Utjecaj polimorfizma metalotioneina 2A i izlozenosti
cigaretnomu dimu na razinu toksic¢nih i esencijalnih
metala u rodilja te na koncentraciju steroidnih
hormona u posteljici

Sekovanié¢, Ankica

Doctoral thesis / Disertacija
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveucilisSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:957170

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-26

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:957170
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:1869
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:1869

SVEUCILISTE U ZAGREBU
FARMACEUTSKO-BIOKEMIJSKI FAKULTET

ANKICA SEKOVANIC

UTJECAJ POLIMORFIZMA
METALOTIONEINA 2A | IZLOZENOSTI
CIGARETNOMU DIMU NA RAZINU
TOKSICNIH | ESENCIJALNIH METALA
U RODILJA TE NA KONCENTRACIJU
STEROIDNIH HORMONA U POSTELJICI

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2018.



UNIVERSITY OF ZAGREB
FACULTY OF PHARMACY AND BIOCHEMISTRY

ANKICA SEKOVANIC

THE EFFECTS OF METALLOTHIONEIN
2A GENE POLYMORPHISM AND
EXPOSURE TO CIGARETTE SMOKE ON
LEVELS OF TOXIC AND ESSENTIAL
METALS AT CHILDBIRTH AND STEROID
HORMONES CONCENTRATIONS
IN THE PLACENTA

DOCTORAL THESIS

Zagreb, 2018



SVEUCILISTE U ZAGREBU
FARMACEUTSKO-BIOKEMIJSKI FAKULTET

ANKICA SEKOVANIC

UTJECAJ POLIMORFIZMA
METALOTIONEINA 2A | IZLOZENOSTI
CIGARETNOMU DIMU NA RAZINU
TOKSICNIH | ESENCIJALNIH METALA
U RODILJA TE NA KONCENTRACIJU
STEROIDNIH HORMONA U POSTELJICI

DOKTORSKI RAD

Mentori:
dr. sc. Jasna Jurasovi¢, znan. savj. u trajnom zvanju
dr. sc. Tihana Zani¢ GrubiSi¢, red. prof. u trajnom zvanju

Zagreb, 2018.



UNIVERSITY OF ZAGREB
FACULTY OF PHARMACY AND BIOCHEMISTRY

ANKICA SEKOVANIC

THE EFFECTS OF METALLOTHIONEIN
2A GENE POLYMORPHISM AND
EXPOSURE TO CIGARETTE SMOKE ON
LEVELS OF TOXIC AND ESSENTIAL
METALS AT CHILDBIRTH AND STEROID
HORMONES CONCENTRATIONS
IN THE PLACENTA

DOCTORAL THESIS

Supervisors:
Jasna gurasovié, Ph.D., Scientific Advisor
Tihana Zani¢ GrubiSi¢, Ph.D., Full Professor

Zagreb, 2018



Rad je predan na ocjenu Fakultetskom vije¢u Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
SveucilisSta u Zagrebu radi stjecanja akademskog stupnja doktora znanosti iz podrucja
biomedicina i zdravstvo, polje farmacija, grana medicinska biokemija.

Doktorski rad izraden je u Jedinici za analiticku toksikologiju i mineralni metabolizam
Instituta za medicinska istraZivanja i medicinu rada u Zagrebu, a obavljena istraZivanja
zapocela su unutar znanstvenoistrazivackog projekta Ministarstva znanosti obrazovanja i
$porta (MZOS) ,,Izlozenost metalima i njihovi uginci u graviditetu i postnatalnom razdoblju
(br. 022-0222148-2135, voditelj projekta dr. sc. Martina Piasek, dr. med., znan. savj. u
trajnom zvanju).

Mentorice doktorskoga rada su dr. sc. Jasna Jurasovi¢, dipl. ing. kem., znan. savj. u
trajnom zvanju iz Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu i dr. sc.
Tihana Zani¢ Grubigi¢, dipl. ing. med. biokem., red. prof. u trajnom zvanju sa Zavoda za
medicinsku biokemiju i hematologiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu.



Sazetak

SAZETAK

Metalotioneini  (MT) su  niskomolekulski  unutarstani¢ni  proteini  bogati
aminokiselinom cisteinom i tiolnim (-SH) skupinama koje imaju svojstvo vezanja iona
metala. Fizioloska uloga MT-a u odrzavanju homeostaze ukljuuju vezanje i prijenos
esencijalnih elemenata, narocito Zn i Cu. Sintezu MT-a u organima sisavaca, u najvecoj mjeri,
poticu ti esencijalni elementi, oksidacijski stres, kao i toksi¢ni metali Cd, Pb i Hg koji su
strani organizmu (ksenobiotici). Postoje ¢etiri skupine izoformi MT-a s razli¢itim bioloskim
ulogama i razdiobi u tkivima, a najcesca je MT2, koja se nalazi posvuda u tijelu ukljuc¢ujuci
jetru, bubreg i posteljicu. Polimorfizam gena MT2A rs28366003 povezuje se sa smanjenjem
transkripcije i sinteze MT2 te utjecajem na duljinu zivota, razvoj zlo¢udnih bolesti i
koncentracije metala u tijelu kojima je osoba svakodnevno izlozena iz okolisa. Do sada nije
istrazivan zajednicki utjecaj polimorfizma MT2A majke i izloZenosti raznim metalima i
polumetalima na zdravlje Zene reprodukcijske dobi i njezinog potomstva. Cilj ovoga rada bio
je istraziti utjecaj polimorfizma MT2A rs28366003 na koncentracije glavnih toksi¢nih (Cd, Pb
i Hg) i esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu i Se) u krvi majke i pupkovine, prijenos elemenata
kroz posteljicu, ¢ija endokrina funkcija ukljucuje i stvaranje hormona progesterona (P4) i
estradiola (E2) tijekom trudnoce te koncentracije MT2 i slobodnih —SH skupna u serumu
majke. Uzeti su u obzir najvazniji izvori izloZenosti toksi¢nim metalima, pusenje cigareta (za
Cd i Pb) i unos morske hrane/ ribe (za Hg) te su usporedena geografska podrucja prebivalista
ispitanica, priobalno podrucje s pretezito mediteranskom prehranom bogatom ribom s
podrucjem u kontinentalnoj Hrvatskoj. Hipoteza istraZivanja bila je da polimorfizam MT2A
rs28366003 buduce majke moze utjecati na ekspresiju MT2 i posljedi¢no na koncentracije
metala u maj¢inom organizmu u povezanosti s navikom pusenja (Cd, Pb) 1 konzumiranja ribe
(metil-Hg) kao glavnim izvorima izlozenosti iz okolisa i tako pridonijeti moguéim Stetnim
ucincima metala na zdravlje majke i potomka.

Metode istrazivanja uklju€ivale su analize bioloSkih uzoraka skupljenih nakon
porodaja zdravih rodilja (srednje dobi 29 godina) s ro¢nim rodni¢kim porodajem u rodilistima
iz kontinentalnog (n = 196 ispitanica) i priobalnog (n = 96 ispitanica) podrucja prebivanja.
Odredivani su sljedeci pokazatelji: koncentracije toksi¢nih i esencijalnih elemenata (metodom
ICP-MS) u uzorcima krvi majke i pupkovine te u posteljici; koncentracija MT2 u serumu
majke (imunokemijski metodom ELISA); koncentracije steroidnih hormona P4 i E2 u

posteljici (imunokemijski metodom IEMA); koncentracija slobodnih —SH skupina u serumu



majke (spektrofotometrijskom metodom); te polimorfizam jednog nukleotida MT2A
rs28366003; c.-77A>G (metodom PCR-RFLP).

Rezultati su pokazali da su u puSaica u odnosu na nepusadice bile povecane
koncentracije Cd i Pb u krvi majke, krvi pupkovine i posteljici, Fe i Cu u krvi pupkovine te
Zn u posteljici, smanjene koncentracije Se u krvi i slobodnih —SH skupina u uzorcima seruma
majke. Takoder je nadeno povecanje MT2 u serumu srazmjerno intenzitetu pusenja majke.
Nisu nadene promjene u koncentracijama progesterona i estradiola u posteljici s obzirom na
naviku puSenja. Osobe u priobalnom podruéju imale su ve¢i unos hrane morskoga podrijetla,
ponajprije ribe, i u svim mjerenim bioloskim uzorcima nadene su povecane koncentracije Hg i
Se srazmjerne ucestalosti unosa ribe. U ispitanica iz priobalnog u odnosu na kontinentalno
podrucje takoder su nadene veée koncentracije Fe u krvi pupkovine, Zn u posteljici te Cd i Cu
u krvi majke i posteljici. U nepusacica s AG/GG u odnosu na genotip AA bile su znacajno
smanjene koncentracija Fe u posteljici, a nije naden utjecaj polimorfizma MT2A rs28366003
na koncentracije Cd, Pb i Hg u majcinoj krvi.

Ovaj rad sadrzi rezultate koji mogu posluziti kao temelj za daljnja istrazivanja utjecaja
polimorfizma MT2A na koncentracije toksi¢nih i esencijalnih metala i opasnosti na zdravlje
zena tijekom reprodukcijskog razdoblja i njihovo potomstvo u uvjetima svakodnevne
izlozenosti. Za kona¢ne zakljucke bilo bi potrebno provesti daljnja istrazivanja na vecem
broju ispitanika i reprezentativnim uzorcima opce populacije u Hrvatskoj uzimajuci istodobno

u obzir i glavne izvore unosa metala.

Kljuéne rije€i: genski polimorfizam MT2A, metalotionein, toksi¢ni i esencijalni elementi,
pusenje cigareta, unos hrane morskoga podrijetla/ ribe, prijenos elemenata
kroz posteljicu, steroidni hormoni tijekom trudnoce



Summary
SUMMARY

Metallothioneins (MT) are low molecular weight intracellular proteins rich in cysteine
and thiol (—SH) groups with the capacity to bind metal ions. The physiological roles of MT in
maintaining homeostasis include the binding and transfer of essential elements, especially Zn
and Cu. In mammalian organs, MT synthesis can be induced by these essential elements,
oxidative stress, and xenobiotic toxic metals Cd, Pb and Hg. There are four groups of MT
isoforms, which differ by biological role and tissue distribution, among which MT2 is the
most ubiquitous and present in the liver, kidney and placenta. It was shown that the
polymorphism of MT2A rs28366003 is associated with the decrease of transcription and
synthesis of MT2, longevity, and cancer development, as well as with the levels of metals in
the body to which a person has been exposed through everyday environmental exposure. No
research data exist so far on the combined impact of maternal polymorphism of MT2A gene
and everyday exposure to metals and metalloids on the health of women in reproductive age
and the related health risk for their offspring. The aim of this study was to investigate the
influence of MT2A rs28366003 gene polymorphism on the concentrations of the main toxic
(Cd, Pb and Hg) and essential (Fe, Zn, Cu and Se) elements in maternal and cord blood, on
the element transfer through the placenta in which progesterone and estradiol are produced
during pregnancy, and on the concentrations of MT2 and free —SH groups in maternal serum.
The main sources of the toxic metal exposure considered in this investigation were cigarette
smoking (for Cd and Pb) and seafood/fish consumption (for Hg). We also compared the
geographical areas of the study participants’ residence; the coastal area with a traditional
Mediterranean diet rich in fish and continental Croatia. The research hypothesis was that a
polymorphism of the MT2A gene in an expectant mother may influence MT expression and
consequently may have an effect on metal concentration in the maternal organism in
connection with smoking (Cd, Pb) and fish consumption (methyl-Hg) as the main sources of
environmental exposure and thus it may contribute to potential adverse effects of metals on
the health of the mother and her offspring.

The methods used in this study included analyses of biological samples collected after
childbirth in healthy postpartum women (mean age 29 years) with vaginal term deliveries at a
maternity ward in continental (n = 196) and coastal (n = 96) residential area. The parameters
determined were: concentrations of toxic and essential elements (by ICP-MS) in maternal and
cord blood and placenta; concentration of MT2 in maternal serum (by ELISA); concentrations

of P4 and E2 in placenta (by IEMA); concentrations of free —SH groups in maternal serum



(by spectrophotometry); single nucleotide polymorphisam (SNP) MT2A rs28366003,
c.-77A>G (by PCR-RFLP).

The results showed that smokers vs. non-smokers had higher concentrations of Cd and
Pb in maternal blood, cord blood and placenta, Fe and Cu in cord blood, and Zn in placenta,
lower Se in blood and concentrations of free —SH groups in serum. An increase of MT2
maternal serum concentrations with smoking intensity was found. No changes were found in
concentrations of progesterone and estradiol in the placenta. With regard to the geographic
area of residence, the subjects in the coastal area had a higher intake of seafood, primarily
fish; increased Hg and Se concentrations related to frequency of fish intake were found in all
of the measured biological samples. Subjects from the coastal area were found to have higher
concentrations of Fe in cord blood, Zn in placenta, and Cd and Cu in maternal blood and
placenta. Non-smoking persons with AG/GG vs. AA genotype had lower concentrations of Fe
in placenta, whereas no impact of the gene MT2A rs28366003 polymorphism was found on
concentrations of Cd, Pb and Hg in maternal blood.

This work contains results that may serve as a base for future studies on the impact of
single nucleotide polymorphism MT2A on toxic and essential element concentrations and
health risks of women during reproductive age and their offsprings under condition of daily
exposure. For final conclusions further studies would be required to carry out wide-ranging
research on a large number of subjects and representative samples of the general Croatian

population considering the main sources of metals intake.

Keywords: gene polymophism MT2A, methallotionein, toxic and essential elements, cigarette
smoking, seafood/ fish intake, placental element transfer, steroid hormones during
pregnancy



Sadrzaj

LUV OD bR R R R R R R R E e n et e 1

1.1 MELAIOTIONEINT ... 4

1.1.1 Struktura, sinteza i uloga metalotioneina U [judi .........c.cccecoveviiiiiii i 4

1.1.2 Polimorfizam metalotioneing 2A (MT2A) ....c..oo oot 9

1.2 Toksicni 1 esencijalni @leMENti.........cciuviiiiiiiiiiei e 13

1.2.1 IzloZenost toksi¢nim metalima i njihovi $tetni u¢inci na reprodukciju i potomstvo............. 13

1.2.2 Esencijalni elementi u Zena reprodukcijske dobi..........ccocvviiiiiiiinii 16

1.2.3 Glavni toksi¢ni metali i njihova medudjelovanja s esencijalnim elementima...................... 19

1.2.3.1 Kadmij i esencijalni €lemMeNnti.........c.ccovviiiiiiiiiii e 19

1.2.3.2 Olovo i esencijalni e1EMENTE ........ccooeieiiiiiir e 20

1.2.3.3 Ziva i esencijalni lementi............cccovvvereveriieeerriesesisssseesesessesssssseseesessessesessssseseneenes 22

1.3 Procjena izloZenosti metalima u Zena reprodukcijske dobi........ccoovrviieiiiiiie i 23

1.3.1 Uloga posteljice i njezina vaznost u procjeni stanja elemenata tijekom trudnoce................. 24

2. CILJ T HIPOTEZA ISTRAZIVANITA .....coooiieiietieeeeeeseeeeeseseeses s sess s ses s sasssssaasaesessensss s, 27

2.1 CllJ@VI ISTIAZIVAINA. .. eeteivieitiieiie et ettt sttt ettt st e st e ae e e bt e s bt e sheeshbesabesnbeebeesbeesbeeesneenneeneens 27

2.2 HIPOEZA I1SLTAZIVAIA ...vevvitiiieeieesteeiee sttt sttt st se et e e b e s n e s e n e sb e e e e be s st e nreareenenreeneene e 27

3. MATERIJALI T IMETODE ..ottt 28

SLL ISPHTAINICE ...ttt bt bbb bRt h bbb bt e et 28

3.1.1 Prikupljanje podataka 0 iSPItaniCaAMA .........ccueiveiieiiiiicie et 28

3.1.2 Postivanje etickih nacela tijekom istrazivanja u [judi.........ccccoevriiiiiiniiniccne e 28

3.2 PLaN ISITAZIVANJA ..e.veevviivieiietesiee ettt sttt e ettt b et s bt b e bt sb e e ekt e e nr e b e e n e b en e ne e 29

3.3 Prikupljanje bioloskih uzoraka nakon porodaja .........c.cccoeeiiiiiiiiiiiieiie e 30

3.3.1 Uzorkovanje krvi/ seruma majke i pUPKOVINE ........ccccviiiiiiiiiice e 30
3.3.2 Prikupljanje posteljica i uzorkovanje posteljicnog tkiva za analize elemenata i steroidnih

POTIMONA ...t 30

BLA IMEBLOUE. ... 32

3.4.1 Analiza esencijalnih i toksi¢nih metala metodom ICP-MS ... 32

3.4.1.1 Popis kemikalija i OPreME .......c.oiiiieiiieee e e 32

3.4.1.2 Postupak pranja laboratorijskog posuda za analizu elemenata...............cc.cccevvvenenne. 34

3.4.1.3 Priprema bioloskih uzoraka za analizu metala metodom ICP-MS..............ccooveen. 34

3.4.1.4 Priprema standardnin OtOPING. ........ccoririeiieiieisiise e 35

3.4.1.5 Optimiranje uvjeta rada Na ICP-MS ... 37

3.4.1.6 Validiranje ICP-MS MELOE ........cccuiiiiieiieeiesese e 38

3.4.2. Genotipizacija polimorfizma MT2A rs28366003...........ccccoeiiriiieieeiene e 42

3.4.2.1 Popis Kemikalija i OPreME .......ccveviiiiiiiece e 42

3.4.2.2 Postupak izolacije i umnozavanja DNA .........ccccooiiieiinnienee e 42



3.4.2.3 Postupak genotipizacije polimorfizma MT2A rs28366003 RFLP metodom............. 44

3.4.3 Analiza steroidnih hormona U POSEEIJICE .....c.veiveveieiiiiiie s 45
3.4.3.1 Popis Kemikalija i OPIrEME .......ccvoiiiiiii e 45
3.4.3.2 Priprema uzoraka posteljica za analizu steroidnih hormona ...........cccccoevvevevvivenenne. 45
3.4.3.3 Postupak analize steroidnih hOrmona...........cccccveiiiiiciiiecc e 45
3.4.4 Analiza proteina metalotioneina 2 (MT2) U SEIUMU .........ccoererereieiinisise s 46
3.4.4.1 Popis Kemikalija i OPIrEME .......ccvoiiiiiii et 46
3.4.4.2 Postupak analize metalotioneind 2 (MT2)......cccoiiiieiineicceee e 46
3.4.5 Analiza ukupnih tiolnih (=SH) SKUPINa U SEFUMU.........ccceiiieiiiiiiie e 47
3.4.5.1 Popis Kemikalija i OPIrEME .......ccvoiiiiiie it 47
3.4.5.2 Postupak analize ukupnih tiolnih (=SH) SKUPING ..........ccccoiiiiiiiiieeee 47
3.4.6 StatistiCka obrada podataka ...........ccceiiiiiiiiiiii e 48
A REZULT AT et bbbt h bbbt bbbt b bt bt bbbt e 50
4.1 Opce znacajke ispitanica i novorodencadi s obzirom na naviku pusSenja i geografsko
podrucje prebivanja parova majka—noVOroGenCe. ........ouviverireerierieiesiesieenee st 50
4.2 Opce znacajke ispitanica s obzirom na ucestalost unosa hrane morskoga podrijetla i broj
amalgamskih zubnih iSpuNa MAJKE ... 53
4.3 Toksicni i esencijalni elementi u majki i novorodencadi s obzirom na naviku pusenja i
geografsko podrucje prebivanja MajKe ........ccooviiiiiiiiiieii e 54
4.3.1 Toksi¢ni metali Cd i Pb u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine ..........ccoceeeerviienineennenn 54
4.3.1.1 Korelacije koncentracija Cd i Pb izmedu ispitivanih bioloSkih matrica.................... 56
4.3.2 Esencijalni elementi Fe, Zn, Cu i Se u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine.................... 59
4.3.2.1 Korelacije koncentracija esencijalnih elemenata Fe, Zn, Cu i Se izmedu ispitivanih
DIOTOSKIN MALIICA ...ttt ettt a e et sbe e sreenree e 62
4.3.3 Omjer esencijalnih elementa i Cd u posteljici s obzirom na naviku pusSenja majke ............. 63

4.4 Hg i Se u majki i novorodencadi s obzirom na unos hrane morskog podrijetla i

amalgamske Zubne ISPUNE MAJKE .......cviiiiieiiie e sttt nre 64
4.4.1 Hg i Se u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine: utjecaj hrane morskoga podrijetla.......... 64
4.4.1.1 Korelacije koncentracija Hg izmedu ispitivanih bioloskih matrica............c.c.coevennnne. 67

4.4.2 Hg u serumu majke i pupkovine s obzirom na amalgamske zubne ispune u majke:

koncentracija u serumu kao biljeg iz10Zenosti HEl.........oovvvvirieieieiceeccceeeeeeee 68
4.4.3 Medudjelovanje Hg i Se s obzirom na dob majke i izvore iz10Zenosti..........ccooevevevervesnenn 69
4.5 Koncentracija MT2 i slobodnih tiolnih (—SH) skupina u serumu rodilja...........ccooevovienvinnnnne. 71
4.6 Koncentracija steroidnih hormona (P4 i E2) u posteljici: pusacice VS. nepusacice...........c.cueenne. 71
4.7 Polimorfizam MT2A rs228366003 (C.-77A>G) U ISPItANICA ......eevvrrriieieeieie e 72
4.7.1. Ucestalost MT2A rs228366003 U ISPITANICA. ........cvrrerirririiirirreieeeese s 72
4.7.2. MT2A rs228366003 (c.-77A>G) te toksicni i esencijalni elementi u krvi majke, posteljici i
krvi pupkovine s obzirom na naviku pusenja majKe..........cc.coovrereieiiiininineeeee 72

4.7.3 MT2A 15228366003 (c.-77A>G) i MT2 u serumu ispitanica s obzirom na naviku pusenja.76



4.8 Procjena utjecaja MT2A rs228366003 (c.-77A>G) na koncentracije metala i MT2: rezultati

postupne visestruke linearne regresijske analize..........c.coeiveiiiiiiiiiiiiei 77
4.9 Procjena utjecaja MT2A rs228366003 (c.-77A>G) i koncentracije metala na porodajnu
MASU T UILJINU ...ttt e et et e s b e e s e e te s e e saesteebesbeensestesreenne e 84
5. RASPRAV A et R R R e et 85
5.1 Izlozenost cigaretnom dimu: utjecaj na koncentracije toksicnih i esencijalnih elemenata i
Steroidnin NOMMONA..........cooiiiii i 86
5.2 Unos hrane morskoga podrijetla, geografsko podrucje prebivanja i amalgamske ispune:
utjecaj Na KONCENLIACHTE HY 1 SE....ccuviie it 95
5.3 Polimorfizam MT2A rs28366003: utjecaj na koncentracije toksi¢nih i esencijalnih
elemenata, MT2 i SI0D0dNE —SH SKUPINE........cciiiiiiiiee e 98
5.4 Parametri novorodencadi s obzirom na puSenje, prehrambene navike i polimorfizam MT2A
FS28366003 ...ttt ittt et b bR Rt R bt r et 100
6. ZAKLIUCCT ..ot 102
7. POPIS KRATICA Lttt bbb bbb bt bbbttt e et be s 103
8. LITERATURA .t bbbt b et bt b et s bt s e e bt e bt e nbesbeene e sbeebe et sbeenee e 105
0. ZIVOTOPIS ....orioirnrireeseessesesesse st 126
L0, PRILOZI ...ttt bbb bbbt b et bt bt e n b s b e b et sbe e b e nbe e e e e 128
Lo ] oo I TSSOSO PP UR TP PRPPPTRPR 128

o ] oo SRR 138



Uvod

1. UvOoD

Ljudi su svakodnevno izlozeni metalima i polumetalima iz zraka, vode i hrane.
Najcesci izvor izlozenosti u opcoj populaciji je hrana. Hranom se u ljudski organizam unose
potrebni esencijalni makro- i mikroelementi kao sto su kalcij (Ca), natrij (Na), magnezij (Mg),
zeljezo (Fe), cink (Zn), bakar (Cu) i selen (Se) koji su nuzni za normalno odvijanje svih
fizioloskih funkcija i biokemijskih procesa, ali i toksi¢ni metali i polumetali, za koje nisu
dokazane bioloske uloge u organizmu, a imaju brojne moguce Stetne, toksi¢ne ucinke
(Nordberg i sur., 2015; Piasek i Mikoli¢, 2009). Tri najvaznija toksi¢na metala s obzirom na
njihovu visoku toksi¢nost, rasprostranjenost u okoliSu i bioraspolozivost jesu kadmij (Cd),
olovo (Pb) i ziva (Hg) (Nordberg i sur., 2015; Zalups i Koropatnik, 2000). Bioraspolozivost
pojedinog elementa u ljudskom organizmu ovisi 0 sljede¢im ¢imbenicima: kemijski oblik i
oksidacijsko stanje elementa, put izloZenosti (Unos na usta ili udisanjem, a zanemarivo malo i
kroz kozu), medudjelovanje (interakcija) s drugim elementima, spol, dob, prehrana, posebna
fizioloska stanja (trudnoca ili laktacija), razna patofizioloska stanja (bolesti) i genski
¢imbenici (polimorfizam gena).

