit centrifuga sa &itaem (5 minuta na
L6000 rpm) T heparisane cjevCice (hvane i Dekié. 2006). Koneentracija Hgb ée se odredivati metodom po
Drabkin-u po standardizovanom postupku. uz kolorimetar (Colormetar 234} i Drabkin-ov reagens (Ivanc
i Dekic. 20000, Flematologki indeksi (MCV, MCHL. MCHCY ée se odrediti radunski pe standardnim
formulama (Ivane i Deki¢. 2006). Diferencijalna krvna slika ¢e biti odredena pravljenjem razmaza
bojenih metodom po Pappenheim-u (kombinovane bojenje po May-Grilnwald-u i Giemsa-i). Gotovi
preparati e se mikroskopiratl pomoéu imerzionog obijektiva i imerzionog uljaradi diferenciranja
elemenata (Ivanc i Dekic. 20063,

Li skladu sa uputama etickih Romisija | komiteta za brige o laboratorijskim Zivotinjama sve jedinke ¢e biti
Zrivovane dekaptacijom pod dubokom anestesijom (.Guide for the Care and Use of Laboratory Animals™
1996, Nalional Academy Press. Washington, [2.€.). Sve jedinke ¢e bitl Zrtvovane u jutarnjim Easovima, u
periodu od 08.00-10.00. kako bi se izhjegle moguée varijacije dobijenih rezultata.

Masa i duZina jedinki ¢e biti izmjerene pod dubokom anestesijom. TeZina jedinki u gramima Ce se
odredivati na tehnickoj vagi. a duZing jedinki u milimetrima pomocu mjerne trake. Potom de se pristupiti
Zrtvovanju jedinki. Unuotradngi organi (sree. jetra, bubrezi. slesena i testisi) ée biti izvadeni u §to kradem
vremenskom periodu. obradeni i fiksirani.

Organosamatski indeksi predstasyligju odnos ukupne mase tijela u odnosu na masy odredenog organa
(Busacker 1 sar.. 1990).

\ OS] =[masa organa ()7 totalna masa tiela (g) | x 100

Koelicijent srea - cardiosomatic index (CS1). predstavlja odnos mase srea i lotafne mase tijela,
Moze se predstaviti formulom ;

CST= [masa srea () 7 totalna masa tijela (g)] x 100,

Koeficijent slecing — spleensomatic index (S81). predstavlja odnos mase slezine i mase tijela
Juedinke (Barber i Blake, 2006).

S81= [ masa slevine (g} / totalna masa tijela (g)] x 100 1
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Koclicijent gonada — genadesomatic index (GS1), predstavlja odnos mase gonada | mase tijela
jedinke.

I GSI= |masa genada () / totalna masa tijela (g)] x 100,

Kocficijent jetre — liversomatic indes ¢1 S, predstavlja odnos mase jetre | mase tijela jedinke.

| LS50 = [masa jetre (2) ¢ totalna masa tijela (g3} x 100,

Svi rezultati dstrazivania deobiti analizirani softverski u Office Excel 2010 pomocu parametara: srednja

vrijednost. minimum. maksimum. standardna devijacija i standardna gredka. Podaci ¢e hiti medusobno

uporedeni Studentos Im t-testom sa minimalnons statisticki signitikantnom razlikom od p < 0L03. Svi rezultati
istrazivanju ¢e biti obradeni pomocu statistickih paketa SPSS 13.0 1 Microsoft Office Lxcel 2010, Za
poredenje vrijednosti pradenih parametara pojedinaénih uzoraka koristiée se¢ ANOVA 1 1.8D test. SPSS
{Statisticul Package for the Social Sciences). Prilikom obrade podataka koristiée se nive pouzdanosti od 95

%. Za procjenu se Koriste vicrovatnode od 93 % 7 99 %, s tim da s¢ u praksi najéesée Koristi nivo

pouzdanosti od 95 %o, jer omoguduje istovremeno postizanje visoke pouzadanosti 1 relativno precizne

prociene (Koprivica, 2001},

» Nauéni doprinos istraZivanja

Naucni deprinos ovog istradivanja ogleda se u dobijanju nevib saznanja iz sfere ekotoksikologije, odnosno
etekata pojedinily abiotickity | biotickih toksikanata na 7zive arganizme. Poseban doprinos manitestovade s u
analivi djelovanja kuko pojedinih toksi¢nih materija. tako i njthovog zajednickog dejstva. U tom smislu.
posebna de se pratit mehanizmi kuko njihovog eventualnog sinergistickog djelovania tako i reaktivno-
odbrambenih aktivnosti samog organizma na jedan odnosno vise raztiditih stresora (vlovo-acetat. alloxan i

biotoksini Excherichio coli).
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3. OCJENA1PRIJEDLOG

ispunjava sve Zakonom predvidene uslove ca izradu prijavljene doktorske teze,

S obzirom na veci broj objavljenih nauénih radova, Stampanib u cjelini, iz oblasti
ckotoksikologlje. uspie$no odbranjen magistarski rad, kao i ufed¢e u projektima sa
srodnom  problematikom. misljenja smo da kandidat posjeduje odgovaraju¢e nauéne
kvalifikacije da pristupi izradi navedene doktorske teze,

Predlozena istrazivanja su aktuelna 1 nauéno opravdana. a rezultati koji se oéekuju ce
doprinijeti boljem poznavanju toksikeloskog uticaja olova, alloxan-a 1 eSerihije na Zive
sisteme.

Realizacija jasno definisanih ciljeva navedenih u Prijavi teme za izradu ove doktorske teze,
na osnovu predstavljenih opravdanih hipoteza, primjene predvidenih adekvatnih
savremenih i nauéno zasnovanih metoda, a na bazi prikazanog dobro razradenog plana, ce
nesumnjivo dovesti do novih saznanja iz ove istrazivacke problematike i pruZiti videstruki
naucni doprinos.

Zbog svega prethodno navedenog, Komisija je saglasna u ocjeni da je tema
.Ekotoksikoloska istrazivanja intoksikacije olovo-acetatom 1 alloxan-om Wistar pacova
inficiranih eserihijom (Escherichia coliy* podobna za izradu doktorske teze, kae i da je
kandidat mr Maja Manojiovi¢ podobna za izradu iste.

Komisija predlaze Vije¢ima studijskih programa Biologija, Ekologija 1 zastita Zivotne
sredine. Naugno-nastavnom Vijecu Prirodno-matematickog fakulteta u Banjoj Luct |

Senatu Lniverziteta u Banjoj fuci da pribvate ovaj lzvesta) i odobre izradu navedene
doktorske teze.

POTPIS CLANOVA KOMISIJE

| matematicki faky iveraiteta u
" Banjoj Luci. preds] /J(
i
Dr Ivica Radoyic, redovpi profesor,
5 Fakultet bezbgdnosti taiverziteta u

Beogradu, ¢ ps .
‘ Ao C

[>r Radostay Dekic. docent. Prirodnoe-
. matematicki fakultet,Lniverziteta u
Banjg',l,yc’i. A

TR N
[ZDVOIENO MISLIENIE: Clan komisije koji ne Zeli da potpide izvjedtaj jer se ne slaZe sa misljenjem
vecine clanova komisije. duzan je da unese v izvjestaj obrazloZenje. odnosno razloge zbog kejih ne Zzehi da
potpise izvjestal.
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