Zeluganocrijevna apsorpcija za svaki element je razli¢ita, za toksi¢ne metale Cd i Pb u
odraslih osoba iznosi od nekoliko postotaka do najvise 10 %, a tijekom trudnoce i laktacije je
za sve elemente povecana dvostruko, trostruko ili vise (Nordberg i sur., 2015; EFSA, 2015,
2014, 20123, 2012b, 2012c). Za metil-Hg Zelucanocrijevna apsorpcija iz hrane je vrlo visoka i
iznosi 90 - 100 % (Nordberg i sur., 2015; EFSA, 2015, 2014). Za op¢u populaciju najvazniji
izvor izloZenosti Hg je hrana morskoga podrijetla (uglavnom ribe), a Cd i Pb pusenje cigareta,
Sto se smatra i njihovim najopasnijim izvorom izloZenosti, jer se udisanjem duhanskog dima u
organizam unosi viSestruko (10 - 20 puta vise) Cd odnosno Pb u odnosu na njihovu stopu
apsorpciju u crijevu (Nordberg i sur., 2015; Piasek i sur., 2011). Prema zadnje dostupnim
podacima Eurostata, 19,2 % stanovniStva u EU u dobi od 15 i vise godina pusi cigarete, dok
4,7 % pusi povremeno (Eurostat, 2016). Prema tom istrazivanju provedenom tijekom 2014.
godine, Hrvatska spada u sam vrh s preko 25 % stanovnika koji su aktivni pusa¢i. Duhanski
dim smjesa je mnogobrojnih toksi¢nih i kancerogenih supstancija. Smatra se da aldehidi i
male organske molekule pridonose najvise (u preko 60 % slucajeva) riziku razvoja raka, a
metali manje (u oko 18 % slucajeva) (Fowles i Dybing, 2003). U duhanski dim zapaljene
cigarete dospijeva vise od 30 razli¢itih iona metala, medu kojima su najzastupljeniji Cd, Pb,
arsen (As), nikal (Ni) i krom (Cr), a u manjim koncentracijama prisutna je i Hg kao i nekoliko

radioaktivnih elemenata. Brojna istrazivanja pokazala su da puSenje cigareta i udisanje
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duhanskog dima pridonosi jednoj trecini ukupne optere¢enosti organizma Cd i znacajno
povisuje koncentraciju Pb u organizmu (Nordberg i sur., 2015; ATSDR, 2012, 2007; WHO,
2010a, b). Prema Medunarodnoj agenciji za istrazivanje raka (IARC) Cd je svrstan u skupinu
potvrdenih kancerogena (skupina 1), a Pb u mogucée kancerogene za ljude (skupina 2) (IARC,
2017; 2012, 2006).

Zene tijekom reprodukcijske dobi i njihovi potomci u razdobljima fetalnog Zivota,
novorodenacke i dojenacke dobi te malog djeteta, posebno su osjetljive skupine stanovnistva,
koje imaju povecanu osjetljivost na Stetne ucinke toksi¢nih tvari, ukljucujuéi toksi¢ne metale.
U Zene su za vrijeme trudnoce i laktacije povecane potrebe i poveéan unos hranjivih tvari koje
se prenose u plod zbog Cega se njihov Zelucanocrijevni sustav prilagodava za povecanu
apsorpciju, ¢ime se unosi vise esencijalnih elemenata, a istodobno i istim prijenosnicima i
toksi¢nih elemenata. U djece tijekom razdoblja pojaCanog rasta i razvoja nisu sasvim
razvijeni, odnosno smanjeni su mehanizmi odstranjivanja Stetnih tvari iz organizma (Astbury i
sur., 2015; Piasek i sur., 2011; Nishijo i sur., 2004; Vahter i sur., 2002).

IzloZenost Covjeka zapocinje jo$ in utero i nastavlja se dalje tijekom cijeloga Zivota.
Maj¢in organizam prvi je okoli§ u kojem se njezin potomak razvija i izloZenost majke
toksicnim metalima moze biti povezana S izravnom izlozenos¢u njezinog potomka ili
posrednim $tetnim ucincima takve izlozenosti, ovisno u kolikoj mjeri se pojedini toksi¢ni
element prenosi do ploda. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da Pb i metil-Hg u najvecoj
mjeri prolaze kroz posteljicu i zato mogu S$tetno utjecati na razvoj fetusa ve¢ in utero, dok se
Cd zadrzava u posteljici 1 samo malim dijelom prolazi u fetus. Medutim, posteljicno
nakupljanje Cd moze takoder Stetno utjecati na rast i razvoj fetusa zbog remecenja prijenosa
esencijalnih elemenata (ponajprije Zn) i sintezu hormona ukljué¢ujuci steroidne hormone Koji
su vazni za normalan tijek trudnoée (Esteban-Vasallo i sur., 2012; Piasek i sur., 2011;
Stasenko i sur., 2010; Ronco i sur., 2005a; Osman i sur., 2000).

IzloZenost toksi¢énim metalima poti¢e sintezu metalotioneina (MT) u organizmu.
Metalotionein je protein male molekulske mase bogat cisteinom, ¢ija je glavna zadaca
odrzavanje homeostaze i prijenos Zn i Cu u organizmu. Zbog velikog broja tiolnih (-SH)
skupina MT ima veliki afinitet vezanja esencijalnih elemenata, ali takoder toksi¢nih metala
kao §to su Cd, Pb 1 Hg. Smatra se da izloZenost metalima iz duhanskog dima, narocito Cd, Pb
i Hg, uzrokuje upalne reakcije i protuupalni odgovor u kojemu sudjeluje MT (Milnerowicz i
sur., 2015; Nordberg i sur., 2015; Piasek i sur., 2011; Pappas, 2011). Prilikom vezanja na MT
toksi¢ni metali mogu istisnuti esencijalne elemente, a izlozenost tim metalima ¢e poticati

povecéanu sintezu MT-a s posljedi¢nim ve¢im nakupljanjem esencijalnih elemenata (Zn, Cu) u
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unutarnjim organima. Na taj nacin esencijalni elementi postaju manje dostupni za odvijanje
vaznih fizioloskih funkcija i biokemijskih procesa u organizmu, a tijekom trudnoce i za
prijenos u fetus kojemu su nuzni za rast i razvoj (Coyle i sur., 2002; Waalkes i Pérez-OlI¢,
2000).

U novije vrijeme sve se viSe istrazuju razli¢iti genski c¢imbenici, kao S$to je
polimorfizam MT2A koji mogu utjecati na fizioloske i1 patoloske procese. Pretpostavlja se da
bi polimorfizam gena MT2A rs28366003, tj. A/G supstitucija u blizini 5' netranslatiraju¢e
regije (5'UTR), mogao smanijiti transkripciju i sintezu MT te tako utjecati na povecanu
osjetljivost pojedinca na toksi¢ne ucinke metala i/ili razvoj kroni¢nih i malignih bolesti
(Hattori 1 sur., 2016; Raudenska i sur., 2014; Krzes$lak i sur., 2013). Dosadasnja istrazivanja 0
utjecaju polimorfizma MT2A rs28366003 na koncentracije toksi¢nih i esencijalnih elemenata
u organizmu su malobrojna i dobiveni rezultati nisu jednoznac¢ni. Nekoliko istraZzivanja je
pokazalo da polimorfizam MT2A utjece na koncentracije Cd, Pb i Zn u krvi, posteljici i tkivu
prostate (Krzeslak i sur., 2013; Tekin i sur., 2012a, 2012b; Kayaalti i sur., 2011). Medutim, u
jednom od najnovijih istrazivanju nije nadeno da polimorfizam MT2A rs28366003 utjece na

koncentracije Cd i Zn u serumu osoba obaju spolova (Hattori i sur., 2016).
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1.1 Metalotioneini

Metalotioneini  su skupina niskomolekulskih proteina (6-7 kDa) bogatih
aminokiselinom cisteinom Kkoji se nalaze u stanicama bakterija, biljaka, beskraljeznjaka i
kraljeznjaka (Ruttkay-Nedecky i sur., 2013; Waalkes i Pérez-Ollé, 2000). Prvi puta je
otkriven u kori konjskog bubrega prije 60 godina kao protein koji veze Cd (Margoshes i
Vallee, 1957). Od tog otkrica do danas MT je u srediStu brojnih istrazivanja u podru¢jima
toksikologije, molekularne biologije i kancerogeneze. S obzirom da sadrzi veliki broj cisteina,
MT se u organizmu ponasa kao antioksidans i sudjeluje u brojnim fizioloskim funkcijama,
kao $to su prijenos i homeostaza esencijalnih elemenata, stani¢na proliferacija i regeneracija
te zaStita organizma od slobodnih radikala i $tetnih ucinaka tijekom akutnih otrovanja

toksi¢énim metalima (Ruttkay-Nedecky i sur., 2013; Cai i sur., 2010; Coyle i sur., 2002).

1.1.1 Struktura, sinteza i uloga metalotioneina u ljudi

Molekula MT-a sadrzi 61 do 68 aminokiselina od ¢ega je 20 cisteina (30 %) koji tvore
dvije domene klastera, o klaster s Cetiri i B klaster s tri vezuju¢a mjesta za dvovalentne ione.
Dva klastera medusobno su povezana slijedom koji ne sadrzi cistein. Na N-terminalnom
dijelu molekule MT-a je domena [ klastera koja sadrzi aminokiseline 1 - 30, a na C-

terminalnom dijelu molekule domena o klastera koja sadrzi aminokiseline 31 - 68 (slika 1).

B klaster o klaster

Slika 1. Shematski prikaz veznih mjesta metala u strukturi MT
(preuzeto iz Dziegiel i sur., 2016).
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Svaka molekula MT-a moze vezati sedam molekula dvovalentnih iona, primjerice Zn,
Cd, Hg ili Pb. Postoji pravilo o ulasku metala u klastere; nakon S§to ¢etiri molekule metala udu
u o klaster, preostale tri metalne molekule popunjavaju B klaster. Metali vezani u  klasteru
mogu se lakSe otpustati u odnosu na metale vezane u o klasteru te moze do¢i i do
premjestanja odnosno preraspodjele izmedu dvaju klastera unutar molekule ili izmedu vise
molekula MT-a, pri ¢emu metal vezan u jednoj domeni klastera ne utjeCe na reaktivnost
metala u drugoj domeni Klastera (Dziegiel i sur., 2016; Ruttkay-Nedecky i sur., 2013; Cai i
sur., 2010; Sato i Kondoh, 2002). Protein na koji nisu vezani metalni ion naziva se apo-
metalotionein (apo-MT) ili tionein. Metalni ion koji se najéesée veze na apo-MT je Zn, ali i
drugi, neesencijalni metali kao Sto su Cd, Pb, Hg, Cr ili srebro (Ag). Afinitet vezanja za apo-
MT je ovim redoslijedom: Zn<Cd<Cu<Hg. S obzirom da je Cd puno jace vezan za MT, Zn se
lakse otpusta s MT-a i prenosi unutar organizma (Saboli¢ i sur., 2010; Sato i Kondoh, 2002).

U sisavaca su poznate Cetiri skupine izoformi metalotioneina: MT1, MT2, MT3 i
MT4. Zastupljenost izoformi MT-a razli¢ita je po tkivima: MT1 i MT2 su prisutni u svim
mekim tkivima, MT3 se nalazi uglavhom u mozgu, te u manjoj mjeri u srcu, bubregu i
spolnim organima, a MT4 se nalazi u stanicama plocastog epitela koze i sluznice. Sintezu
MT-a u ljudi kodiraju geni koji se nalaze u skupinama na kromosomu 16 (16q13). Pokazano
je da je od 17 gena koji su do sada identificirani, najmanje 11 gena funkcionalano, tj. 8 gena
za MT1 izoforme (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H, MT1M, MT1X) i po jedan gen
za ostale izoforme (MT2A, MT3 i MT4) (Dziegiel i sur., 2016; Ruttkay-Nedecky i sur., 2013;
Cai i sur., 2010; Miles 1 sur., 2000, Waalkes i Pérez-Oll¢, 2000).

Cimbenici koji induciraju sintezu MT-a su mnogobrojni i uklju¢uju glukokortikoide,
endotoksine, zracenje, citokine, oksidacijski stres i toksi¢ne metale (slika 2). Medu metalima
Cd i Zn najvise induciraju sintezu MT-a, zatim Cu, Hg te organometalni spojevi kao §to je
cisplatina (Cai 1 sur., 2010; Waalkes 1 Pérez-Oll¢, 2000).

Sinteza razlic¢itih izoformi MT-a odvija se mozgu, jetri, bubregu, gusteraci, crijevima,
jetre tijekom perinatalnog rasta i razvoja kao i tijekom regeneracije organa jer su tada velike
potrebe za Zn. Istrazivanja provedena in vitro pokazuju reaktivaciju apo-enzima, u kojima su
Zn ili Cu kofaktori (alkalna fosfataza, superoksid dismutaza i drugi), nakon $to se inkubiraju s
kompleksom Zn-MT ili Cu-MT. Moze se pretpostaviti da na molekulskoj razini MT ima
ulogu donora Zn ili Cu drugim proteinima u stanici. Mehanizam donacije metala apo-
enzimima nije poznat, ali se pretpostavlja da mora do¢i do vezanja MT-a s drugim

makromolekulama kako bi MT mogao donirati metal proteinima.
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s s citokini oksidacijski stres
metalni ioni S
faktor rasta zracenje

preZivljavanje stanica, rast stanica, otpornost na
lijekove, diferencijacija

Slika 2. Shematski prikaz indukcije MT-a i utjecaja ekspresije MT-a na zbivanja u
stanici (preuzeto iz Ruttkay-Nedecky i sur., 2013).

Na slici 3. prikazano je kako bi se kompleks Zn-MT mogao vezati na hipotetski otpustajuci
faktor MT u blizini mjesta gdje se odvija sinteza proteina, pri ¢emu bi biomodulator
otpustanja dusikov (I1) oksid (NO), glutation (GSH), adenozin trifosfat (ATP) i/ili pH mogao
zamijeniti Zn u MT-u i uéiniti ga raspolozivim enzimu ili transkripcijskom faktoru (Waalkes i
Pérez-Oll1¢, 2000).

AN

otpustajuci
faktor MT-a
biomodulator f}\ j

sinteza proteina

otpustanja —> {}

novienzim ili
transkripcijskifaktor

Slika 3. Hipotetski mehanizam kontrolirane donacije Zn od strane MT-a
proteinima koji sadrze metal kao $to su enzimi ili transkripcijski faktor
(preuzeto iz Waalkes i Pérez-Oll¢, 2000).
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Promotorska regija gena MT-a sadrzi elemente odgovorne za transkripciju: element
odgovora na metale (MRE) koji se aktivira djelovanjem transkripcijskog faktora 1 (MTF-1),
element glukokortikoidnog odgovora (GRE), prenosilac signala i aktivator transkripcije
(STAT) koji se aktivira djelovanjem citokina i element antoksidacijskog odgovora (ARE) koji
se aktivira kao odgovor na redukcijsko-oksidacijsko stanje. Najvise istrazivani mehanizam
transkripcije MT-a je putem MRE (Raudenska i sur., 2014; Ruttkay-Nedecky i sur., 2013; Cai
i sur., 2010; Sato i Kondoh, 2002; Suzuki i Koizumi, 2000). Rezerve Zn u stanici rezultat su
unosa Zn prehranom i sluze kao izvor Zn za indukciju sinteze MT-a. Vezanje Zn na MT
termodinamicki je povoljan proces. Metalni ioni, narocito Zn, vezu se za MTF-1 koji se

potom veze na MRE u promotorskoj regiji gena i potice transkripciju gena MT-a (slika 4).

citokini metilacija
l H,0, —> poticanje (“up” regulacija)
glukokortikoid STAT elektrofili . ; "
l l l —| stisavanje (“down” regulacija)
GRE MRE ARE strukturni gen
MTF 1

apo-MT Zn “finger” protein
Zn,-MT % :
neaktivni protein
apo- MT Zn
oksidacijski stres

razgradnja

Slika 4. Shematski prikaz ¢imbenika koji sudjeluju u transkripciji gena MT
(preuzeto iz Sato i Kondoh, 2002).

Mnogi metali mogu potaknuti sintezu MT-a, ali su mehanizami toga poticanja drukg¢iji
u odnosu na opisani mehanizam poticanja sinteze preko Zn. Toksi¢ni metali ne mogu
aktivirati MTF-1, ali zbog velikog afiniteta vezanja za MT mogu zamijeniti Zn u molekuli
MT-a i tako povecati unutarstani¢ne rezerve Zn (Dziegiel 1 sur., 2016; Saboli¢ i sur., 2010;

Sato 1 Kondoh, 2002). Istisnuti Zn zatim ¢e poticati daljnu sintezu MT-a i u konacnici utjecati
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na toksi¢nost metala. U uvjetima akutne izlozenosti visokoj dozi metala (Cd ili Hg), MT moze
smanjiti toksi¢nost metala, a u uvjetima kroni¢ne izlozenosti metalu, povecana sinteza MT-a
dovodi do produZenog zadrzavanja toksi¢nog metala (Cd ili Hg) u organizmu i mogucih
toksi¢nih ucinaka (Waalkes i Pérez-Oll¢, 2000; Nordberg i Nordberg, 2000). Medutim,
istrazivanja provedena in vitro na stanicama proksimalnih zavijenih kanalica bubrega
pokusnih Stakora i svinja pokazala su da je Cd vezan na MT (Cd-MT) manje toksi¢an od
kadmijevog (I1) klorida (CdCl,). To je potvrdeno i u istrazivanjima U Stakora muskog spola
izlozenih jedakoj koli¢ini Cd** u obliku CdCl, i kompleksa Cd-MT. U spomenutom
istrazivanju Zivotinje izloZzene CdCl, imale su veca osteCenja bubrega u odnosu na Zivotinje
izlozene kompleksu Cd-MT, koje su imale lagano poveéanje aktivnost gama-glutamil
transpeptidaze (GGTP) u urinu $to dovodi do zakljucka da nefrotoksi¢ni uc¢inak Cd izazivaju
slobodni unutarstani¢ni ioni Cd?* (opisano u: Dziegiel i sur., 2016).

Organski otrovi mogu se metabolizirati u manje toksi¢ne supstancije, ali metali kao $to
je Cd to ne mogu i neizbjezno se stvara njihov inertni oblik koji se nakuplja u unutarnjim
organima kao §to su jetra, bubreg i posteljica (Dziegiel i sur., 2016; Waalkes 1 Pérez-Oll¢,
2000). Nakupljanjem Cd u posteljici smanjuje se prijenos Cd do fetusa, sto je vidljivo iz
veéeg omjera Cd u posteljici i Cd u krvi pupkovine (Piasek i sur., 2016; Stasenko i sur., 2010;
Kippler i sur., 2010). U uvjetima izloZenosti Cd, zbog povecane sinteze MT-a u unutarnjim
organima i istodobnog zadrZavanja povecanih koli¢ina Zn vezanih na MT, moZe biti ometen
prijenos Zn do fetusa §to pokazuju snizene koncentracije Zn u krvi/serumu pupkovine, a
posljedi¢no ugrozen rast i razvoj fetusa in utero odrazava se u snizenoj porodajnoj masi
(Ronco i sur., 2006; Waalkes i Pérez-Oll¢, 2000). Dosadasnja istrazivanja u ljudi i pokusnih
zivotinja nisu dala ujednacene rezultate o povezanostima MT-a i Zn, odnosno razina Zn i Cd
u posteljici. Takoder je pokazano da se, pored nakupljanja najveceg dijela Cd u posteljici,
mali dio Cd ipak prenosi do fetusa. Stoga se danas smatra da su, osim preko MT-a, u
medudjelovanje Cd i Zn ukljuceni i drugi mehanizmi, a u prijenosu Cd do fetusa
najvjerojatnije sudjeluju i prijenosnici iz obitelji ZIP (Fukase i sur., 2014; Nakamura i sur.,
2012a, b; Kippler i sur., 2010; Ronco i sur., 2005b; Brako i sur., 2003; Lau i sur., 1998;
Goyer, 1995).

Utjecaj MT-a na toksi¢nost drugih metala, kao $to su As, Pb, Hg, Cu i Cr, takoder je
poznat, ali u odnosu na Cd puno manje istrazivan. Dosadasnja eksperimentalna istrazivanja
pokazuju da MT moZe smanjiti toksi¢ne u€inke As na bubreg (Liu i sur., 2000), jetru i plu¢a
(Jia i sur., 2004). Takoder je poznato vazno medudjelovanje MT-a i Cu u rijetkim nasljednim

poremecajima metabolizma Cu, u Wilsonovoj i Menkesovoj bolesti (Dziegiel i sur., 2016;
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Nordberg, 1998). Analizom jetre pacijenata oboljelih od Wilsonove bolesti nadeno je da su
ioni Cu u jetrenim stanicama (hepatocitima) vezani za molekule MT1 i MT2 (Nartey i sur.,
1987). To je potvrdeno i u istraZivanjima na pokusnim Stakorima u kojima je takoder nadeno
da su tako vezani slobodni ioni Cu u lizosomima koji se s vremenom transformiraju i dovode
do oksidacijskog oStecenja i nekroze hepatocita (Klein i sur., 1998). Ova saznanja dovela su
do terapijske primjene Zn kojom se povecavaju rezerve MT1 i MT2 u stanicama crijeva
(enterocitima) koji vezu ione Cu i zadrzavaju prolaz velikih koli¢ina toksi¢nog slobodnog Cu
u krvotok te sprjecavaju posljedi¢no nakupljanje i Stetne ucinke u jetri i sredisnjem Zivéanom

sustavu (Hoogenraad, 2006).

1.1.2 Polimorfizam metalotioneina 2A (MT2A)

Polimorfizam je genska varijacija koja se odlikuje promjenom alela u genu i javlja se u
najmanje 1 % stanovnistva. Promjene koje se dogadaju ukljuc¢uju uglavnom promjenu jednog
nukleotida i takva vrsta polimorfizma naziva se polimorfizam jednog nukleotida (SNP).
Prema Nacionalnom centru za biotehnoloske informacije (NCBI) u ljudi su prepoznata 24
polimorfizma u genu MT2A od kojih samo tri imaju moguce utjecaje na fizioloske i
patofizioloske procese u organizmu (Raudenska i sur., 2014). Najvaznija 3 polimorfizama

MT2A i mjesta njihova nastanka prikazani su na slici 5.

1s1610216 1528366003 1510636

l l l

— [ PROMOTOR > 5’UTR || KODIRATUCA REGIJA + introni || 3'UTR —

T A A

pocetak ATG STOP-kodon
transkripcije

Slika 5. Shematski prikaz mjesta najvaznijih polimorfizama jednog nukleotida na genu MT2A
(preuzeto iz Raudenska i sur., 2014).

Polimorfizam MT2A rs1610216 moze utjecati na eskpresiju MT-a. Istrazivanja su
pokazala da povecana ekspresija MT-a moze utjecati na smanjenje hiperglikemije izazvane

oksidacijskim stresom te kroni¢ne komplikacije dijabetesa kao $§to su kardiomiopatija i
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nefropatija (Zheng i sur., 2008; Liang i sur., 2002). Polimorfizam MT2A rs10636 u 3'
netranslatirajucoj regiji (3'UTR) povezuje se s povecanim rizikom za nastanak ateroskleroze
(Raudenska i sur., 2014). Polimorfizam rs28366003 dogada se u blizini 5’UTR-a MT2A gena
u srediSnjem dijelu MRE slijeda TGCACTC na mjestu koje je udaljeno 5 parova baza od
mjesta gdje zapocinje transkripcija i radi se o0 A/G polimorfizmu (c.-77A>G) (slika 6). Tocan
utjecaj ovoga polimorfizma jos$ uvijek nije dovoljno istrazen. S obzirom da se dogada u blizini
5'UTR-a, u blizini TATA sloga, moze do¢i do smanjene vezujuce aktivnosti MTF-1 na MRE
Sto dovodi do smanjene transkripcije MT-a zbog izlozenosti toksi¢cnom metalu i/ili
oksidacijskom stresu (Raudenska i sur., 2014; Otsuka, 2001).

-2500 -2000
L JL
4 7"
-260

+1
glukokortikoidi MTF-1
A= G (rs28366003)

—
GRE MRE-f MRE-e MRE-d MRE'C MRE-b MRE-a

yi /L _I l_
/ 7/ . { ) | ekson 1

TATA slog

Slika 6. Shematski prikaz MT2A gena i faktora koji sudjeluju u transkripciji MT-a
(preuzeto iz Starska i sur., 2014).

Istrazivanja na Stanicama bubrega ljudskog embrija 293 (HEK 293) u uvjetima
izloZenosti toksi¢nim metalima pokazala su da zamjena alela A alelom G u blizini 5UTR-a
moze smanjiti uéinkovitost poticanja transkripcije MT2A (Kita i sur., 2006). Rezultat
smanjene transkripcije MT-a, odnosno razlike u genima, mogu biti razlicite koncentracije
metala i njihovi moguci ucinci na zdravlje u pojedinih osoba (Nordberg i sur., 2015).
Polimorfizam MT2A rs28366003 do sada je istrazivan u populacijama Poljske, Turske, Japana
i SAD-u (u bijelaca i Afroamerikanaca) u povezanosti s razinama metala, trajanjem Zivotnoga
vijeka i rizicima nastanka zlo¢udnih bolesti (slika 7). Literaturni pregled dosadasnjih
istrazivanja genskog polimorfizma MT2A u povezanosti s razinama metala prikazan je u

tablici 2 u prilogu 1.
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Slika 7. Povezanost polimorfizama MT-a s pojavom raznih bolesti i stanjima
(preuzeto iz Raudenska i sur., 2014).

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da nositelji alela G u odnosu na genotip AA imaju
vise koncentracije Cd u bubregu i krvi te visu koncentraciju Pb i nizu koncentraciju Zn u krvi
(Kayaalti i sur., 2011; 2010). Istrazivanja u rodilja nepusacica u Turskoj pokazala su da su
nositeljice alela G u odnosu na genotip AA imale vise koncentracije Cd i Pb u krvi, te
smanjene koncentracije Cd u posteljici, a u koncentracijama Pb u krvi pupkovine i posteljici
nisu nadene razlike (Tekin i sur., 2012a, b). Medutim, dobivene koncentracije Cd u krvi bile
su neuobicajeno visoke za nepusacice s obzirom na prije objavljene vrijednosti Cd u Kkrvi
nepusacica u Turskoj (El-Agha i Gokmen, 2002), a istodobne koncentracije Cd u posteljici
bile su vrlo niske i medu najnizima u dosadas$njoj literaturi (Esteban-Vasallo i sur., 2012).
Potonje je neocekivani nalaz budu¢i da je poznato kako se Cd nakuplja u posteljici i ima vise
vrijednosti nego u krvi (Nordberg i sur., 2015) kako je nadeno i u naSim dosadas$njim
istrazivanjima (Piasek i sur., 2016, 2014). Stoga je opisani utjecaj polimorfizma MT2A
rs28366003 na koncentracije Cd u krvi i posteljicama rodilja nepuSacica potrebno dalje

istrazivati.
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U literaturi nedostaju podaci o procjenama polimorfizma MT2A i mjerenjima vise
metala istodobno u bioloskim uzorcima kao $to su majcina krv i posteljica te krv pupkovine
koja odrazava prijenos elemenata od majke do fetusa. U ovom radu odredivane su
koncentracije odabranih toksi¢nih (Cd, Pb i Hg) i s njima povezanih esencijalnih elemenata
(Zn, Cu, Fe i1 Se) u uzorcima maj¢ine krvi, posteljice i krvi pupkovine prikupljenima nakon
porodaja u zdravih rodilja i procjenjivane njihovih koncentracija s obzirom na glavni izvor
izlozenosti toksi¢cnom metalu 1 istodobno na maj¢in polimorfizam MT2A rs28366003, c.-

TTA>G.
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1.2 Toksicni i esencijalni elementi

1.2.1 lzloZenost toksi¢nim metalima i njihovi $tetni u¢inci na reprodukciju i potomstvo

U suvremenom svijetu sve je veca prisutnost razli¢itih Stetnih tvari u zraku, vodi i tlu
kamo dospijevaju iz prirodnih izvora ili raznim ljudskim djelatnostima i ulaze u lanac
prehrane. Pri tome je ¢ovjek neizbjezno i svakodnevno izlozen toksi¢nim metalima koji ulaze
U organizam hranom, udisanjem zraka i cigaretnog dima, a malim udjelom i kroz kozu.
Biolosko vrijeme poluzivota toksi¢nih metala Cd, Pb i metil-Hg relativno je dugo, pa se u
organizmu mogu zadrzati i nekoliko desetljeca (CDC, 2005). Prema dokumentu Agencije za
toksi¢ne supstancije i registar bolesti (ATSDR), tri glavna toksi¢na metala Cd, Pb i Hg i

U tablici 1. prikazana je najées¢a upotreba, naéini dospijevanja u okoli§ i vrijeme

poluzivota glavnih toksi¢nih metala Cd, Pb i Hg.

Tablica 1. Glavni toksi¢ni metali, njihova upotreba, nacin dospijevanja u okoli§ i vrijeme
poluzivota u ljudskom organizmu (preuzeto iz Esteban i Castafio, 2009).

nacin dospijevanja vrijeme poluzivota u

L upotreba u okolis organizmu (CDC, 2005)

Cd-Ni baterije

boje i premazi sekundarni produkt

2-3 mjeseca u krvi

Cd olovnih talionica i .
plasti¢ne mase rafinerija nafte 10-40 godina u bubregu
nezeljezne slitine
akumulatori 1-2 mjeseca u krvi i mekom
Pb metalne legure otpustanje iz gorivai  tkivu
kristalno staklo Pb boja >20 godina u kostima i
keramicki premaz zubima
prerada minerala Hg sulfida ) ) o . oh i a0
elektri¢na oprema izgaranje fosilnih 1-3 tjedna za Hg™" i Hg
Y bateri P goriva i 50 dana za metil-Hg u krvi
g ba_e ° spaljivanje krutog
0J€ otpada 10-30 godina u bubregu

amalgamske zubne ispune
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Hranom unosimo esencijalne, ali i toksi¢ne elemente u raznim koncentracijama u

pojedinim namirnicama. Hrana morskoga podrijetla (ukljucujuci ribe) vazan je izvor energije

i proteina te je bogata hranjivim tvarima kao $to su nezasi¢ene omega-3 masne Kiseline te Se,

Ca i vitamini A i D (EFSA, 2015, 2014, 2012a). Medutim, hrana morskoga podrijetla sadrzi i

metil-Hg, i Cd te se smatra glavnim izvorom izlozenosti opée populacije za Hg (Hellberg i

sur., 2012; Juresa i Blanusa, 2003; Kljakovi¢-Gaspic i sur., 2002). U tablici 2. prikazani su

najces¢i izvori izloZzenosti Cd, Pb 1 Hg te njihovi uc€inci na reprodukciju, fetus i novorodence.

vvvvv

dokazanih ucinaka na reprodukciju i potomstvo (nadopunjeno prema Caserta i sur., 2013).

metal izvor izloZenosti Ucinci na ucinci na fetus Uginci na
reprodukciju novorodence
hrambeni | . . smanjen koeficijent
pofvanboniac - o par i (0
) -, 1173, smanjenje potencije . :
morski plodovi, o - lod smanjene porodajna
Cd krumpir, $eéer) ucinel na zastoj rasta ploda masa i duljina
pI, 8 steroidogenezu u in utero (IUGR) smanieni plod za
pusenje cigareta posteljici i spolnim Jeni p
Sliierd gestacijsku dob
Z11j€zaama v -
! snizeni APGAR
hematoloske
L pobacaj/mrtvorodenost promjen(? - )
oksidacijska IUGR (poremecaji razvoja
Serie cioaret oSteCenja - . leukocita)
pusenje cigareta imootenciia sniZzena porodajna slabiji indeks
dodatak motornom P J masa .
Pb benzinu promjene u spermi rijevremeni porodaj meméln(-)g vl
oneciSéenje zraka menstrualni fnejntalna retarr)daci'aJ smanjent 12
boie i lakovi poremecaji ! poremecaji razvoja
0je 1 lakovi konaenitaln : :
J hormonalne moahgc?rrr;[:ci'i sluha i motorike
promjene I teskoce u ucenju
poremecaj paznje i
koncentracije
hrana (ribe, morski
plodovi)
";dli’f;r”a celuloze i gpanjenje potencije prirodene mane
E ? ki i laboratoriiski promjene u spermi neurorazvojna
0INniCK1 1 1aboratori)ski . v - i
pribor koji sadrzi HJgO povecani rizik raka  Pobacaj/mrtvorodenost mentalna retardacija
Hg testisa poremecaji funkcije poremecaj sluha

konzervansi hrane i
kozmetickih preparata
fotografski
laboratoriji
insekticidi, pesticidi i
fungicidi

sniZzen testosteron

menstrualni
poremecaji

zivéanog sustava

teskoc¢e u ucenju
autizam
smanjeni 1Q
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Pusenje cigareta, odnosno duhanski dim, najvazniji je izvor izlozenosti toksi¢nim
metalima Cd i Pb u puSaca. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO) izlozenost
duhanskom dimu svrstana je medu deset najvecih rizika za zdravlje, u prvom redu za razvoj
raka te sr¢anih i pluénih bolesti koje ¢esto imaju smrtni ishod (WHO, 2002). Duhanski dim
sadrzi nekoliko tisu¢a kemijskih tvari ukljucujuéi oko 30 razli¢itih iona metala od kojih su
najzastupljeniji Cd, Pb, As, Ni, Cr(VI), Cu i radioaktivni elementi u tragovima. Obilje
slobodnih radikala prisutnih u cigaretnom dimu moze izazvati oksidacijski stres u pluénom i
krvozilnom sustavu, a nize vrijednosti antioksidansa u pusa¢a mogu biti zbog neprekidnog
opterecenja organizma oksidacijskim tvarima iz cigarethog dima c¢ime se Snizuju
koncentracije antioksidansa. S druge strane, budu¢i da su antioksidansi i moguc¢i prooksidansi,
nize vrijednosti antioksidansa mogu biti i zastitna prilagodba na proupalni okoli$ u tkivima
pusaca Koji se moze povezati s poviSenjem proteina akutne faze imunog odgovora (Northrop-
Clewes i Thurnham, 2007). Pusenje cigareta posebno je opasno u Zena tijekom reprodukcijske
dobi. Ta stetna navika mozZe uzrokovati smanjenu plodnost, nepravilan razvoj posteljice,
opasnost za spontani pobacaj ili prijevremeni porodaj te zastoj rasta i razvoja ploda in utero,
smanjenje porodajne mase i poveéanu perinatalnu smrtnosti ili obolijevanje novorodencadi.

Dosada$nja istrazivanja Stetne ucinke puSenja tijekom trudnoce povezuju s
remeéenjem prijenosa nutrijenata i sinteze hormona u posteljici, $sto moze imati negativne
uéinke na trajanje i ishod trudnoce i normalan razvoj fetusa te nositi rizike za kroni¢ne i
maligne bolesti potomka tijekom djetinjstva i poslije u zivotu (Ng i sur., 2013; Dechanet i
sur., 2011; WHO, 2010c; Knopik, 2009). Kako je ve¢ istaknuto prije, mogucéi Stetni uc¢inci Cd
na rast i razvoj fetusa in utero su neizravni jer Cd ima svojstvo nakupljanja u unutarnjim
organima, jetri i bubregu, a tijekom trudnoce i u posteljici, ¢ime se moze poremetiti prijenos
esencijalnih elemenata (Zn, Cu i Fe) do fetusa i sinteza posteljicnih hormona, progesterona i
leptina (Piasek i sur., 2011; Henson i sur., 2010; Stasenko i sur., 2010). Istrazivanja na
pokusnim Zivotinjama pokazala su da je tijekom rane trudnoce, kada jo§ nije razvijena
posteljica, prijenos Cd od majke do embrija laksi i tada mogu nastati tzv. teratogeni uéinci i
teze malformacije ploda (Clarkson i sur., 1985; Dencker i sur., 1983).

IzloZenost majke toksicnim supstancijama iz okoliSa, ukljucujuéi toksi¢ne metale,
moze imati razne Stetne posljedice na rast i razvoj fetusa in utero i mogu nastati trajni
neuroloski poremecaji i povecani rizik za razvoj kroni¢nih bolesti u odrasloj dobi. Posebno je
opasna izlozenost visokim razinama toksi¢nih metala koji mogu prolaziti kroz posteljicu (Hg,
Pb) i tako mogu imati Stetne ucinke na plod prije i nakon rodenja (Piasek i sur., 2011;
Schoeters i sur., 2011; Wigle i sur., 2008; Grandjean i Landrigan, 2006). Stetni udinci
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izlozenosti Pb u Zena reprodukcijske dobi mogu biti poremecaji menstrualnog ciklusa,
povecéana stopa spontanih pobacaja ili prijevremenog poroda te zastoj rasta ploda in utero i/ili
smanjena porodajna masa (Henson i sur., 2010; Apostoli i sur., 2007).

Stetnim udincima Hg fetus mozZe biti izloZen veé in utero, a novorodence tijekom
dojenja buduci da je metil-Hg najces¢i oblik koji se unosi hranom, prolazi kroz posteljicu i
izlucuje se u majéinom mlijeku (Henson i sur., 2010; Bose-O'Reilly i sur., 2010; Dorea i
Donangelo, 2006). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je gotovo tri puta veca
koncentracija Hg u kosi novorodencadi ¢ije su majke konzumirale ribu dva ili viSe puta na
tjedan u odnosu na novorodencad ¢ije su majke rijetko jele ribu (Diez i sur., 2009).
Istrazivanja tijekom niza desetlje¢a pokazala su da perinatalna izlozenost djece metil-Hg
moze uzrokovati mentalnu retardaciju, potesko¢e u govoru i pamcéenju i druge ozbiljne
neuroloSke poremecaje (Grandjean i Landrigan, 2006; WHO, 1990). U odnosu na odrasle
ljude, mozak fetusa i male djece osjetljiviji je na Stetne ucinke metil-Hg, narocito tijekom
zadnjeg tromjesecja trudnoce i nakon rodenja do tre¢e godine zivota jer je to razdoblje razvoja
1 sazrijevanja srediSnjeg ziv€anog sustava (Rice i Barone, 2000). Neurotoksi¢ni ucinci Hg
konzumacijom hrane morskoga podrijetla jos uvijek nisu sasvim istrazeni. lako se hrana
morskoga podrijetla preporucuje kao zdravi nacin prehrane i tijekom razdoblja trudnoce, iz
predostroznosti se svim zenama reprodukcijske dobi ne preporucuje konzumirati one vrste

riba za koje je utvrdeno da sadrze najvise koli¢ine Hg (EFSA, 2015, 2014, 2012a).

1.2.2 Esencijalni elementi u Zena reprodukcijske dobi

Pod pojmom esencijalni elementi podrazumijeva se ukupno oko 20 elemenata koji su
nuzni za normalno odvijanje svih fizioloskih funkcija i bioloskih procesa te normalan sastav
tjelesnih struktura. Ti se elementi nazivaju jo§ i nutritivni elementi, sudjeluju u redukcijsko-
oksidacijskim (redoks) reakcijama u organizmu i sastavni su dijelovi enzima i proteina. Prema
koli¢inama koje su potrebne za bioloske uloge u tijelu i zastupljenosti u organizmu,
esencijalne elemente dijelimo na makronutrijente i mikronutrijente. U makronutrijente
ubrajamo Ca, fosfor (P), Mg, kalij (K), Na i klor (Cl, kao klorid), a u mikronutrijente spadaju
Fe, Zn, Cu, Se i drugi. Esencijalni elementi mogu imati Stetne ucinke na zdravlje u
slu¢ajevima njihovog nedostatka (deficijencije) ili ako su u organizmu prisutni u previsokim
koncentracijama zbog povecane izlozenosti iz okolisa ili metaboli¢kih poremecaja (Nordberg
i sur., 2015; Piasek i Mikoli¢, 2009).
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Tijekom posebnih fizioloska stanja u zena povecavaju se potrebe za esencijalnim
elementima (Ca, Fe, Zn, Cu i drugi). Tijekom trudnoée i laktacije povecana je
zelu€anocrijevna apsorpcija i vrlo ¢esto dolazi do deficijencije esencijalnih elemenata pa je
tada potrebna njihova suplementacija. Tada istodobno moze do¢i i do veée apsorpcije
toksi¢nih metala pa je povecana opasnost za pojavu Stetnih ucinaka u organizmu (ATSDR,
2012, 2007; EFSA, 2012b, 2012c; WHO, 2002).

Deficijencija Fe, odnosno razlic¢iti stupnjevi smanjenih razina Fe u organizmu sve do
nastanka tzv. sideropeni¢ne anemije, najces¢i je oblik deficijencije esencijalnog elementa
zastupljena u razvijenim i nerazvijenim zemljama svijeta. Javlja se u svim dobnim skupinama.
Nedostatak Fe u organizmu djeteta najcesce je posljedica neodgovarajuc¢eg unosa Fe hranom
nakon prestanka dojenja. Smanjenje tjelesnih rezervi Fe u organizmu zene reprodukcijske
dobi nastaje zbog periodi¢nog gubitka krvi menstruacijom i krvarenjem tijekom porodaja,
pogotovo nakon viSestrukih trudnoca. Kako bi se sprijecio nedostatak Fe i odrzavale zalihe Fe
potrebne za prijenos u plod, Cesta je suplementacija Fe tijekom trudnoce u kombinaciji s
folnom kiselinom. Stanje Fe u majé¢inom organizmu vrlo je vazan za normalno napredovanje
trudnoce jer nedostatak Fe moze rezultirati preranim porodajem, smanjenom porodajnom
masom te anemijom novorodenceta s posljedi¢nim poremecajima rasta i razvoja organa
djeteta. Istrazivanja su pokazala bolje biometrijske parametre fetalnog rasta u potomaka majki
koje su uzimale Fe kao dodatak prehrani tijekom trudno¢e u odnosu na djecu ¢ije majke nisu
uzimale Fe (Hwang i sur., 2013). Medutim, dosadasnja istrazivanja pokazala su takoder da
postoji negativna povezanost visokih koncentracija hemoglobina (Hb) i ishoda trudnoce
(Scanlon i sur., 2000; Stephansson i sur., 2000; Zhou i sur., 1998). Poznato je da prekomjerna
koncentracija Fe u organizmu mogu dovesti do oksidacijskih ostecenja (Puntarulo, 2005) pa
se stoga suplementacija Fe tijekom trudnoce treba nadzirati i prilagoditi stanju Fe buduce
majke (Hwang i sur., 2013).

Nedostatak Zn u zZena moze dovesti do poremecaja sinteze 1 lucenja
folikulstimuliraju¢eg hormona (FSH) i luteiniziraju¢eg hormona (LH), nenormalnog razvoja
jajnika, poremecaja menstrualnih ciklusa, preeklampsije, pobacaja i zastoja fetalnog rasta i
razvoja (Chaffee i King, 2012; Wellinghausen, 2001). Istrazivanja o utjecaju suplementacije
Zn u trudnica s deficijencijom Zn dala su proturjeéne rezultate. U nekim istrazivanjima
pokazano je da suplementacija Zn poboljSava fetalni neuroloSki razvoj te smanjuje rizik
prijevremenog porodaja i Smanjene porodajne mase, a u drugima nisu potvrdeni takvi ucinci
(Wellinghausen, 2001). Stoga se i suplementacija preparatima Zn treba prilagoditi stanju Zn

buduce majke. Velike doze Zn mogu dovesti do smanjenih razina Cu i slabljenja imunoloskih
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funkcija sa smanjenom proliferacijom limfocita i fagocitozom (Chandra, 1984). Pokazano je
da monociti i T-stanice drugadije reagiraju na velike koncentracije Zn; monociti mogu
podnijeti velike koncentracije Zn dok T-stanice bolje odrzavaju svoje funkcije pri nizim
koncentracijama Zn (Wellinghausen, 2001).

Tijekom trudnoée raste potreba za unosom Cu koji je takoder esencijalan element
vazan za normalan razvoj ploda. Istrazivanja su pokazala da je koncentracija Cu i
ceruloplazmina u serumu dvostruko veca tijekom trudnoce $to pokazuje da imaju vaznu ulogu
u trudno¢i (Vukeli¢ 1 sur., 2012; Gambling i sur., 2003). Poremec¢aj metabolizma Cu u
organizmu sa snizenim vrijednostima Cu i ceruloplazmina u krvi postoji u osoba s vrlo
rijetkom genskom Menkesovom bolesc¢u i nastaje zbog mutacije na genu ATP7A koji kodira
proteinski prijenosnik Cu u stanicama crijeva, jetra i drugih organa. Eksperimentalna
istrazivanja pokazala su da nedostatak Cu tijekom trudno¢e moze izazvati sr¢anozilne bolesti,
abnormalnosti mozga i usporavanje fetalnog rasta (Gambling i sur., 2003; Keen i sur., 1998).
Deficijencija Cu u majke moze dovesti do abnormalnosti embrija i fetusa, ali mehanizmi tih
u¢inaka U plodu jos nisu poznati (Uriu-Adams i sur., 2010; Keen i sur., 1998). U uvjetima
povisenih razina Cu u organizmu nastaju stetni prooksidacijski i toksi¢ni ucinci, kao §to je u
rijetkoj genskoj Wilsonovoj bolesti i u slucajevima poremecenog odstranjivanja Cu iz
organizma (Bremner, 1998).

Nedostatak Se u organizmu povezan je s bolestima srca i krvnih Zzila, zlo¢udnim
bolestima i drugim poremecajima koji su posljedica povec¢anog stvaranja slobodnih radikala.
Tijekom trudnoce koncentracije Se u serumu su smanjene u odnosu na stanje izvan trudnoce
jer su tijekom trudnoce i dojenja poveéane potrebe Se i njegov prijenos kroz posteljicu do
fetusa, odnosno maj¢inim mlijekom u novorodence. Istrazivanja u ljudi i Zivotinja pokazala su
da nedostatak Se moze izazvati poremecaje zenske reprodukcijske funkcije kao §to su
smanjena plodnost, povecana stopa pobacaja i preeklampsija, a u krava dolazi do opasnog
zadrzavanja posteljice (kotiledona) tijekom telenja. U novorodencadi je mogué smanjeni

misi¢ni tonus (Mirone i sur., 2013; Mehdi i sur., 2013; Rayman i sur., 2011).
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1.2.3 Glavni toksi¢ni metali i njihova medudjelovanja s esencijalnim elementima

1.2.3.1 Kadmij i esencijalni elementi

Kadmij je toksi¢an metal koji ima svojstvo nakupljanja i dugo vrijeme poluzivota u
organizmu. Glavni izvori izlozenosti Cd u opéem stanovnistvu jesu hrana (prvenstveno
Zitarice, lisnato povréa, orasasti plodovi, meso i jestive iznutrice), voda za pice i onecis¢eni
zrak, a u aktivnih pusaca to je pusenje cigareta (tablice 1 i 2). Najopasniji izvor izloZenosti Cd
je puSenje. Svaka cigareta sadrzi 1-2 pug Cd. Ovisno o broju popuSenih cigareta na dan,
svakodnevni unos Cd mozZe biti dvostruko i viSe puta veéi u pusaca u odnosu na nepusace, a
koncentracija Cd u krvi pusaca je 4 do 5 puta veéa nego u nepusaca. Zbog svojstva
nakupljanja u organizmu, najvise u bubregu i jetri, S godinama zivota raste ukupna
opterecenost organizma Cd, vise u Zena nego u muskaraca jer su one tijekom reprodukcijske
dobi sklone deficijenciji esencijalnih elemenata (Ca, Fe, Zn) ¢ime im je veci i unos Cd
(Nordberg i sur., 2015; ATSDR, 2012; EFSA, 2012b, 2009; Piasek i sur., 2011). Nakon unosa
hranom apsorpcija Cd odvija se u enterocitima uglavnom u pocetnom dijelu tankog crijeva
(dvanaesniku i jejunumu), no jos uvijek nisu sasvim objasnjeni mehanizmi njegovog prijenosa
pri tome (Thévenod, 2010). Do sada je u literaturi opisano da se apsorpcija Cd u enterocitima
dogada u dva koraka: prvi korak je vezanje na luminalni dio membrane i odvija se brzo, a
drugi je polaganiji prijenos kroz stanicnu membranu u enterocit (Diamond, 2000). Na
membrani enterocita Cd stvara kompleks sa sulfhidrilnim skupinama proteina i dijelom
prolazi kroz sluznicu pomocu prijenosnika za aminokiseline, mehanizmima Kkoji jo$ uvijek
nisu poznati. Glavnina apsorpcije Cd u crijevima odvija se sliénim mehanizmom kao i
apsorpcija nekolicine drugih dvovalentnih metala (Fe, Cu, Zn, mangana (Mn)) koja je
posredovana prijenosnikom dvovalentnih metala 1 (DMT1) smjestenim u luminalnoj
membrani enterocita pa dolazi do natjecanja Cd s drugim ionima metala za ista vezna mjesta u
DMT1. Nakon ulaska u stanicu, protein 1 prijenosnik metala (MTP1) i feroportin 1 (FP1) na
bazolateralnoj membrani enterocita sudjeluju u prijenosu Cd, Fe i drugih dvovalentnih metala
kroz membranu u krvotok. Ekspresija ovih prijenosnika u crijevima ovisna je o stanju Fe i
povecava se sa smanjenjem Fe u organizmu sto moze dovesti do pojacane crijevne apsorpcije
Cd (Thévenod, 2010; Bridges i Zalups, 2005; Park i sur., 2002).

S obzirom da se Cd nakuplja u posteljici, moze ometati prijenos esencijalnih
elemenata od majke do fetusa in utero ukljucujuci Fe, §to moze rezultirati deficijencijom Fe u
potomka nakon rodenja i imati Stetne posljedice tijekom ranog postnatalnog rasta i razvoja

(Piasek 1 sur., 2004). Prijenos Fe kroz posteljicu zapocCinje na majéinoj Strani, gdje se
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kompleks Fe3* s transferinom iz krvotoka veze na transferinski receptor i potom ulazi u
stanice posteljice procesom endocitoze. Zbog niske pH vrijednosti u endosomu dolazi do
otpustanja Fe3* s transferina i njegove redukcije u Fe?* koje potom izlazi iz endosoma
posredstvom DMT1 u endosomskoj membrani. Na fetalnoj strani Fe?* prolazi kroz
sinciciotrofoblast pomocu feroportina, oksidira se u Fe** pomoéu lokalnih feroksidaza te se
veze na fetalni transferin (Carter, 2012; McArdle i sur., 2008).

Vece nakupljanje Cd u organima, prvenstveno u jetri, bubrezima i posteljici, moze biti
i zbog deficijencije Zn i Cu (EFSA, 2009). Zbog kemijske sli¢nosti Cd moze zamijeniti Zn ili
Cu u antioksidacijskim enzimima i uzrokovati oksidacijski stres u stanici (Bhattacharyya i
sur., 2000). Kao $to je ve¢ naprijed opisano, oba metala poti¢u sintezu MT-a, no Cd ima veéi
afinitet vezanja za MT u odnosu na Zn; stabilnost kompleksa Cd-MT je 100 - 1000 puta veca
od stabilnosti Zn-MT kompleksa i pri tome Cd zauzima slobodna vezna mjesta na MT-u i
sprjecava vezanje i prijenos Zn (Saboli¢ i sur., 2010; Waalkes i Pérez-Ol1¢, 2000). Do danas
jo$ u potpunosti nije razjasnjen mehanizam medudjelovanja Zn i Cd u posteljici. Do sada je
pokazano da izlozenosti Cd utjeCe na povecanu sintezu MT-a i dolazi do zadrzavanja Cd, a
moze doci i do zadrzavanja Zn u posteljici pri ¢emu je smanjen njegov prijenos do fetusa
(Ronco i sur., 2006). U istrazivanjima na ljudskim posteljicama opisano je povecanje Zn u
posteljici pusacica, ali do sada nije sasvim objas$njena medusobna povezanost Cd, Zn i MT-a
u posteljici (Stasenko i sur., 2010; Kippler i sur., 2010 Torreblanca i sur., 1992).

Dosadasnja istrazivanja na pokusnim zivotinjama pokazala su da suplementacija Se u
uvjetima izlozenosti Cd utjece na preraspodjelu Cd u organizmu. Selen je esencijalni element
koji zbog velikog afiniteta vezanja za Hg, Cd i As ima mogué¢u ulogu u detoksikaciji tih
toksi¢nih elemenata. Mehanizme medudjelovanja Cd i Se jos uvijek se istrazuje | do sada se
pretpostavlja da se to odvija u dva koraka: prvi je stvaranje kompleksa Cd-Se, a drugi je
metabolizam tako stvorenog kompleksa koji se razlikuje od metabolizma svakog

pojedina¢nog metala (opisano u: Lazarus, 2010).

1.2.3.2 Olovo i esencijalni elementi

Olovo je svuda prisutan metal u okolisu kamo dospijeva prirodnih izvora i ljudskim
aktivnostima (tablice 1 1 2) i tamo se nalazi u anorganskom obliku. Najvazniji izvori Pb u
proslosti bile su boje, motorni benzini i vodovodne cijevi, $to je joS uvijek prisutno u
nerazvijenim drZzavama i siromasnim cCetvrtima velikih gradova. U razvijenim zemljama

zabranom upotrebe olovnih boja i olovnih benzina znatno su smanjena otpustanja Pb u okolis.
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U danasnje vrijeme Pb najcesc¢e mogu biti izlozene osobe losijeg socioekonomskog statusa i
profesionalno izlozeni radnici u talionicama, pri izradi akumulatora i sli¢no. Takoder su
moguca i iznenadna akutna otrovanja konzumiranjem hrane drzane u posudama koje nisu
kontrolirane prema propisima ili u dodacima prehrani koji nisu prosli propisane mjere nadzora
najvisih dopustenih koncentracija Pb (EFSA, 2012c; ATSDR, 2007; Silbergeld i Weaver,
2007).

Vrijeme eliminacije Pb iz krvi je oko mjesec dana i zato koncentracija Pb u Kkrvi
odrazava nedavnu izloZenost Pb (Barbosa i sur., 2005). Olovo se u tijelu nakuplja u kostima i
zubima, a njegovo biolosko vrijeme poluzivota iznosi 0ko 25 do 30 godina, pa koli¢ine Pb u
tvrdim tkivima odrazavaju dugotrajnu izlozenosti Pb (EFSA, 2012c; ATSDR, 2007).
Povecane razine izloZenosti mogu imati Stetne ucinke na sve organe i organske sustave u
tijelu od kojih su najbolje istrazeni u¢inci na krvotvorni i Ziv€ani sustav. Neurotoksi¢ni u¢inci
u djece posebno su opasni jer ostavljaju trajne Stetne posljedice (Grandjean i Landrigan,
2006).

U uvjetima izloZenosti Pb, pored uc¢inaka na krvotvorni sustav i medudjelovanja s Fe,
moze do¢i do medudjelovanja i s drugim esencijalnim mikroelemenatima, Zn, Cu i Se, koji se
nalaze u aktivhom centru antioksidacijskih enzima kao Sto su superoksid dismutaza (SOD),
katalaza i glutation peroksidaza (GPx). Pri tome Pb zamjenjuje esencijalne elemente u
enzimima i dovodi do smanjenja njihove aktivnosti i vece osjetljivosti stanice na oksidacijski
stres (Flora i sur., 2008). Poznato je da Pb medudjeluje s Ca koji je esencijalni makronutrijent
za izgradnju i mineralizaciju kostiju. Tijekom trudnoce i laktacije moze do¢i do otpustanja
nakupljenog Pb iz kostiju, ukoliko je majka u proslosti bila izloZena Pb, koji potom njezinim
krvotokom dolazi do posteljice i prolazi do fetusa ili se izlu¢uje mlijekom i unosi u dojence
ukoliko majka doji. Takoder se Pb moze otpustati iz kostiju tijekom osteoporoze u
postmenopauzi zbog povecane razgradnja kostanog tkiva (Gulson i sur., 2016; Dorea i
Donangelo, 2006). U istrazivanju provedenom u trudnica nadene su nize koncentracije Pb u
krvi zena koje su uzimale Ca kao mineralno-vitaminski dodatak prehrani u odnosu na one ¢iji
je unos Ca bio smanjen (16 mg/L vs. 25 mg/L). To navodi na zakljucak da je tijekom trudnoce
niski unos Ca povezan s vecom mobilizacijom Ca iz kostiju, radi odrzavanja homeostaze i
prijenosa Ca u plod koji se razvija, pri ¢emu istodobno dolazi i do mobilizacije Pb (Gulson i
sur., 2016).
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1.2.3.3 Ziva i esencijalni elementi

U prirodi je Hg prisutna u tri kemijska oblika: elementarna (HgP), anorganska u obliku
iona (Hg?") i organska (metil-Hg i etil-Hg). U okoli§ dospijeva prirodnim vulkanskim
erupcijama, erozijom tla, isparavanjem iz povrsinskih voda, mora i oceana te ljudskom
aktivno$¢u (vadenjem Hg iz Zivinih ruda, izgaranjem fosilnih goriva, otpustanjem iz tvornica
baterija i drugo) (Bjerklund i sur., 2017; EFSA, 2012a; Pirrone i sur., 2010). U proslosti se Hg
upotrebljavala u medicinske svrhe kao dezinficijens, antiseptik, a do pocetka 20. stoljeca i kao
lijek protiv sifilisa unato¢ niza nuspojava zbog teskih otrovanja sve do smrtnih ishoda. U
novije vrijeme Hg se rabi u stomatologiji za izradu amalgamskih ispuna, za izradu mjernih
instrumenata (toplomjeri i tlakomjeri) te u industriji fluorescentnih zZarulja, §to se postupno
odbacuje i zabranjuje zbog dokazanih stetnih u¢inaka Hg na zdravlje (ATSDR, 2009).

Najcesci izvori izloZenosti opce populacije elementarnoj Hg su razbijeni toplomjeri te
amalgamske ispune, pri ¢emu Hg u organizam dospijeva nakon udisanja apsorpcijom u
plu¢ima, nakuplja se u eritrocitima i prenosi krvlju do svih tkiva. Iz organizma se izlucuje
mokracom i stolicom, a biolosko vrijeme poluzivota Hg je oko 60 dana. Zelu¢anocrijevna
organizam dospijeva konzumacijom hrane morskoga podrijetla, najvise ribom, pri ¢emu je
apsorpcija gotovo 100 %. Brzo se raspodjeli u organizmu, a izlucuje se i u kosi u kojoj je
koncentracija oko 250 puta veca nego u krvi (Clarkson, 2002). Najvazniji toksi¢ni ucinci
metil-Hg su nefrotoksi¢nost i neurotoksi¢nost. Potonji su posebno opasni tijekom razvoja
mozga u djeteta $to moze ostaviti trajne Stetne posljedice na ziv€ani sustav i ponaSanje (Ha i
sur., 2017; Karagas i sur., 2012; Grandjean i Landrigan, 2006; WHO, 1990).

Mehanizmi medudjelovanja Hg 1 Se jo§ uvijek nisu dovoljno istrazeni. U
istrazivanjima na pokusnim zivotinjama pokazane su smanjene koncentracije Hg u tkivima,
plazmi i mokracéi u uvjetima peroralne suplementacije Se. Pretpostavlja se da Se i Hg u plazmi
stvaraju kompleks koji se veZe na selenoprotein P te se Hg uz prisutnost Se manje nakuplja u

bubrezima (Rayman i sur., 2011; Orct i sur., 2009).
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1.3 Procjena izloZenosti metalima u Zena reprodukcijske dobi

Procjena izlozenosti ksenobioticima, ukljucujué¢i metale i polumetale, sastoji se od
procjene podataka dobivenih anketnim upitnikom, odredivanja koncentracija ksenobiotika u
okolisu i njihovog mjerenja u tjelesnim tekué¢inama i tkivima. Bioloski monitoring ljudi
(HBM) omogucuje procjenu izlozenosti ksenobioticima kao i procjenu njihovih u¢inaka na
ljudsko zdravlje uporabom bioloskih biljega izloZenosti, bioloskih biljega uéinka i biljega
specificne osobne osjetljivosti (WHO, 2001). Bioloski biljezi izloZenosti jesu koncentracije
ksenobiotika, njegovog metabolita ili reakcijskog produkta u tjelesnim tekuc¢inama odnosno
tkivima, dok su bioloski biljezi u¢inka mjerljive bioloske reakcije u organizmu. Metode
bioloskog monitoringa ljudi primijenjene su prvi puta tijekom odredivanja koncentracija Pb i
metabolita benzena u uzorcima krvi profesionalno izlozenih radnika (Angerer i sur., 2007).

U mjerama koje su planirane za zastitu okoli$a i ljudskog zdravlja preporu¢enih do
2004. godine, Europska komisija istaknula je potrebu provodenja bioloskog monitoringa ljudi,
a Institut za zdravlje 1 okoli§ (HESI) osnovao je Tehnicki odbor za biomonitoring s ciljem
odredivanja tako dobivenih podataka u znanstvene svrhe. Definirani su kriteriji zdruzivanja
podataka iz bioloskog monitoringa ljudi tijekom procesa procjene rizika (Angerer i sur., 2006;
EESC, 2004). Nakon toga uslijedili su veliki europski projekti u kojima su upotrijebljene
metode bioloskog monitoringa ljudi (ESBIO, COPHES, INTARESE, HEIMTSA i drugi).

Periferna venska krv rutinski je i naj¢e$¢e upotrebljavani bioloski uzorak u procjeni
1zloZenosti toksi¢nim metalima i njihovim §tetnim ucincima na zdravlje, koji ima nepobitnu
vrijednost buduéi da je krv u stalnom dodiru i ravnotezi sa svim tjelesnim tekuc¢inama i
organima. Dugotrajna izloZenost toksi¢énim metalima kao $to su Cd, Pb i Hg dovodi do
njihovog nakupljanja u ciljnim organima (jetra, bubreg, kosti i zubi) iz kojih se tijekom
trudnoce otpustaju u krvotok, pa se njihove koncentracije u krvi mogu povecati. lako je krv
medij koji u pravilu odrazava nedavnu izlozenost toksi¢nim metalima, zbog mobilizacije
elemenata u krvotok buduée majke, krv tijekom trudnoée odrazava i prethodnu dugotrajnu
izlozenost zene (Piasek i sur., 2016). Za potrebe bioloskog monitoringa tijekom trudnoce bila
bi potrebna viSekratna uzorkovanja krvi. Medutim, uzorak periferne krvi je invazivno
skupljeni uzorak podlozan etickim ogranicenjima, 0sobito ako se radi o osjetljivim skupinama
stanovniStva kao $to su mala djeca i trudnice pa se u novije vrijeme, kada god je to moguce, u
skupljeni uzorci etic¢ki prikladniji, isplativiji i toksikoloski relevantna alternativa uobicajeno

invazivno skupljenim uzorcima venske krvi (Smolders i sur., 2009a, b; Esteban i Castafio,
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2009). Primjena neinvazivno skupljenih uzoraka u svrhu bioloskog monitoringa ljudi
omogucuje procjenu izloZenosti u najranijim zivotnim razdobljima analizom uzoraka
dostupnih za vrijeme dojenja i trudnoce, a to su krv pupkovine, posteljica, maj¢ino mlijeko,
mekonij te uzorci mokrace i kose majke i novorodenceta. Podaci dobiveni analizom metala u
uzorcima posteljice, krvi pupkovine i majc¢inom mlijeku, zajedno s podacima u krvi majke,
mogu nam dati vrijedne informacije o prijenosu metala izmedu majke i fetusa, odnosno majke
i djeteta tijekom dojenja (Piasek i sur., 2016, 2014, 2011; Cernichiari i sur., 2007; Butler
Walker i sur., 2006; Miller i sur., 1988). Potrebna su daljnja istrazivanja za standardizaciju
metoda uzorkovanja i upotrebe neinvazivnih uzoraka u procjeni izlozenosti i u¢inaka Stetnih

tvari kao $to su toksi¢ni metali i Stanje esencijalnih elemenata u ljudi.

1.3.1 Uloga posteljice i njezina vaZnost u procjeni stanja elemenata tijekom trudnoce

Posteljica je jedinstveni organ koji povezuje buducu majku i plod u maternalno-
placentalno-fetalnu funkcijsku jedinicu. Preko posteljice fetus se opskrbljuje kisikom i
esencijalnim nutrijentima, odvode se uglji¢ni dioksid i metaboliti iz fetusa i u njoj se
sintetizira nekoliko hormona, s§to je sve nuzno za odrzavanje trudnoce i preZivljavanje fetusa
in utero. Posteljica se sastoji od fetalnog dijela, tzv. koriona, koji se razvija iz iste blastociste
(nastale dijeljenjem stanica oplodene jajne stanice, tzv. zigote, dok je putovala jajovodom do
maternice) koja oblikuje i plod te od maj¢inog dijela, tzv. decidue (decidua basalis), koji se
razvija iz epitelnog tkiva maternice. Razvoj posteljice pocinje nakon S§to se blastocista
ugnijezdila u sluznicu (endometrij) maternice pripremljenu za njezin prihvat na pocetku
trudno¢e (decidua). Vanjski sloj blastociste stvara trofoblast, koji ima dva dijela,
citotrofoblast i sinciciotrofoblast. Tijekom razvoja posteljice dolazi do stvaranja vanjske
embrionalne ovojnice (tzv. korionske ovojnice) iz trofoblasta i ona ¢ini fetalnu stranu
posteljice. Posteljica je u potpunosti razvijena krajem prvog tromjesecja trudnoé¢e odnosno do
12. ili 13. tjedna trudnoce (Carlson, 2004; Gude i sur., 2004; Miller i sur., 1988).

Dosadasnja istrazivanja u ljudi 1 pokusnih zivotinja pokazala su da Cd moze imati
toksicne u€inke na muske 1 zenske reprodukcijske funkcije, a pri niskim dozama mozZe imati
metaloestrogena svojstva i ponasati se kao reprodukcijski endokrini disruptor (opisano u:
Henson i sur., 2010; Apostoli i sur., 2007; Chedrese i sur., 2006). Prema definiciji, kemijske
tvari koje pri niskim razinama izlozenosti imaju svojstvo endokrine disrupcije jesu one koje
mogu inhibirati, imitirati ili stimulirati djelovanja endogeno stvorenih hormona (McLachlan,
2001).
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Na slici 8. shematski je prikazan prijenos esencijalnih elemenata iz krvi buduc¢e majke
kroz posteljicu do fetusa i nacini prijenosa glavnih toksi¢nih metala kroz posteljicu. Oznaceno
je i da su moguci uéinci toksi¢nih metala na sintezu hormona u posteljici, u prvome redu Cd
na steroidne hormone, koji su posljednjih nekoliko desetljec¢a predmet istrazivanja u ljudi i na
pokusnim modelima in vivo i in vitro, ukljucujuéi i istrazivanja u laboratoriju u kojem je

izraden ovaj rad.
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Slika 8. Shematski prikaz prijenosa esencijalnih elemenata i omjera glavnih toksi¢nih metala
kroz posteljicu uz oznake mogucih u¢inaka Cd u posteljici na sintezu posteljicnih hormona
(slika iz arhive Jedinice za analiti¢ku toksikologiju i mineralni metabolizam, IMI, Zagreb).

Kroz posteljicu se prenose prehrambene tvari od majke do fetusa koje su nuzne za rast
i razvoj buduceg djeteta ukljucujuéi esencijalne makro- i mikroelemente, kao $to su Ca, Zn,
Fe, Cu, Se i drugi. Mehanizmi prijenosa esencijalnih elemenata kroz posteljicu nisu do kraja
rasvijetljeni 1 predmet su brojnih istrazivanja (Best i sur., 2016; McArdle 1 sur., 2008;
Gambling i sur., 2003). Pored esencijalnih elemenata, kroz posteljicu se prenose i toksi¢ni
elementi u razli¢itim omjerima, a njihovi mehanizmi prijenosa do sada su slabo istrazeni
(Gundacker i Hengstschliger, 2012). Pretpostavlja se da Pb i Hg® prolaze kroz posteljicu
difuzijom, a da u prijenosu metil-Hg sudjeluju aminokiselinski nosaci. Za razliku od njih,
metalni ioni Hg?" i Cd?* ostaju u najveéem dijelu zarobljeni unutar posteljice i samo se mali

dio svakoga od njih prenese do fetusa odnosno moze izmjeriti u krvi pupkovine (Piasek i sur.,
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2014; Clarkson i sur., 2007; Kajiwara i sur., 1996; Goyer, 1995). Budu¢i da Pb i metil-Hg u
najvecoj mjeri prolaze kroz posteljicu, oni mogu Stetno djelovati na fetus ve¢ in utero, a Cd
koji se nakuplja u posteljici moze utjecati na razvoj fetusa neizravno, remeteci prijenos
esencijalnih elemenata i sintezu hormona (Taylor i sur., 2013, Esteban-Vasallo i sur., 2012,
Piasek i sur., 2011; Ronco i sur., 2005a; Falcon i sur., 2003; Iyengar i Rapp, 2001b, c; Osman
I sur., 2000).

Zbog svoje jedinstvene uloge tijekom trudnoce, posteljica je vrijedan neinvazivni
uzorak tijekom bioloskog monitoringa elemenata u osjetljivoj skupini Zena reprodukcijske
dobi u razdoblju nakon porodaja. Posteljice je lako prikupiti kao bioloske uzorke, a zbog
veli¢ine organa moguée je uzimanje mnogobrojnih uzoraka za razne analize. U nekoliko
preglednih radova opisana su istrazivanja i dokazane vrijednosti posteljice kao dvojnog
indikatora izloZenosti majke i fetusa in utero raznim supstancijama u koje spadaju i toksi¢ni
elementi, a takoder i za procjenu stanja esencijalnih elemenata u parovima majka—
novorodence (Gundacker i Hengstschlager, 2012; Piasek i sur., 2011; Esteban-Vasallo i sur.,
2010; Iyengar i Rapp, 2001a; 2001b; 2001c). Literaturni pregled vrijednosti toksi¢nih i
esencijalnih elemenata u bioloskim uzorcima (krvi majke, posteljici i krvi pupkovine)
prikazan je u tablicama 3. do 6. u prilogu 1. Iako se prenose kroz posteljicu, u posteljicnom
tkivu moguce je izmjeriti koncentracije esencijalnih elemenata, a koncentracije toksi¢nih
elemenata u posteljici ovise o tome u kolikoj se mjeri oni prenose, odnosno zadrzavaju u njoj.
U istrazivanjima drugih autora i u naSim prijanjim istrazivanjima pokazano je da
sukoncentracije Cd u posteljici oko 10 - 20 puta vece od koncentracije u krvi majke te oko
100 puta vec¢a od koncentracije Cd u krvi pupkovine jer se Cd nakuplja u posteljici i ona je
djelomi¢na prepreka za prijenos Cd do fetusa (Piasek i sur., 2014; Esteban-Vasallo i sur.,
2010; Goyer, 1995).
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Cilj 1 hipoteza

2. CILJ I HIPOTEZA ISTRAZIVANJA
2.1 Ciljevi istraZivanja
Ciljevi rada bili su procijeniti:

- izloZenost buduée majke i potomka toksi¢cnim metalima s obzirom na pusenje i
prehranu (hranu morskoga podrijetla) te s obzirom na prebivaliSte u kontinentalnom i
priobalnom podrucju; u tu svrhu odredivana je koncentracija Cd, Pb, Hg u krvi majke i
pupkovine te u posteljici;

- utjecaj genskoga polimorfizma MT2A rs28366003 na koncentraciju MT2 u serumu
majc¢ine krvi te na koncentracije toksi¢nih (Cd, Pb, Hg) i esencijalnih metala (Fe, Zn, Cu, Se)
u krvi/serumu majke i pupkovine te u posteljici, kao i medudjelovanja toksi¢nih i esencijalnih
elemenata;

- ufinke kombiniranih ¢imbenika genskoga polimorfizama, koncentracije MT2 i metala u
maj¢inoj krvi/serumu na prijenos esencijalnih mikroelemenata do fetusa (odredivanjem
Fe, Zn, Cu, i Se u posteljici te usporedbama njihovih vrijednosti u maj¢inoj krvi/serumu i u
krvi iz pupkovine) kao i na koncentraciju progesterona i estradiola u posteljici;

- opasnhosti za potomka zbog zajedni¢kih ucdinaka genskoga polimorfizma MT2A,
izloZzenosti majke toksicnim metalima 1, posljediéno, mogucega remecenja prijenosa
esencijalnih elemenata 1 stvaranja steroidnih hormona za odrzanje trudnoce utvrdivanjem
op¢ega zdravstvenoga stanja novorodenceta te odredivanjem toksicnih i esencijalnih

elemenata u krvi pupkovine.

O tome u Hrvatskoj nema podataka.

2.2 Hipoteza istraZivanja

Polimorfizam gena za MT2A protein Kkoji je odgovoran za vezanje i prijenos metala,
moze utjecati na koncentraciju metala u tijelu budu¢e majke zbog navike pusenja (Cd, Pb),
konzumiranja morske hrane (metil-Hg) i izloZzenosti iz okolisa, $§to moze pridonijeti Stetnim
ucincima metala na majku 1 njezina potomka prije 1 nakon rodenja, uklju¢ujuéi mogu¢i rizik

od kroni¢ne bolesti u odrasloj dobi.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1 Ispitanice

Tijekom prethodnih faza istrazivanja na projektu (,,IzloZenost metalima i njihovi
udinci u graviditetu i postnatalnom razdoblju® MZOS, br. 00222148-2135, voditelj projekta
M. Piasek), unutar kojeg je izraden ovaj doktorski rad, prikupljeni su podaci i bioloski uzorci
ispitanica—rodilja odnosno parova majka—novorodence (n = 292). Kriteriji za nasumicni
odabir ispitanica u istrazivanju bili su: zdrave rodilje koje nisu bolovale od kroni¢ne bolesti ili
imale ozbiljne poremecaje tijekom trudnoce ili porodaja, jednoplodna trudnoca i porodaj
rodnickim putem u roku (u 37. do 42. tjednu trudnoce) u rodilistu suradne bolnice. Ispitanice
su bile iz grada Zagreba i Zagrebacke zupanije koje su rodile u Klini¢koj bolnici Merkur, 1 iz
grada Zadra 1 Zadarske Zupanije koje su rodile u Opc¢oj bolnici Zadar tijekom dvaju razdoblja:
krajem 2007. i tijekom 2008. (rodilje iz Zagreba — ispitanice iz kontinentalne Hrvatske) i

tijekom 2010. (rodilje iz Zadra — ispitanice iz priobalne Hrvatske).

3.1.1 Prikupljanje podataka o ispitanicama

Od ispitanica su prikupljeni podaci anketnim upitnikom na obrascima koji su za takve
potrebe izradeni i rabljeni u prethodnim istrazivanjima projektne skupine (Piasek i sur., 2011,
2001). Anketiranja ispitanica obavilo je stru¢no medicinsko osoblje pod nadzorom lije¢nika
(specijaliste ginekologije i porodiljstva) koji je ujedno bio istraziva¢ na projektu ili vanjski
suradnik. Prikupljeni su ovi podaci: dob; pokazatelji socioekonomskog statusa (obrazovanje,
zaposlenje i radno mjesto); mogucéi izvori izloZenosti metalima (iz okolisa, na radnom
mjestu); navike pusenja (samoodredenjem, aktivno/pasivno pusenje, prije i tijekom trudnoce);
prehrambene navike (vrsta prehrane, ucestalost konzumacije hrane morskoga podrijetla, unos
alkoholnih pic¢a, mineralno-vitaminski pripravci); broj amalgamskih zubnih ispuna; podaci o

novorodencetu (spol, porodajna masa i duljina, ocjena vitalnosti APGAR).

3.1.2 Postivanje etickih nacela tijekom istraZivanja u ljudi

Prije pocetka ovoga istrazivanja dobivene su potrebne suglasnosti eti¢kih
povjerenstava Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu, Klinicke
bolnice Merkur, Opce bolnice Zadar i Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu. Svaka moguca ispitanica bila je upoznata sa svrhom i ciljevima istrazivanja usmeno

1 u pisanom obliku na obrascu za davanje pristanka obavijeStenoga ispitanika za sudjelovanje
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u istrazivanjima na kojemu je vlastitim potpisom potvrdila svoj pristanak i odobrila uzimanje
planiranih bioloskih uzoraka (za analize elemenata, Steroidnih hormona, MT2 i genskog
polimorfizam MT2A rs28366003) i uporabu osobnih podataka i rezultata analiza isklju¢ivo u

znanstvene svrhe uz zajam¢enu anonimnost kodiranjem svih podataka i uzoraka.

3.2 Plan istrazivanja

Za istrazivanja U ovom radu definirane su sljedece ispitivane skupine:

1) Skupine pusacica i nepusacice u procjeni izlozenosti Cd i Pb i njihovih ucinaka.
Svaka ispitanica sama se odredila prema navikama pusSenja kao nepusacica, pusacica ili
bivsa pusacica, a u potonjem slucaju navela kada je prestala pusiti cigarete s obzirom na
trudnocu iz koje su uzeti podaci i uzorci. Sadasnje i bivSe pusacice navele su koliko

cigareta na dan su pusile prije odnosno tijekom trudnoc¢e. Odredene su 2 skupine: U

pusacdice svrstane su osobe koje su pusile tijekom bilo kojeg razdoblja trudnoce i/ ili prije

nje do najdalje 12 mjeseci prije te trudnoce; u nepusacice svrstane su ispitanice koje nisu

nikada pusile ili bivSe pusacice koje su prestale pusiti vise od 12 mjeseci prije te trudnoce.
2) Skupine ispitanica u procjeni izloZzenosti Hg i njezinih ucinaka.

a) Odredene su 4 ispitivane skupine s obzirom na ucestalost unosa hrane morskoga

podrijetla (ukljucujuci ribe): osobe koje ne konzumiraju morsku hranu; konzumiraju
morsku hranu najvise jedan puta na tjedan; konzumiraju morsku hranu vise od jednom
do dva puta na tjedan; konzumiraju morsku hranu vise od dva puta na tjedan.

b) Odredene su 4 ispitivane skupine S obzirom na zastupljenost broja amalgamskih zubnih

ispuna: osobe koje nemaju amalgamskih zubnih ispuna; osobe koje imaju 1-2
amalgamske zubne ispune; osobe koje imaju 3-4 amalgamske zubne ispune; osobe
koje imaju >5 amalgamskih zubnih ispuna.

3) Ispitanice s obzirom na geografsko podrucje prebivanja u Hrvatskoj.
U procjenama utjecaja pusenja cigareta i unosa morske hrane na koncentracije elemenata

usporedivane su 2 skupine ispitanica: iz kontinentalnog i priobalnog podrucja.

4) Ispitivane skupine prema polimorfizmu MT2A.
U procjenama utjecaja genskog polimorfizma MT2A rs28366003 na koncentracije
toksi¢nih metala i esencijalnih elemenata u Krvi/ serumu majki i pupkovine te posteljici

ispitanice su svrstane u 2 skupine prema utvrdenom specificnom genotipu: 0Sobe S

homozigotnim divljim tipom (AA genotip) i osobe s heterozigotnim AG ili rijetkim
homozigotnim GG genotipom (AG/GG genotip).
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3.3 Prikupljanje bioloskih uzoraka nakon porodaja

Medicinsko osoblje u rodilistu uzorkovalo je prema projektnim protokolima bioloske
uzorke predvidene projektom: vensku krv majke te uzorke krvi pupkovine i cijele posteljice
neposredno nakon porodaja. Svi prikupljeni uzorci krvi i posteljica dopremani su u
prijenosnom hladnjaku u Jedinicu za analiticku toksikologiju i mineralni metabolizam
Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu. U tako prikupljenim bioloskim

uzorcima provedene su predvidene analize.

3.3.1 Uzorkovanje krvi/ seruma majke i pupkovine

Uzorci krvi majke i pupkovine prikupljeni su u dvije epruvete posebnog stupnja
¢istoce s obzirom na metale. Za analize toksi¢nih (Cd, Pb 1 Hg) 1 esencijalnih elemenata (Fe,
Zn, Cu i Se) uzorci pune krvi prikupljeni su u epruvete s Ko-EDTA (4 ml) i u epruvete (6 ml)
bez antikoagulansa (BD Vacutainer® Trace Element, Becton Dickinson, SAD) iz kojih se
mogu odvojiti serumi. Krvni serumi odvojeni su u maticnom laboratoriju u skladu s
preporukama za sakupljanje bioloskih uzoraka za analizu elemenata u tragovima (Cornelis i
sur., 1995). Nakon spontanog koaguliranja tijekom 60 minuta na sobnoj temperaturi
centrifugiranjem 20 minuta na 3000 okretaja/min (centrifuga s hladenjem Hettich Rotanta/R,
tip 3501, Hettich-Zentrifugen, Njemacka) i pazljivim dekantiranjem odvojeni su serumi u
Ciste polietilenske epruvete (CryoPure Tube, Sarstedt, Njemacka). Uzorci pune krvi i seruma

pohranjeni su potom u zamrzivacu na temperaturi -20 °C do predvidenih analiza.

3.3.2 Prikupljanje posteljica i uzorkovanje posteljicnog tkiva za analize elemenata i
steroidnih hormona

Cijele posteljice s ostacima pupcCane vrpce i plodovih ovoja stavljene su neposredno
nakon porodaja u oznacene plasti¢ne vrecice sa zatvaratem i nakon dostavljanja u laboratorij
pohranjene su u zamrzivacu na temperaturi -20 °C do uzorkovanja posteljice za analize
elemenata i steroidnih hormona. Prije uzorkovanja svaka posteljica je odmrznuta i tri puta
isprana u fizioloskoj otopini (0,9 % otopini natrijeva klorida pripravljenoj iz kristali¢nog
NaCl, min. 99,5 %, p.a., Kemika, Hrvatska). Posteljica je poloZena hrapavom, maj¢inom
stranom na upijajucu podlogu i upijen je suvisak tekuéine iz cijeloga organa. Odrezani su
ostaci pupcane vrpce i izvanembrionalnih membrana te je zabiljeZena masa svjeze posteljice.
Svaka posteljica zatim je prerezana keramickim nozem duZz organa i uzorkovana na tri mjesta
(slika 9). Jedan uzorak izrezan je iz srediSnjeg dijela posteljice izbjegavajuci mjesto spajanja
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pupkovine (sredisnji uzorak, S) a dva uzorka na mjestima izmedu sredi$njeg i vanjskog dijela
unutar najmanje 3 cm od vanjskog ruba posteljice (periferni uzorci, P1 i P2). Svakom uzorku
(1 - 3 g) potom su odrezani povrsni dijelovi debljine 1 - 2 mm, s fetalne strane ukljucujuci
korionsku ovojnicu i s maternalne strane, tako da je uzorak za analizu u najveéem dijelu
sadrzavao tkivo trofoblasta. Uzorci su potom isprani u demineraliziranoj vodi i analizirani su
elementi u sva tri uzorka, a za analizu steroidnih hormona dva periferna uzorka su zdruzena u
jedan periferni uzorku. Za statisticku obradu su uzete srednje vrijednosti za pojedini element,

odnosno steroidni hormon po svakoj posteljici.

izvanembrionalna membrana

majcina strana (dolje)

fetalna strana (gore)

pupkovina

Slika 9. Mjesta uzorkovanja posteljice iz sredis$njeg (S) i perifernih dijelova organa (P1 i P2)
nakon §to su odstranjeni ostaci izvanembrionalnih membrana i pup€ane vrpce.
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3.4 Metode
3.4.1 Analiza esencijalnih i toksi¢nih metala metodom ICP-MS
3.4.1.1 Popis kemikalija i opreme

Uredaji i oprema
- masena spektrometrija induktivno spregnute plazme (ICP-MS) Agilent 7500cx, Agilent
Technologies, Njemacka
- visokotla¢ni mikrovalni uredaj za razaranje UltraCLAVE IV, Milestone, Italija
- teflonske (PTFE) epruvete s cepovima (za razaranje uzoraka), 12 mL Milestone, Italija
- kvarcni sustav za pro¢is¢avanje HNO3z SubPUR, Milestone, Italija
- GenPure, TKA Wasseraufbereitungssysteme GmbH, Njemacka
- teflonske boc¢ice (FEP) za ¢uvanje konc. HNOs3, Nalgene, SAD
- polietilenske epruvete, 2 mL, CryoPure Tube, Sarstedt, Njemacka

- polipropilenske epruvete, 5 mL, Sarstedt, Njemacka

Standardi elemenata za optimiranje uvjeta rada uredaja 1CP-MS
- otopina litija (Li), ¢ = 1001 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina magnezija (Mg), ¢ = 1001 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina kobalta (Co), ¢ = 1004 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina itrija (Y), ¢ = 1004 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina cerija (Ce), ¢ = 1002 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina talija (T1), o = 1004 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina selena (Se), ¢ = 1026 mg/L, Merck, Njemacka

Standardi pojedinacnih elemenata za pripremu otopine unutarnjeg standarda
- otopina skandija (Sc), ¢ = 100,5 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina germanija (Ge), ¢ = 999 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina rodija (Rh), ¢ = 1005 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina lutecija (Lu), ¢ = 995 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina iridija (Ir), ¢ = 999 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina terbija (Tb), ¢ = 100,7 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
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Standardi pojedinacnih elemenata za pripremu otopina radnih standarda
- otopina zeljeza (Fe), ¢ = 1005 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina cinka (Zn), ¢ = 1003 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina bakra (Cu), ¢ = 1007 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina selena (Se), ¢ = 1026 mg/L, Merck, Njemacka
- otopina kadmija (Cd), ¢ = 1004 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina olova (Pb), ¢ =999 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
- otopina zive (Hg), ¢ = 1000 mg/L, Merck, Njemacka

Referentni materijali
- Whole blood lyophilized Level I, II, III, Recipe ClinChek®, Njemacka
- SeronormTM Trace element Whole Blood Level I, II, Sero AS, Norveska
- Serum Control lyophilised Level I, I, Recipe ClinChek®, Njemacka
- SeronormTM Trace Elements Serum Level I, II, Sero AS, Norveska
- Plasma Control lyophilised Level I, II, Recipe ClinChek®, Njemacka
- CRM-278R Mussel Tissue, IRMM, JRC, Belgija
- BCR-185R Bovine Liver, IRMM, JRC, Belgija
- BCR-186R Trace elements in lyophilised Pig Kidney, IRMM, JRC, Belgija
- SRM1577b Bovine Liver, NIST, SAD

Kemikalije
- procis¢ena konc. HNO3 — dobivena iz HNOs, 65 % (p.a.), Merck, Njemacka
- konc. HCI, 30 % (s.p.), Merck, Njemacka
- NHs, 35 %, BDH Chemicals Ltd., UK
- etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), 97 %, Sigma-Aldrich, Njemacka
- Triton X-100 (polietilenglikol oktil fenol eter), BDH Chemicals Ltd., UK
- Kemex A, Kemika, Hrvatska
- ultracista H20, specifi¢ne vodljivosti: 0,055 pS/cm (pri 25°C; 18.2 MQcm)

Plinovi
- Ar, plazma plin, ¢istoce >99.999 %, UTP d.o0.0., Zagreb, Hrvatska - SOL Group, Italija
- He, kolizijski plin, Cistoce >99.9999 %, UTP d.o.0., Zagreb, Hrvatska - SOL Group,
Italija

- H2, kolizijski plin, ¢istoce >99.999 %, UTP d.o.0., Zagreb, Hrvatska - SOL Group,
Italija
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3.4.1.2 Postupak pranja laboratorijskog posuda za analizu elemenata

Kako bi se sprijecila vanjska kontaminacija uzoraka metalima prije upotrebe
laboratorijsko posude koristeno u analizi elemenata namakano je nekoliko sati u detergentu.
Potom je isprano vodovodnom vodom, a zatim destiliranom vodom. Tako oprano posude
uronjeno je u 10 % HNOs na 24 sata. Na kraju postupka pranja slijedi ispiranje posuda
ultra¢istom vodom. Teflonske epruvete koriStene u postupcima razaranja uzoraka uz
prethodno navedeni postupak pranja prosle su joS i postupak pranja s 50 % HNOs na

visokotla¢nom mikrovalnom uredaju UltraCLAVE.

3.4.1.3 Priprema bioloskih uzoraka za analizu metala metodom ICP-MS
Priprema uzoraka majcinih seruma i seruma Krvi pupkovine

Neposredno prije analize esencijalnih i toksi¢nih elemenata ICP-MS uzorci maj¢inih
seruma i seruma krvi pupkovina razrijedeni su alkalnom otopinom (0,7 mM amonijaka, 0,01
mM EDTA i 0,07 % (v/v) Tritona X-100) 20 puta (150 uL uzorka i 2,85 mL alkalne otopine).

U sve uzorke seruma dodan je unutarnji standard u koncentraciji od 2 pg/L.

Priprema uzoraka venske krvi majke i krvi pupkovine

Uzorci venske krvi majki i pupkovina za analizu elemenata pripremljeni su na dva
nacina: metodom razrjedenja 1 razaranja. Uzorci krvi pripremljeni metodom razrjedenja
razrijedeni su alkalnom otopinom (0,7 mM amonijaka, 0,01 mM EDTA i 0,07 % (v/v) Tritona
X-100) 80 puta (50 pL uzorka i 4 mL alkalne otopine) neposredno prije analize elemenata.
Uzorci pripremljeni metodom razaranja pripremljeni su na nacin da je uzeto 500 uL uzorka i
stavljeno u Ciste teflonske epruvete, zatim je dodano 2 mL koncentrirane dusSi¢ne kiseline te je
sve skupa ostavljeno da reagira 10 do 15 minuta, potom je dodano 2 mL ultraciste vode. Tako
pripremljene epruvete zatvorene su odgovaraju¢im teflonskim ¢epom i postavljene na stalak
te su uzorci stavljeni u visokotlaéni mikrovalni uredaju UltraCLAVE IV na razaranje prema
programu prikazanom u tablici 3. Nakon razaranja i hladenja uzorci su nadopunjeni s
ultrac¢istom vodom na ukupni volumen od 5 mL 1 pohranjeni na sobnoj temperaturi do analize
esencijalnih i toksi¢nih elemenata. Neposredno prije same ICP-MS analize razoreni uzorci
krvi razrijedeni su s 1 % (v/v) dusi¢nom kiselinom 7,5 puta (400 pL uzorka i 2,6 mL 1 %
HNO3). U sve uzorke krvi, razrijedene i razorene, dodan je unutarnji standard u koncentraciji

od 2 pg/L.
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Tablica 3. Temperaturni program za razaranje bioloskih uzoraka (krvi i posteljice) u
visokotlacnom mikrovalnom uredaju UltraCLAVE IV (Milestone, Italija).

T (min:s) E (W) T (°C) P (bar)
1. 5 1000 80 100
2. 10 500 130 100
3. 4:30 1000 180 120
4, 6:30 1000 220 130
5. 20 1000 220 130

Takoder smo za obje metode pripreme uzoraka krvi odredili granicu detekcije i to¢nost
metoda (prikazano dalje u tekstu; poglavlje 3.4.1.6). Medutim zbog nize granice detekcije i
mogucénosti kontaminacije uzoraka prilikom dugotrajne pripreme te zbog jednostavnosti
pripreme uzoraka razrjedenjem, u ovome doktorskome radu za daljnju obradu rezultata uzeti
su rezultati za venske krvi majke i pupkovina dobiveni analizom uzoraka pripremljenih

metodom razrjedenja.

Priprema uzoraka posteljice

Uzorci posteljice razoreni su u visokotlatnom mikrovalnom uredaju UltraCLAVE IV
prema programu prikazanom u tablici 3. Svaki izrezani uzorak stavljen je u Cistu teflonsku
epruvetu, dodano je 4 mL koncentrirane duSi¢ne kiseline, ostavljeno je reagirati 10 do 15
minuta i potom dodano 2 mL ultraciste vode te su epruvete zatvorene teflonskim ¢epom.
Nakon razaranja u UltraCLAVE IV 1 hladenja uzorci su nadopunjeni ultracistom vodom na
ukupni volumen od 8 mL i pohranjeni su na sobnoj temperaturi do analize esencijalnih i
toksi¢nih elemenata. Neposredno prije ICP-MS analize razoreni uzorci razrijedeni su 1 %
(v/v) dusi¢nom kiselinom 20 puta (150 pL uzorka i 2,85 mL 1 % HNOs3). U svaki uzorak

dodan je unutarnji standard u koncentraciji od 2 pg/L.

3.4.1.4 Priprema standardnih otopina
Priprema standardne otopine za ugadanje uvjeta mjerenja

Otopine za ugadanje uvjeta mjerenja koncentracije 1 pg/L pripremljene su iz
monoelementnih standardnih otopina Li, Mg, Co, Y, Ce, Tl i Se spektralne Cisto¢e za ICP
izvore u 5 % (v/v) dusi¢noj kiselini i u smjesi 5 % (v/v) duSi¢ne kiseline i 0,1 % (V/v)

klorovodiéne kiseline.
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Priprema otopine unutarnjeg standarda

Otopina unutarnjeg standarda pripremljena je iz monoelementnih standardnih otopina
Sc, Ge, Rh, Lu, Ir i Th. Koncentracija svakog elementa u pripremljenoj otopini unutarnjeg
standarda iznosila je 100 pg/L. Pripremljena otopina unutarnjeg standarda dodavana je u sve
uzorke i standarde za kalibraciju tako da je koncentracija svakog unutarnjeg standarda u

mjernoj otopini iznosila 2 ug/L.
Priprema standardnih otopina esencijalnih i toksicnih metala

Iz monoelementnih standardnih otopina spektralne cistoée pripremljena je smjesa
esencijalnih (Fe, Zn, Cu, Se) i toksi¢nih (Cd, Pb) elemenata u 5 % (v/v) dusi¢noj kiselini.
Smjesa esencijalnih i toksi¢nih elemenata sluzila je za pripremu radnih standarda koristenih
za izradu kalibracijskih krivulja. Svaki dan, neposredno prije analize pripremljena je
standardna otopina Hg u koncentraciji od 20 ug/L u smjesi 5 % dusi¢ne kiseline i 1 %
klorovodi¢ne kiseline te su iz nje dalje pripremani radni standardi. Radni standardi
pripremljeni su u 1 % (v/v) dusi¢noj kiselini. U tablici 4 prikazano je kalibracijsko
koncentracijsko podru¢je za svaki odredivani element analiziran ICP-MS u bioloskim

uzorcima krvi (razrijedenoj i razorenoj), seruma i posteljica.

Tablica 4. Kalibracijsko koncentracijsko podru¢je radnih standarda za odredivanje
esencijalnih 1 toksi¢nih elemenata u razrijedenoj 1 razorenoj krvi, serumu 1 posteljici.

Fe Zn Cu Se Cd Pb Hg
(mg/L)  (ng/) (ngh)  (ugh)  (uglh) (ng/h)  (ug/h)

kalibracijski pravac (8 standarda), r>>0,9995

razrijedena krv

koncentracijsko

podrugje 05-15 5-300 5-500 01-15 0,02-2 03-30 03-4

razorena krv

koncentracijsko

podrugie 05-15 10-500 10-500 0,1-15 0,02-2 03-35 0,2-3

serum

koncentracijsko

podrugie 05-10 20-500 20-500 0,2-20 0,02-2 0,3-30 0,3-4

posteljica

koncentracijsko

podrugie 05-15 10-500 10-500 0,1-15 0,02-2 03-35 0,3-4
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3.4.1.5 Optimiranje uvjeta rada na ICP-MS

Mjerni parametri i osjetljivost instrumenta podeSavaju se prije svake ICP-MS analize.
Osjetljivost instrumenta podeSava se pomocu otopine koja sadrzi 1 ug/L elemenata litija (Li),
Mg, kobalta (Co), itrija (), cerija (Ce), talija (TI) i Se. Kako bi se podesila odgovarajuca
osjetljivost prati se odziv detektora na masama 7 (Li), 89 (Y) i 205 (TI), koje pokrivaju
mjerno podrucje detektora u podrucju niskih, srednjih i visokih masa te istovremeno i omjeri
dvostruko nabijenih iona (**°Ce?*/ 149Ce") i oksida elemenata (}4°Ce®0*/ 14°Ce*) u odnosu na
jednostruko nabijene ione. Optimalni uvjeti su kada se postigne zadovoljavajucéa osjetljivost
(variranjem napona na le¢ama, dubine unosa uzorka, protoka plina nosioca) uz minimalno
nastajanje dvostruko nabijenih iona (<2,2 %) i iona oksida (<1,4 %) Tipi¢ni optimirani uvjeti
za analizu elemenata ICP-MS metodom prikazani su u tablici 5. Osim navedenog, podesava
se 1 tzv. P/A faktor pomocu otopina standarda analita sa Sirokim rasponom koncentracija.
Ovisno o broju iona koji dolaze na njega, detektor ICP-MS uredaja ih biljezi kao analogne
(manja osjetljivost) ili pulsne signale (veca osjetljivost). Zato u pulsnom nacinu rada detektor
mjeri niske koncentracije elemenata, a visoke u analognom. Za dobivanje linearne
kalibracijske krivulje u Sirokom koncentracijskom podrucju analiza potrebno je odrediti P/A
faktor ¢iju vrijednost potom programski paket koristi za korekciju koncentracija mjerenih u ta

dva nacina detekcije signala.

Tablica 5. Uvjeti rada ICP-MS uredaja Agilent 7500cx.

parametar

RF Snaga 1550 W
RF faktor 1,72V
udaljenost plamenika i konusa 8,3 mm
horizontalna os plamenika 0,9 mm
vertikalna os plamenika -0,1 mm
brzina peristalticke pumpe 0,08 rps
protok plazma plina 15 L/min
protok plina za razrjedenje 0,13 L/min
protok plina nosioca 1,05 L/min

rasprsivac

komora za rasprsenje

konusi od Ni, promjer otvora
dvostruko nabijeni ioni i oksidi

MicroMist (kvarc)

Scott (kvarc), hladena na 2°C

1 mm Sampling cone; 0,4 mm Skimmer cone
140C62+/14OCE+<2,2 % : 140Cel60+/14°Ce+<1,4 %

kolizijski/reakcijski plin bez plina He H>
protok kolizijskog/reakcijskog plina  / 4 mL/min 3,6 mL/min
napon na leci 1 ovVv 2,8V 15V
napon na le¢i 2 -129 V -147V -129V

. .. . . 202 GSCUa GSZn’ 54 78
mjereni izotopi analita Hg Fe, *°Se

114Cd 208P b
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3.4.1.6 Validiranje ICP-MS metode
Odredivanje granica detekcije i kvantifikacije

Osim o osjetljivosti mjernog uredaja i mogucim spektralnim interferencijama
detekcijska granica u najvecoj mjeri ovisi o ¢isto¢i otopina i laboratorijskog posuda koje se
rabi u postupcima uzorkovanja i pripremi. Granica detekcije (LoD) i granica kvantifikacije
(LoQ) izracunate su kao srednja vrijednost slijepe probe (u pripremi uzoraka razrjedenjem i/
ili razaranjem) uvecana za tri standardne devijacije (30) za granicu detekcije, odnosno deset
standardnih devijacija (100) za granicu kvantifikacije. U tablici 6 prikazane su granice
detekcije 1 kvantifikacije za svaki odredivani element u bioloskim uzorcima krvi (razrijedenoj

i razorenoj), seruma i posteljica.

Tablica 6. Granica detekcije (LoD) i granica kvantifikacije (LoQ) za svaki odredivani element
u razrijedenoj i razorenoj krvi, serumu i posteljici
Fe Zn Cu Se Cd Pb Hg
(mg/Lt) (ugl) (ugl) (@gl) (ugl) (ugl) (gl

razrijedena krv

LoD 0,001 0,4 0,01 0,004 0,0001 0,0006 0,0009
LoQ 0,004 1,7 0,06 0,01 0,0006 0,003 0,004
razorena krv
LoD 0,0002 0,8 0,02 0,004 0,0002 0,0007 0,001
LoQ 0,0009 5,0 0,1 0,01 0,0006 0,003 0,004
serum
LoD 0,002 0,4 0,01 0,002
LoQ 0,004 1,7 0,05 0,01
posteljica
LoD 0,0003 0,9 0,03 0,004 0,0002 0,0009 0,001
LoQ 0,001 6,2 0,1 0,01 0,0008 0,004 0,005

Ispitivanje tocnosti i preciznosti

Za ispitivanje to¢nosti i preciznosti ICP-MS metode rabljeni su komercijalno dostupni

referentni materijali krvi (Whole blood lyophilized Level I, 11, 111, i Seronorm™ Trace element
Whole Blood Level I, 11) i seruma/ plazme (Serum Control lyophilised Level I, Il, Plasma
Control lyophilised Level I, Il i Seronorm™ Trace Elements Serum Level I, Il,) te razli¢itih

tkiva (CRM-278R Mussel Tissue, BCR-185R Bovine Liver i BCR-186R Trace elements in
lyophilised Pig Kidney i SRM1577b Bovine Liver). Svi referentni materijali su rekonstituirani

dodatkom ultraciste vode prema propisanom protokolu i koriSteni Su za potvrdu to¢nosti i
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preciznosti metode. Uzorci referentnih materijala za krv, serum i tkivo pripremljeni su na isti
nacin kao 1 bioloski uzorci ispitanica (razrjedenjem i razaranjem). Tijekom analiza elemenata
u bioloskim uzorcima provedenim u ovome istrazivanju, pripremljeno je po sedam uzoraka
svakog referentnog materijala. U tablici 7. prikazane su njihove izmjerene i referentne
koncentracije dobivene pripremom uzoraka metodom razrjedenja, dok tablica 7 u prilogu 1
prikazuje izmjerene koncentracije dobivene pripremom uzoraka metodom razaranja.
Preciznost ispitivanih metoda analize elemenata za razliCite nacine priprave krvi
(razrjedenjem 1 razaranjem krvi mikrovalovima), serum te posteljicu ispitana je upotrebom
komercijalno dostupnih referentnih materijala tako da je za preciznost unutar dana
pripremljeno sedam pripravaka od svakog referentnog materijala, a preciznost izmedu dana
odredena je mjerenjem istih referentnih materijala tri dana za redom. Preciznost metode
izrazena je kao relativno standardno odstupanje (RSD) te je unutar dana bila <3 %, a izmedu
dana <6 %. Takoder, pouzdanost i to¢nost ICP-MS metode provjeravana je i redovitim
mjesecnim sudjelovanjem u medunarodnim programima kontrole kvalitete analize elemenata
u tragovima u serumu i krvi (UK External Quality Assessment Scheme, University of Surrey,
UK i Occupational and Environmental Laboratory Medicine, Société Francaise de Biologie
Clinique, Francuska) tijekom cijelog razdoblja istrazivanja prikazanih u ovom doktorskom

radu.

39



Materijali i metode

Tablica 7. Usporedba dobivenih i certificiranih vrijednosti analiziranih elemenata u upotrebljenim referentnim materijalima (1/2 nastavka).

ClinChek® Whole blood Control

razina | razina Il razina Il
element certificirana vrijednost dobivene_x_vrijednost certificirana vrijednost dobivenz_i_vrijednost certificirana vrijednost dobiveng_vrijednost

(raspon) (sred. vrij. = SD) (raspon) (sred. vrij. £ SD) (raspon) (sred. vrij. + SD)
Cd (ug/L) 1,3 (1,04 - 1,56) 1,3+0,02 3,04 (2,43 - 3,65) 2,79 £ 0,06 6,57 (5,26 - 7,88) 6,11 + 0,08
Cu (mg/L) 0,670 (0,536 - 0,804) 0,671+ 0,003 1,08 (0,918 - 1,24) 1,08 +0,01 1,64 (1,39 - 1,89) 1,70+ 0,02
Fe (mg/L) / / / / / /
Hg (ug/L) 1,2 (0,840 - 1,56) 1,1+0,02 3,04 (2,28 - 3,80) 3,33+0,07 6,23 (4,98 - 7,48) 6,70 +£ 0,04
Pb (ug/L) 57,8 (46,2 - 69,4) 58,4 +0,7 231 (185 - 277) 237+6,0 441 (375 - 507) 450 + 18
Se (ug/L) 72,1 (57,7 - 86,5) 66,4 +2,3 111 (88,8 - 133) 100+5,0 134 (107 - 161) 118+ 1,0
Zn (mg/L) 4,59 (3,90 - 5,28) 4,35+0,46 6,25 (5,31-7,19) 6,59 + 0,20 7,95 (6,76 - 9,14) 8,48 0,10
ClinChek® Serum Control ClinChek® Plasma Control

razina | razina Il razina | razina |
I - dobivena e . dobivena e - dobivena - - dobivena
element certificirana vrij. vrijednost certificirana vrij. vrijednost certificirana vrij. vrijednost certificirana vrij. vrijednost
(raspon) (sred. vrij. + sp)  (aspon) (sred. vrij. = sp) (1sPon) (sred. vrij. + sp)  (185PON) (sred. vrij. + SD)

Cd (no/L) 0,233 (0,163-0,303) 0,235+ 0,003 4,42 (3,32 - 5,53) 4,39 +0,07 2,38 (1,90 - 2,86) 2,20 + 0,06 11,1 (8,88 - 13,3) 12,3+0,2
Cu (mg/L) 0,817 (0,654 - 0,980) 0,744 + 0,004 1,625 (1,.30 - 1,95) 1,60 + 0,04 0,848 (0,673-1,018) 0,806 = 0,02 1,401 (1,121 -1,681) 1,358+0,01
Fe (mg/L) 0,866 (0,779-0,953) 1,0+0,004 1,698 (1,528 - 1,868) 1,90 +0,01 0,806 (0,645-0,967) 0,888 +0,02 1,165(0,932-1,398) 1,239+0,01
Hg (ug/L) 1,98 (1,39 - 2,57) 1,92 +£0,04 11,0 (8,8 - 13,2) 10,6 £0,2 2,41 (1,81 -3,01) 2,19+ 0,06 9,99 (7,99 - 12,0) 9,25+0,2
Pb (ug/L) / / / / / / / /
Se (ug/L) 83,3 (62,5 - 104) 76,3+1,4 129 (103 - 155) 123+9 81,0 (64,8 -97,2) 80,9+0,7 118 (94,4 - 142) 121+4
Zn (mg/L) 0,943 (0,754-1,132) 0,948 +0,02 1,884 (1,601 -2,167) 1,9+0,02 1,417 (1,134 - 1,70) 1,410 +0,02 1,826 (1,552-2,10) 1,858 +0,04
Seronorm™ Trace Elements Whole Blood Seronorm™ Trace Elements Serum

razina | razina Il razina | razina |

certificirana vrij. dobivena certificirana vrij. dobivena certificirana vrij. dobivena certificirana vrij. dobivena
element (95% interval vrijednost (95% interval vrijednost (95% interval vrijednost (95% interval vrijednost

pouzdanosti) (sred. vrij. £ SD)  pouzdanosti) (sred. vrij. £ SD)  pouzdanosti) (sred. vrij. £ SD)  pouzdanosti) (sred. vrij. £ SD)
Cd (ng/L) 0,36 (0,32 - 0,40) 0,34 £0,01 58(54-6,2) 59+0,1 0,126 0,129 £0,01 0,130 0,136 + 0,004
Cu (mg/L) 0,68 (0,41 - 0,95) 0,66 = 0,01 1,33 (0,79 - 1,87) 1,41+0,01 1,691 (1,523-1,859) 1,58+0,02 2,887 (2,689 -3,085) 2,965 + 0,02
Fe (mg/L) 339 353+£9,0 319 322+6,0 1,39 (1,23 - 1,55) 1,32 +0,01 2,03 (1,77 - 2,29) 1,93 +£0,07
Hg (ug/L) 1,5 (0,90 - 2,10) 1,6 £0,03 16,0 (9,6 - 22,4) 155+0,3 0,62 (0,52 - 0,7) 0,78 + 0,06 1,87 (1,57 - 2,17) 1,90 + 0,03
Pb (ug/L) 10,2 (6,0 - 14,4) 10,9+0,4 310 (186 - 434) 329+ 10 1,02 1,0+£0,08 1,11 1,12 +£0,02
Se (ng/L) 59 (35- 83) 55+1,0 112 (66 - 158) 108 +2,0 107 (93 - 121) 97 +0,7 163 (143 - 183) 150+ 0,2
Zn (mg/L) 4,4 (4,0-43) 4,8+0,03 6,5(5,8-7,.2) 6,5+ 0,08 1,738 (1,596 - 1,880) 1,749 +0,03 2,520 (2,108 -2,932) 2,555 + 0,06

B Certificirane vrijednosti su prikazane s rasponom ili 95% intervalom pouzdanosti, dok su dobivene vrijednosti prikazane kao srednja vrijednost + SD.
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Tablica 7. Usporedba dobivenih i certificiranih vrijednosti analiziranih elemenata u upotrebljenim referentnim materijalima (2/2 nastavka).

Bovine liver BCR® 185R Pig kidney BCR® 186R Mussel tissue BCR® 278R Bovine liver NIST SRM 1577b

dobivena dobivena dobivena dobivena

certificirana vrij. certificirana vrij. certificirana vrij. certificirana vrij.

element (mj. nesigurnost) \(/Srr'ig.ds:?;ti sD) (mj. nesigurnost) \(;rr'igfjcgiti sD) (mj. nesigurnost) \(;r:égé\?giti sD) (mj. nesigurnost) \(/Srr'ézfjcrci)ﬁti sD)
Cd (mg/kg) 0,544 (0,017) 0,538 + 0,004 2,71 (0,15) 26+0,2 0,348 (0,007) 0,350 + 0,003 0,50 (0,03) 0,51+ 0,03

Cu (mg/kg) 277 (5) 277+9 31,9 (0,4) 31,2+0,1 9,45 (0,13) 10,1+0,3 160 (8) 162 + 14

Fe (mg/kg) / / 299 (10) 296+ 7 / / 184 (15) 188 + 14

Hg (mg/kg) (0,004 - 0,007) 0,0049 +0,0001 1,97 (0,04) 1,97 +0,07 0,196 (0,009) 0,196 + 0,005 / /

Pb (mg/kg) 0,172 (0,009) 0,186 + 0,002 0,306 (0,011) 0,311 + 0,03 2,0 (0,04) 1,9+ 0,05 0,129 (0,004) 0,124 + 0,01
Se (mg/kg) 1,68 (0,14) 1,73+0,017 10,3 (0,5) 10,4+0,1 1,84 (0,10) 1,81+0,04 0,73 (0,06) 0,78 + 0,004
Zn (mg/kg) 138,6 (2,1) 1448+ 1,4 128 (3) 131+ 4 83,1 (1,7) 90,4+14 127 (16) 134+ 2

Certificirane vrijednosti su prikazane s rasponom i mjernom nesigurnosti, dok su dobivene vrijednosti prikazane kao srednja vrijednost + SD.
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3.4.2. Genotipizacija polimorfizma MT2A rs28366003
3.4.2.1 Popis kemikalija i opreme

Uredaji i oprema
- PCR sustav (polymerase chain reaction) GeneAmp® PCR System 2700, Applied
Biosistems, Kanada
- UV-VIS spektrofotometar BioSpec NANO, Shimadzu, Japan
- PowerPac 1000 (Power-supply), Bio-Rad, Kanada
- ThermoMixer F1.5, Eppendorf, Njemacka
- kada za elektroforezu model EQ763, Sigma-Aldrich, Njemacka

Kemikalije
- set reagencija za izolaciju DNA, QIAamp® DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Njemacka
- FastStart Taq DNA Polymerase, dNTPack, Roche, Svicarska
- PCR pufer 10x, s MgCly, Roche, Svicarska
- pocetnica F (forward-prednja) i R (reverse-zadnja), TIB Molbiol, Njemacka
- agaroza (high resolution), Sigma-Aldrich, Njemacka
- etidijev bromid (EtBr), Sigma-Aldrich, Njemacka
- bromfenol-plavo, pH 3,0 — 4,6, Sigma-Aldrich, Njemacka
- restrikcijski enzim Bsgl, 250 jedinica, New England BioLabs, UK
- CutSmart pufer 10x, New England BioLabs, UK
- S-adenozilmetionin (SAM), 32 mM, New England BioLabs, UK
- tris[hidroksimetillaminometan (Tris), Trizma baze®, Sigma-Aldrich, Njemacka
- etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), 97 %, Sigma-Aldrich, Njemacka
- ledena octena kiselina, CHsCOOH, Kemika, Hrvatska
- destilirana H-O (aqua purificata), Yasenka, Hrvatska

- sterilna H20 (aqua pro injectione), Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska

3.4.2.2 Postupak izolacije i umnoZzavanja DNA

Iz uzoraka pune krvi majke izolirana je DNA na mini spin kolonama prema uputama
proizvodaca (QIAamp DNA Blood Mini Kit). Odmah nakon izolacije, u uzorcima je
izmjerena koncentracija stanicne DNA mjerenjem apsorbancije na 260 nm na
spektrofotometru BioSpec-nano. Osim koncentracije, odreden je stupanj Cistoce izolirane

DNA iz omjera apsorbancija izmjerenih na 260 nm 1 280 nm i smatran je zadovoljavajuéi za
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vrijednosti A260/A280 >1,8 (manje vrijednosti omjera upucuju na vec¢i sadrzaj proteina u
uzorcima). Uzorci izolirane DNA pospremljeni su u zamrziva¢ na -20 °C do sljedeceg koraka,
umnozavanja DNA.

Genomska DNA je umnozena metodom lancane reakcije polimerazom (PCR) na
uredaju GeneAmp PCR System kako bi se pojacao signal od 241 parova baza. Umnozavanje
genomske DNA provedeno je u 25 uL reakcijskoj smjesi koja je sadrzavala 0,5 uL dNTP, 2,5
uL PCR pufera, 0,5 puL pocetnica F (forward — prednja) i R (reverse — zadnja), 0,15 uL
FastStart Tag DNA Polimeraze, 5 uL. GC Rich PCR smjese, 1,5 uL genomske DNA i 14,35
uL sterilne H20. Uvjeti PCR za umnozavanje DNA prikazani su u tablici 8. Postupak
umnozavanja DNA sastoji se od nekoliko stupnjeva: prvi stupanj je denaturacija DNA pri
temperaturi 94 do 96 °C pri ¢emu nastaju jednostruki lanci DNA. Drugi stupanj umnozavanja
DNA je vezanje pocetnica pri temperaturi 50 do 65 °C. Zadnji stupanj umnozavanja je sinteza
novog lanca DNA uz pomo¢ termostabilne polimeraze pri temperature 72 °C. Uzastopnim
ponavljanjem tih stupnjeva sintetizira se milijun kopija odredenog ulomka DNA. Za

umnozavanje ulomaka DNA rabljene su sljedece pocetnice:

MT2A F: 5- CGC CTG GAG CCG CAAGTG AC

MT2AR: 5-TGG GCATCC CCAGCCTCT TA

Tako umnoZzeni ulomci DNA ¢uvani su u hladnjaku na +4 °C do daljnje analize.

Tablica 8. Uvjeti za umnoZavanje genomske DNA pomocu lan¢ane reakcije polimeraze, PCR.
broj ciklusa temperatura (°"C)  vrijeme (min)

pocetna denaturacija 1 95 5
denaturacija 35 94 1
vezanje ishodnica 60 1
sinteza novog lanca 72 1
ZavrSna sinteza 1 72 10
hladenje 4 ©

Kvaliteta umnoZene genomske DNA ispitana je elektroforezom na 2 % agaroznom
gelu s etidijevim bromidom u kadi za elektroforezu modela E0763 uz pomo¢ uredaja
PowerPac 1000. Agarozni gel pripremljen je otapanjem 1,5 g agaroze u 73,5 mL H2O,
zagrijavanjem do vrenja i dodavanjem 2 uL etidij bromida i 150 puL 50x TAE pufera. TAE
pufer (50x) pripremljen je otapanjem 242 g Trizma baze u 600 mL destilirane H2O,
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dodavanjem 57,1 mL ledene octene kiseline i 100 mL 0,5 M EDTA te nadopunjavanjem

destiliranom H.0O do ukupnog volumena od 1 L.

3.4.2.3 Postupak genotipizacije polimorfizma MT2A rs28366003 RFLP metodom

Polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata DNA (RFLP) temelji se na utvrdivanju
mjesta mutacije PCR fragmenta kidanjem pomocu restrikcijskih endonukleaza. Fragmenti
karakteristi¢ni za prisutnost alela A su 144, 56 i 41 parova baza, dok prisutnost alela G
karakterizira 185 i 56 parova baza (slika 10).

Nakon umnozavanja DNA, 8 uL PCR produkta dodano je u restrikcijsku smjesu za
digestiju, koja je pripravljena od 5 uL CutSmart pufera, 0,8 uL S-adenozilmetionina (SAM) i
1 uL enzima Bsgl. Razgradnja se provodi 1 sat i 45 minuta na temperaturi 37 °C u
ThermoMixer-u F1.5 prema proceduri preuzetoj prema Kayaalti i sur. (2011). Nakon
razgradnje produkti se oboje bromfenol plavilom i uzorci odvajaju elektroforezom na 2 %
agaroznom gelu s etidijevim bromidom te vizualiziraju pod UV lampom.

Metoda je provjerena ponavljanjem postupka genotipizacije u 30 nasumic¢no odabranih

uzoraka.

Slika 10. Prikaz karakteristi¢nih parova baza alela A i G dobivenih elektroforezom
na 2 % agaroznom gelu (ND — nedigestirani uzorak, M — marker).

Umnazanje DNA i genotipizacija MT2A provedena je u suradnji sa Zavodom za

medicinsku kemiju, biokemiju i klinicku kemiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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3.4.3 Analiza steroidnih hormona u posteljici
3.4.3.1 Popis kemikalija i opreme

Uredaji i oprema
- VITROS ECi Immunodiagnostic System, Ortho Clinical Diagnostics, Johnson &
Johnson, UK
- uredaj za liofilizaciju Hetosic, HETO Ltd., Njemacka
- ru¢ni homogenizator Homogenizer Power Gen 125, Fisher Scientific UK Ltd., UK

- centrifuga s hladenjem Hettich Rotanta/R, tip 3501, Hettich-Zentrifugen, Njemacka

Kemikalije
- set reagencija Ortho Clinical Diagnostics reagents, Johnson & Johnson, UK
- natrijev klorid, NaCl, za pripremu fizioloske otopine, Kemika, Hrvatska
- etanol, C2HsOH, 96%, Kemika, Hrvatska

3.4.3.2 Priprema uzoraka posteljica za analizu steroidnih hormona

Uzorci posteljice za analizu steroidnih hormona pripremljeni su prema metodi opisanoj
u radu Piasek i suradnici (2001). Uzorci su isprani u fizioloSkoj otopini i suviSak tekucine
upijen filter papirom, izvagani i nasjeckani $karicama nakon ¢ega je u svaki dodano po 5 mL
75 % etanola u svrhu ekstrahiranja steroidnih hormona. Uzorci su ostavljeni u hladnjaku na
+4 °C preko no¢i i sljedeCeg jutra homogenizirani na ledu ru¢nim homogenizatorom.
Homogenat svakog uzorka podijeljen je u dva alikvota od 500 pL u koji je dodano 3 mL 75 %
etanola, dobro izmijeSano i razdijeljeno u dvije epruvete. Nakon toga uzorci su centrifugirani
(15 min na 15000 g), supernatanti odvojeni u polietilenske epruvete s poklopcem, zamrznuti
na -20 °C, liofilizirani i liofilizati pohranjeni u zamrzivacu na -20 °C do analize hormona

progesterona i estradiola.

3.4.3.3 Postupak analize steroidnih hormona

Za odredivanja steroidnih hormona liofilizati supernatanta nakon gore opisane
pripreme uzoraka posteljice rekonstituirani su dodavanjem 1 mL fizioloske otopine. U tim
uzorcima analizirani su hormoni progesteron (P4) i estradiol (E2) imunokemijski metodom
IEMA s luminiscentnim supstratom na analizatoru VITROS ECi uporabom seta reagencija. 1z

dobivenih vrijednosti, uzimaju¢i u obzir masu uzorka svjeze posteljice izraCunate su
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koncentracije progesterona i estradiola u posteljici. Analiza hormona provedena je u suradnom

laboratoriju Klinickog bolnickog centra Rebro, Zagreb.

3.4.4 Analiza proteina metalotioneina 2 (MT2) u serumu
3.4.4.1 Popis kemikalija i opreme
Uredaji i oprema
- &ita¢ mikrotitarskih plogica TECAN Infinite F50, TECAN Group Ltd, Svicarska

- uredaj za inkubaciju Grant-bio PHMP-4, Grant Instruments, UK
- uredaj za ispiranje mikroplocica ELx50 Washer, BioTek Instruments, SAD

Kemikalije
- set reagencija SEB868Hu (ELISA Kit for Metallothionein 2 (MT2)), Cloud-Clone Corp,
USCN Life Science Kit Inc, SAD

3.4.4.2 Postupak analize metalotioneina 2 (MT2)

Koncentracija MT2 u serumu majki odredena je imunokemijski metodom ELISA
uporabom seta reagencija SEB868Hu. Prema uputama proizvodaca pripremljene su reagencije
koje su potom koriStene u daljnjoj analizi. Po 100 uL uzoraka i standarda dodano je u jazice
koje su obloZene antitijelom konjugiranim biotinom specifiénim za MT2. Mikroplocica sa
standardima 1 uzorcima potom je inkubirana 2 sata na 37 °C. Inkubacija je provedena pomocu
uredaja Grant-bio PHMP-4. Nakon inkubacije je ostatak tekuc¢ine uklonjen iz jazica pomocu
uredaja ELx50 Washer, potom je dodano 100 pL detekcijskog reagensa A i mikroplocica s
reagencijama inkubirana 1 sat na 37 °C. Ostatak tekucine je zatim uklonjen iz jaZica i jaZice
su isprane s 350 uL otopine za pranje. Postupak uklanjanja i pranja ponovljen je 3 puta. U
jazice je potom dodano 100 pL detekcijskog reagensa B i inkubacija na 37 °C nastavljena 30
min. Slijedi ponovljen korak uklanjanja tekucine i ispiranja 5 puta. U jazice je zatim dodano
90 pL otopine TMB supstrata nakon ¢ega se za 15 - 25 min na 37 °C razvija plava boja, a
dodavanjem 50 pL STOP otopine dogada se promjena boje iz plave u zutu. Na valnoj duljini
od 450 nm spektrofotometrijski je odredena apsorbancija. Mjerenje apsorbancije provedeno je
na uredaju TECAN Infinite F50. Koncentracija MT2 izracunata je iz standardnog pravca

dobivenog mjerenjem apsorbancije svakog standarda poznate koncentracije.
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3.4.5 Analiza ukupnih tiolnih (=SH) skupina u serumu

3.4.5.1 Popis kemikalija i opreme

Uredaji i oprema

- UV-VIS spektrofotometar Cary 50, Varian, Australija

Kemikalije
- Ellmanov reagens, 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzojevom) kiselina (DTNB), Sigma-Aldrich,
Njemacka
- Tris-EDTA pufer, pH 8,0, Sigma-Aldrich, Njemacka
- apsolutni metanol, CH3;OH, Merck, Njemacka

- destilirana H20, (Aqua purificata), Yasenka, Hrvatska

3.4.5.2 Postupak analize ukupnih tiolnih (-SH) skupina

Koncentracija ukupnih tiolnih skupina u serumu majki odredena je
spektrofotometrijski s Ellmanovim reagensom metodom modificiranoj prema Hu (1994).

Detalji pripreme uzoraka prikazani su u tablici 9.

Tablica 9. Priprema uzoraka seruma, slijepe probe seruma i slijepe probe reagensa
(preuzeto iz Star€i¢, 2014).

uzorak slijepa proba slijepa proba
uzorka reagensa
Tris-EDTA pufer, pH 8,0 150 pL 150 pL 150 pL
destilirana voda / 10 puL 50 uL
apsolutni metanol 790 uL 790 puL 790 puL
uzorak seruma 50 uL 50 puL /
DTNB 10 uL / 10 uL

Pripremljeni uzorci seruma i slijepih proba su inkubirani 20 min na sobnoj temperaturi,
centrifugirani 10 min na 3000 g i u supernatantu nakon centrifugiranja izmjerena je

apsorbancija na 412 nm na uredaju Cary 50.
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Koncentracija tiolnih skupina u pojedinom uzorku izracunata je pomocu jednadzbe:

_ Auz_Aspuz_Aspr
€b

Auz — apsorbancija uzorka

Aspuz — apsorbancija slijepe probe uzorka

Aspr — apsorbancija slijepe probe reagensa

e — apsorbancijski koeficijent TNB-a, 13,6 M*cm™
b — duljina puta svjetlosti kroz uzorak, cm

3.4.6 Statisticka obrada podataka

Za svaki analizirani parametar provedeno je testiranje normalnosti distribucije pomocu
Kolmogorov-Smirnovljevog testa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i SD za
varijable koje slijede normalnu distribuciju, a kao medijan i interkvartilni raspon (25 - 75 %)
za asimetricne varijable. Za vrijednosti koncentracija elemenata u bioloskim uzorcima koje su
bile ispod granice detekcije (LOD) uzeto je LOD/2 kao vrijednost za daljnju statisticku
obradu. Razlike izmedu opéih karakteristika ispitanica iz kontinentalne i priobalne Hrvatske
testirane su Studentovim t-testom ili Mann-Whitneyovim U-testom.

Razlike izmedu viSe grupa testirane su dvofaktorskom analizom varijance (two way
ANOVA) i post hoc Tukeyovim testom za nejednak broj uzoraka (ucinak puSenja i podrucja
prebivalista) te jednofaktorskom analizom varijance (one way ANOVA) te post hoc
Bonferronievim testom (ucinak unosa hrane morskoga podrijetla), nakon §to su podaci u
varijablama s asimetri¢cnom raspodjelom logaritmiranjem transformirani (In) tako da slijede
normalnu raspodjelu. Zbog relativno maloga broja ispitanika s AG/GG genotipom razlike
izmedu AA i AG/GG genotipova testirane su Mann—Whitneyovim U-testom.

Korelacije izmedu toksi¢nih i esencijalnih elemenata u krvi majke, posteljici 1 krvi
pupkovine, dobi majke, broja popusenih cigareta, uCestalosti unosa hrane morskoga podrijetla,
broja amalgamskih zubnih ispuna, polimorfizma MT2A te porodajne mase i duljine analizirane
su Spearmanovom korelacijom s obzirom na nenormalnu distribuciju vecine varijabli.
Pearsonovom linearnom Kkorelacijom (nakon logaritamske transformacije asimetri¢nih
varijabli) testirane su povezanosti koncentracija elemenata izmedu razlicitih matrica: krvi
majke, posteljici i krvi pupkovine. Prilikom tumacenja vrijednosti Pearsonovih i
Spearmanovih koeficijenta korelacije u obzir su uzete Coltonove (1974) empirijske preporuke

za bioloske sustave: vrijednosti r od 0 do 0,25 (ili od 0 do -0,25) upucuju kako je povezanost
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vrlo slaba ili je nema, vrijednosti r od 0,25 do 0,50 (ili od -0,25 do -0,50) upuéuju na slabu
povezanost medu varijablama, vrijednosti r od 0,50 do 0,75 (ili od -0,50 do -0,75) upucuju na
umjerenu do dobru povezanost, te vrijednosti r od 0,75 do 1 (ili od -0,75 do -1) upuéuju na
vrlo dobru do izvrsnu povezanost medu varijablama (Dawson i Trapp, 2004).

Metodom postupne visestruke regresije odredeni su prediktori koji doprinose
koncentraciji Cd, Pb i Hg u krvi majke i posteljici te prediktori koji doprinose koncentraciji
esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu i Se) u posteljici i krvi pupkovine. U analizirani model
ukljuc¢ene su sljede¢e nezavisne varijable: podrucje prebivaliSta, dob majke, obrazovanje
majke, broj porodaja, prirast tjelesne mase u trudnoc¢i, broj popusenih cigareta na dan, unos
hrane morskoga podrijetla na tjedan, uzimanje vitaminskih/mineralnih dodataka prehrani i
polimorfizam MT2A. U analizi prediktora esencijalnih elemenata u posteljici i krvi pupkovine
u model su pored gore navedenih varijabli bile uklju¢ene koncentracije Cd, Pb i Hg te
analiziranog elementa u krvi majke i/ ili posteljici, a spol djeteta i masa posteljice, pored svega
navedenog, dodani su kao nezavisne varijable u analizu prediktora porodajne mase i duljine.

Razina statistiCke znacCajnosti postavljena je na 5 % (p<0,05). Za statistiCku obradu
rezultata koristen je program Dell Statistica ver. 13 (Dell Inc., SAD). Za graficke prikaze
koristen je GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc).
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4. REZULTATI

4.1 Opce znacajke ispitanica i novorodencadi s obzirom na naviku pusSenja i geografsko
podrucje prebivanja parova majka—novorodence

Opce karakteristike ispitanica—rodilja nepuSacica i puSacica koje prebivaju u dva
razli¢ita geografska podrucja, kontinentalnoj i priobalnoj Hrvatskoj, prikazane su u tablici 10.

U kontinentalnom podrucju, u skupini nepusacica bile su 123 ispitanice, a U skupini
pusacica 73 ispitanice. Srednja dob nepusacica bila je 30 (raspon 21 - 42), a puSacica 28
(raspon 18 - 41). Medu nepusacicama srednju strué¢nu spremu imalo je 59 %, visu stru¢nu
spremu 11 %, visoku strué¢nu spremu 27 % ispitanica, a samo mali postotak ispitanica (3 %)
imalo je stupanj obrazovanja nizi od srednje Skole. U pusacica odnos stru¢nih sprema bio je
drugaciji, 75 % ispitanica imalo je srednju, 1 % viSu i 14 % ispitanica visoku stru¢nu spremu,
a stupanj obrazovanja nizi od srednje stru¢ne spreme bio je u 10 % ispitanica.

U priobalnom podruéju, u skupini nepusacica bilo je 49 ispitanica, a u skupini pusacica
47 ispitanica. Srednja dob nepusacica bila je 31 (raspon 21 - 39), a pusacica 28 (raspon 19 -
38). Medu nepusacicama stupanj obrazovanja nizi od srednje $kole imalo je 8 %, srednju
struénu spremu 61 % 1 visoku struénu spremu 31 % ispitanica. Medu puSacicama najveci
postotak od 72 % ispitanica imalo je srednju, 9 % visu i 15 % visoku stru¢nu spremu, a
stupanj obrazovanja nizi od srednje Skole imalo je 4 % ispitanica.

Prema osobnoj procjeni (samoodredenjem), pasivnom pusenju bilo je izlozeno 56 %
nepusacica 1 77 % pusacica iz kontinentalnoga podrucja te 65 % nepusacica 1 79 % pusacica iz
priobalnoga podrucja. Pusadice iz kontinentalnoga podrucja imale su ve¢i prirast tjelesne mase
tijekom trudnoce, pusile su 7,3 (1,5 - 25) cigareta na dan i viSe su bile izloZzene pasivnom
pusenju na poslu ili u ku¢i u odnosu na nepusacice (p<0,05). Pusacice iz priobalnoga podrucja
pusile su 7,6 (1,2 - 25) cigareta na dan. PusSacice iz kontinentalnog podrucja su tijekom
trudnoce pusile veci broj cigareta u odnosu na pusacice iz priobalnog podrucja (p<0,05). Broj
porodaja i masa posteljice nisu se razlikovale izmedu ispitivanih skupina niti s obzirom na
naviku pusenja, niti na geografsko podrucje prebivanja.

U kontinentalnoj Hrvatskoj, 18 % nepusacica i 23 % puSacica konzumiralo je tijekom
trudnoce povremeno alkohol, dok takve podatke o konzumaciji alkohola nemamo za ispitanice
iz priobalne Hrvatske. Veliki postotak ispitanica (>60 %) uzimao je vitaminske i/ ili mineralne
pripravke, a manji dio ispitanica (<15 %) tijekom trudnoce uzimao je neki dodatak prehrani s
Fe.
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Tablica 10. Opce znacajke ispitanica i broj nepusacica i pusacica u ispitivanim geografskim

podru¢jima njihovog prebivanja.

kontinentalna HR priobalna HR

parametar Ee:pl]l.;zcwe EU:SZ;CBICC 2(;])141;30166 ﬁu:SiC;CC
dob (god) 30(21-42) 28(18-41) 31(21-39) 28(19-38)
obrazovanje

bez obrazovanja (NKV) 4 (3 %) 7 (10 %) 4 (8 %) 2 (4 %)

srednja stru¢na sprema (SSS) 73 (59 %) 55 (75 %) 30 (61 %) 34 (72 %)

visa struéna sprema (VSS) 13 (11 %) 1(1 %) 0 (0 %) 4 (9 %)

visoka struéna sprema (VSS) 33 (27 %) 10 (14 %) 15 (31 %) 7 (15 %)
visina (cm) 168+5,98 167 +6,35 168 +6,35 170+4,92
prirast tjelesne mase (kg) 143+455 16,9 +4,88* 141+440 15,6+4,98
broj porodaja 2(1-5) 2(1-5) 2(1-3) 2(1-5)
broj spontanih pobacaja 0(0-1) 0(0-5) 0(0-3) 0(0-3)
masa posteljice (g) 296 +£61,3 290+534 285+56,8 297 +59,0
aktivno i pasivno pusenje

broj cigareta na dan 0 7,3(1,5-25) 0 7,6 (1,5-25)

broj cigareta na dan tijekom 4 (0 - 20) 1,7 (0 - 20)*

trudnoce

pusacke godine (pack-year): 0 35(0,10-23) 0 2,7 (0,44 - 26,2)

pasivno puSenje 69 (56 %) 56 (77 %)* 32 (65 %) 37 (79 %)
konzumiranje alkoholnih pica 22 (18 %) 17 (23 %) N/P N/P
mineralno-vitaminski dodaci 106 (86 %) 56 (77 %) 39 (80 %) 29 (62 %)

uzimanje Fe tijekom trudnoce 17 (14 %) 7 (10 %) 2 (4 %) 4 (9 %)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ SD ili medijan (raspon) ili broj (postotak).

N/P - nema podataka.

'Pusacke godine (pack-year) = broj cigareta na dan/20 x godine pusenja.
Statisticka razlika (p<0,05) testirana je Studentovim t-testom, a za pusacki indeks Mann—Whitney U-testom:
* znacajna razlika izmedu pusacica vs. nepusacica unutar podrucja prebivalista;
* znaGajna razlika u pusadica ili nepusacica izmedu priobalnog i kontinentalnog podrudja prebivalista.
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Podaci o op¢im karakteristikama novorodenc¢adi majki nepuSaica i pusacica iz

kontinentalne i priobalne Hrvatske prikazani su u tablici 11. Omjer broja novorodenih djecaka

prema djevojcicama statisticki znacajno se razlikovao (p<0,03) izmedu kontinentalnog (1,13)

1 priobalnog podrucja (0,68) u ispitivanoj skupini. Prosjecna porodajna masa i duljina bile su
opcenito vece (p<0,0003) u djecaka (3590 + 437 g i 51,9 = 2,13 cm; n = 143) nego u
djevojcica (3407 = 412 g i 50,7 £ 1,81 cm; n = 149). Sva novorodencad bila je dobrog

zdravlja, s najvisim vrijednostima APGAR ocjena u prvoj i petoj minuti, pretezito 10/10. Niti

jedan od mjerenih parametara (porodajna masa i duljina, APGAR) u sve novorodencadi, kao

ni razdijeljene po spolu djeteta, nije se znacajno razlikovao s obzirom na naviku pusenja majki

te podrucje prebivalista.

Tablica 11. Opce znacajke novorodencadi majki nepusacica i puSacica iz kontinentalne i

priobalne Hrvatske.

kontinentalna HR priobalna HR

n nepusacice n pusacice n nepusacice n pusacice
prosjecni parametri novorodencadi
porodajna masa (g) 123 3537 +428 73 3489 +444 49 3408 +443 47 3497 + 422
porodajna duljina (cm) 123 515+2,16 73 51,2+2,03 49  50,9+1,97 47 512+1,85
APGAR u 1. min 115 10(7-10) 63 10 (7-10) 49  10(8-10) 46 10(9-10)
APGAR u 5. min 115 10(8-10) 63 10(9-10) 49  10(8-10) 46 10(9-10)
djecaci
porodajna masa (g) 67 3606 + 446 37 3579 +437 18 3509 +419 21 3628 + 449
porodajna duljina (cm) 67 52,1+2,32 37 51,8+1,96 18 51,4+212 21 518+184
APGAR u 1. min 63 10 (7 - 10) 32 10(7-10) 18 10(8-10) 21 10(9-10)
APGAR u 5. min 63 10 (8 - 10) 32 10(9-10) 18 10(8-10) 21 10(9-10)
djevojcice
porodajna masa (g) 56 3454 + 394 36 3397 +437 31 3349 +353 26 3390+ 374
porodajna duljina (cm) 56 50,9+1,76 36 50,5+1,90 31 50,6+1,86 26 50,8+1,78
APGAR u 1. min 52 10 (8 - 10) 31 9(9-10) 31 10(8-10) 25 10 (10)
APGAR u 5. min 52 10 (9 - 10) 31 10(9-10) 31 10(8-10) 25 10 (10)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD ili medijan (raspon).
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4.2 Opce znacajke ispitanica s obzirom na ucestalost unosa hrane morskoga podrijetla i
broj amalgamskih zubnih ispuna majke

Podaci o podijeli ispitanica s obzirom na unos hrane morskoga podrijetla na tjedan
prikazani su u tablici 12. Razvidno je da ispitanice iz priobalnog podru¢ja konzumiraju vise
hrane morskoga podrijetla u odnosu na ispitanice iz kontinentalnog podru¢ju. Od ukupno 196
ispitanica iz kontinentalnoga podrucja, 11 % ispitanica iskazalo je da uopée ne konzumira
hranu morskoga podrijetla, 55 % ispitanica najviSe jedan put na tjedan, 25 % ispitanica vise od
jednom do dva puta na tjedan, a samo 9 % ispitanica konzumiralo je hranu morskoga
podrijetla viSe od dva puta na tjedan. Za razliku od njih, od ukupno 96 ispitanica iz priobalnog
podrucdja, 24 % ispitanica navelo je da konzumira morsku hranu vise od dva puta na tjedan, 32
% ispitanica vise od jednom put do dva puta na tjedan, 40 % ispitanica najvise jedan put na

tjedan, a samo 4 % ispitanica nije uopée konzumiralo hranu morskoga podrijetla.

Tablica 12. Broj i postotak ispitanica s obzirom na ucestalost unosa hrane morskog podrijetla.
ucestalost unosa hrane morskoga podrijetla kontinentalnaHR  priobalna HR

na tjedan (n =196) (n =96)
0 (ne konzumira) 21 (11 %) 4 (4 %)
konzumira najviSe jedan put 108 (55 %) 38 (40 %)
konzumira vise od jednom do dva puta 50 (25 %) 31 (32 %)
konzumira vise od dva puta 17 (9 %) 23 (24 %)

Rezultati su prikazani kao broj (postotak).

Od ukupno 215 ispitanica koje su u anketnom upitniku navele broj amalgamskim
zubnim ispuna, 18 % ispitanica iskazalo je da nema niti jednu amalgamsku ispunu, 31 %
ispitanica imalo je 1 - 2 ispune, 21 % imalo je 3 - 4 ispune, dok je 30 % ispitanica imalo >5

amalgamskih zubnih ispuna (tablica 13).

Tablica 13. Broj i postotak ispitanica s obzirom na broj iskazanih amalgamskih
zubnih ispuna.

ukupan broj amalgamskih zubnih ispuna
(prema vlastitom iskazu)

sve ispitanice (n = 215)

0 ispuna 39 (18 %)
1-2 ispuna 66 (31 %)
3-4 ispuna 46 (21 %)
> 5 ispuna 64 (30 %)
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4.3 Toksicni i esencijalni elementi u majki i novorodencadi s obzirom na naviku pusenja
i geografsko podrucje prebivanja majke

4.3.1 Toksi¢ni metali Cd i Pb u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine

Koncentracije toksicnih metala Cd 1 Pb u krvi majke (KM), posteljici (PL) 1 krvi
pupkovine (KP) u nepusacica i pusacica iz kontinentalne i priobalne Hrvatske prikazane su u
tablici 14. Rezultati pokazuju da postoje ucinci pusenja i podrucja prebivanja na koncentracije
Cd u krvi majke i u posteljici. Razlike izmedu pusacica i nepuSacica u istrazivanim
podrucjima razlog su postojanja statisticke interakcije za te parametre (testirano
dvofaktorskom ANOVA-om). Interakcije u krvi su posljedica veéih razina Cd u krvi pusacica
u kontinentalnom podrucju zbog veceg intenziteta puSenja (broj cigareta na dan) tijekom
trudnoce u tih ispitanica (p<0,05), a interakcije u posteljici radi znacajnih razlika razina Cd u
posteljici izmedu nepusacica iz kontinentalnog i priobalnog podruc¢ja. Rezultati provedenog
post hoc testa (Tukey HSD za nejednak broj uzoraka) pokazuju da je Cd u krvi majke veci kod
pusacica u odnosu na nepusacice u oba istrazivana podrucja (i to 3 puta u kontinentalnom, a 2
puta u priobalnom podrucju). Koncentracije Cd u posteljici pusacica iz oba podrucja takoder
su vec¢e u odnosu na nepusacice (1,2 - 1,6 puta), ali je statisticki znacajna razlika nadena samo
u ispitanica iz kontinentalnog podrucja. Nadeno je da nepuSalice iz priobalnoga podrucja
imaju znacajno vece (oko 1,5 put) koncentracije Cd u posteljici u odnosu na nepusacice iz
kontinentalnoga podruéja. Izmjerene koncentracije Cd u krvi pupkovine u pusadica i
nepusacica su opcenito vrlo niske (<0,1 pg/L). Usprkos tome, rezultati pokazuju ucinak
pusSenja 1 na koncentracije Cd u pupkovini.

Majc¢ina navika pusenja cigareta utjecala je osim na Cd takoder na koncentracije Pb u
svim mjerenim bioloSkim uzorcima (krvi majke, posteljici i krvi pupkovine), a geografsko

podrucje prebivaliSta nije imalo utjecaj na koncentraciju Pb u bioloskim uzorcima.
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Tablica 14. Koncentracija Cd i Pb u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine u nepusacica i pusacica iz kontinentalne i priobalne Hrvatske.

kontinentalna HR priobalna HR
n Nepusacice n pusacdice n Nepusacice n pusacdice glve}vni
ucinak

ffg/@ﬂ 116 (()6:,3??50 -0490) (16,2639 -2,31)* 49 ?64,1;54 0609 (()6,75?1 - 1,50)*,+ a,b,c
(C:;/i; sviereg tkiva) 120 ?5?5 -9,57) 3 (155 14,8)* 48 ?7'?199 -12,3)t 44 %82,';6 -14,4) ab,c
(Cfg_/ﬁ 115 ?6?(?3?1 _0082)  ©° ?6?(?;0 -0,092) 49 (()6(,)51376 0059) Y (()6(,)&9 -0,080) a
Z?gﬁ_l;ﬂ 116 %9151 15,1) 69 (1fi,35 -17,3) 49 (1;4? 13,8) 47 (1926?8 -16,5) a
Z?;k; sviereg tkiva) L2 E(3:3,L,1<554 -8,09) 73 ?4?35 -9,37) 48 (53'(,)705 -6,32) 44 ?21(,)?6 -8,90) a
?fg/ﬁ 115 ?21,7267 -9,03) 69 ?é?gg -11,5) 49 ?3'(,5:8 -7,88) 47 ((ngs -9,98) a

Rezultati su prikazani kao medijan (25 - 75 % interkvartilni raspon).

KM: krv majke; KP: krv pupkovine; PL: posteljica (placenta).
Razlike izmedu skupina (p<0,05) testirane su dvofaktorskom ANOVA-om nakon transformacije varijabli logaritmiranjem i post hoc Tukeyovim testom HSD za nejednak broj uzoraka.
* Statisticki znacajna razlika izmedu pusacica i nepusacica unutar geografskoga podrudja;

1 Statisti¢ki znaGajna razlika izmedu nepusacica ili pusacica iz kontinentalne i priobalne HR;

2 Statisticki znacajan glavni ucinak pusenja;

b Statisticki zna¢ajan glavni u¢inak podrugja prebivaliita;
¢ Statisticki znacajna interakcija izmedu ucinaka pusenja i podrucja prebivalista.



Rezultati

4.3.1.1 Korelacije koncentracija Cd i Pb izmedu ispitivanih bioloSkih matrica

Na slikama 11 i1 12 prikazane su korelacije izmedu koncentracija ispitivanih toksi¢nih
metala Cd 1 Pb u razli¢itim bioloSkim uzorcima: krvi majke, posteljici 1 krvi pupkovine.
Koncentracija Cd u krvi majke je dobro korelirana s Cd u posteljici (r = 0,64; p<0,0001), dok
je izmedu Cd u krvi majke i krvi pupkovine te Cd u posteljici i krvi pupkovine nadena slaba
korelacija (r = 0,3; p<0,05). Takoder je nadena dobra korelacija izmedu koncentracije Pb u
krvi majke i Pb u posteljici (r = 0,60; p<0,0001) te Pb u posteljici i Pb u krvi pupkovine (r =
0,61; p<0,0001), a vrlo dobra izmedu Pb u krvi majke i Pb u krvi pupkovine (r = 0,77;
p<0,0001).
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Rezultati
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Slika 11. Korelacije izmedu koncentracije Cd u krvi majke (KM) [ug/L], posteljici (PL)
[ug/kg svjezeg tkiva] i krvi pupkovine (KP) [ug/L] dobivene Pearsonovim linearnim
korelacijskim testom (nakon transformacije varijabli logaritmiranjem radi postizanja

normalne distribucije).
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Slika 12. Korelacije izmedu koncentracije Pb u krvi majke (KM) [ug/L], posteljici (PL)

[ug/kg svjezeg tkiva] i1 krvi pupkovine (KP) [ug/L] dobivene Pearsonovim linearnim
korelacijskim testom (nakon transformacije varijabli logaritmiranjem radi postizanja

normalne distribucije).
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Rezultati

U tablici 15 prikazani su koeficijenti Spearmanove korelacije izmedu broja popuSenih
cigareta na dan i biljega izloZenosti Cd i Pb u rodilja i novorodencadi. Broj popusenih cigareta
na dan pozitivno korelira s koncentracijom Cd u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine.
Takoder, medusobno su pozitivno povezane koncentracije Cd u krvi majke, posteljici i krvi

pupkovine, kao i koncentracije Pb u sva tri navedena bioloska uzorka.

Tablica 15. Spearmanov koeficijent korelacije (rs) izmedu broja popusenih cigareta,
biomarkera izlozenosti Cd i Pb u zdravih rodilja i novorodencadi (n = 292).

parametar Cd-KM Cd-PL  Cd-KP Pb-KM Pb-PL Pb-KP
broj cigareta 0,669 0,427 0,268 0,158 0,155 0,167
Cd-KM - 0,719 0,294 0,333 0,180 0,263
Cd-PL - 0,273 0,272 0,225 0,296
Cd-KP - 0,137 0,177 0,197
Pb-KM - 0,571 0,755
Pb-PL - 0,594

Statisticki zna¢ajne korelacije (p<0,05) kojima je rs> 0,25 su podebljane.
KM: krv majke; KP: krv pupkovine; PL: posteljica (placenta).

4.3.2 Esencijalni elementi Fe, Zn, Cu i Se u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine

U tablici 16 prikazane su koncentracije esencijalnih elemenata Fe, Zn, Cu i Se u krvi
majke, posteljici 1 krvi pupkovine u nepusacica i puSacica iz kontinentalne i priobalne
Hrvatske. Prikazani rezultati pokazuju da postoji uc¢inak pusenja na koncentraciju Fe i Cu u
krvi pupkovine, Zn u posteljici (vece vrijednosti u pusacica) i Se u krvi majke (niZe
vrijednosti u pusacica). Provedenim post hoc testom (Tukey HSD za nejednak broj uzoraka)
nadeno je da pusacice imaju znacajno vece koncentracije Cu u krvi pupkovine u odnosu na
nepusacice u obadva istrazivana podrucja.

Uc¢inak podrucja prebivanja naden je na koncentracije Fe 1 Se u krvi pupkovine, Zn, Cu
I Se u posteljici te Cu i Se u krvi majke. Nepusacice i pusacice iz priobalnoga podrucja u
odnosu na kontinentalno podrucje imaju statisticki znacajno vece koncentracije Fe i Se u krvi
pupkovine te Zn u posteljici, dok je koncentracija Se u krvi majke i posteljici znacajno veca
samo u nepusacica.

U ovome radu takoder su prema planu istrazivanja analizirani esencijalni elementi u
serumu. Nadene su znacajne korelacije izmedu pune krvi 1 seruma za sve elemente osim za Fe
u krvi i serumu majke te Fe i Zn u krvi i serumu pupkovine (slika 13). S obzirom da smo
primijetili veliki postotak hemolize u uzorcima seruma pupkovine, za daljnji prikaz i obradu

rezultata koristeni su rezultati dobiveni analizom pune krvi majke i pupkovine.
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Rezultati

Tablica 16. Koncentracija Fe, Zn, Cu i Se u krvi majke, posteljici te krvi pupkovine u nepusacica i pusSacica iz kontinentalne i priobalne Hrvatske.

kontinentalna HR priobalna HR
n nepusadi n X n nepusaci n v x: glavni
epusacice pusaClce epusacice pusaClce uéinak

Fe-KM 116 419+52 69 412458 49 432+65 47 42772 -
(mg/L)
Fe-PL 80,0 87,4 775 783
(mg/kg sviezeg tkiva) 20 (67,1-96,3) B (675-103) 48 (634-946) 4 (66,2-90,2) -
Fe-KP 115 530455 69 54750 49 569+67+ 47  588+57% ab
(mg/L)
Zn-KM

116 552+0,99 69 5734094 49 5584076 47 548+0,79 -
(mg/L)
Zn-pL 121 12,9 14,4 158
(mg/kg sviereg tkiva) 20 (107 - 14,1) B 114-143) 8 (139-155)f 4 (146-16,9)F ab
Zn-Kp 115 277+047 69  2:88+049 49 267+042 47 2,79+044 -
(mg/L)
Cu-KM 116 1504032 69  1,50+0,29 49 1564027 47 161+0,23 b
(mg/L)
Cu-PL 0,737 0,765 0,787 0,821
(mg/ke sviereg tkiva) 2> (0,652 - 0,870) 3 (0,678-0862) 48 (0.711-0873) 4 (0,769-0,873) b
(Crrlegﬁ 115 0,564+0,084 69 0,606+ 0,094 49 05780080 47 06310090 a
Se-KM .
o) 116  754+16,0 69 746+136 49 895+18,1i 47 8194156 ab
Se-PL 167 166 196 186
(ng/kg svjezeg tkiva) 123 (145 - 187) 3 (144 - 198) 48 (181 - 212)t a4 (177 - 204) b
(SSQ;T_F; 115 736+122 69  733+146 49 867=134F 47 833+128% b

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD ili medijan (25 - 75 % interkvartilni raspon).

KM: krv majke; KP: krv pupkovine; PL: posteljica (placenta).

Razlike izmedu skupina (p<0,05) testirane su dvofaktorskom ANOVA-om nakon transformacije varijabli logaritmiranjem i post-hoc Tukeyovim testom HSD za nejednak broj uzoraka.
* Statisticki znacajna razlika izmedu pusadica i nepusacica unutar geografskoga podrudja;
Statisticki znaCajna razlika izmedu nepusacica ili pusacica iz kontinentalne i priobalne HR;
2 Statisticki znacajan glavni u¢inak pusenja;

P Statisticki znacajan glavni u¢inak podrucja prebivalista;
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Slika 13. Korelacije izmedu koncentracija esencijalnih elemenata u krvi i serumu dobivene Pearsonovim linearnim korelacijskim testom.
SM: serum majke; SP: serum pupkovine; KM: krv majke; KP: krv pupkovine.
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Rezultati

4.3.2.1 Korelacije koncentracija esencijalnih elemenata Fe, Zn, Cu i Se izmedu
ispitivanih bioloskih matrica

U tablici 17 prikazani su koeficijenti Spearmanove korelacije izmedu broja popuSenih
cigareta na dan i koncentracija esencijalnih elemenata u rodilja i novorodencadi. Iz rezultata je
vidljivo da broj popusenih cigareta na dan pozitivno korelira s koncentracijom Cu u krvi
pupkovine. U krvi majke, Fe pozitivno korelira sa Zn i Se, Zn sa Se, Cu sa Se; u posteljici Fe
korelira s Cu, Zn's Cu i Se; a u krvi pupkovine nadena je pozitivna korelacija izmedu Fe i Cu
te Fe i Se. Takoder, medusobno su pozitivno povezane koncentracije Zn u krvi majke i
pupkovine, Cu u krvi majke i posteljici, a koncentracije Se su korelirale izmedu sva tri

bioloska uzorka.

Tablica 17. Spearmanov koeficijent korelacije (rs) izmedu broja popusenih cigareta, biomarkera
statusa esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu i Se) u zdravih rodilja i novorodencadi (n = 292).

parametar Fe-KM Fe-PL  Fe-KP Zn-KM Zn-PL  Zn-KP Cu-KM Cu-PL Cu-KP Se-KM = Se-PL  Se-KP

broj cigareta  -0,008 0,081 0,200 0,056 0,173 0,100 0,061 0,093 0,268 -0,050 0,071 0,029

Fe-KM - 0,077 0,200 0,423 -0,012 0,051 0,029 -0,138 0,029 0,341 -0,020 -0,091
Fe-PL - 0106 0,139 0,083 0,170 -0,035 0,292 0,180 0,012 -0,071 0,021
Fe-KP - -0,004 0,196 0,110 0,018 0,139 0,600 0,071 0,131 0,269
Zn-KM - 0214 0,341 0,187 0,199 0,108 0,307 0,011 -0,051
Zn-PL - 0,142 0,071 0,468 0,127 0,132 0416 0,193
Zn-KP - 0,034 0,186 0,214 0,029 -0,051 0,016
Cu-KM - 0,391 0,145 0,275 0,062 -0,040
Cu-PL - 0,239 0,064 0,169 0,105
Cu-KP - 0,021 0,052 0,123
Se-KM - 0,266 0,523
Se-PL - 0,364

Statisti¢ki znac¢ajne korelacije (p<0,05) kojima je rs> 0,25 su podebljane.
KM: krv majke; KP: krv pupkovine; PL: posteljica (placenta).
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Rezultati

4.3.3 Omjer esencijalnih elementa i Cd u posteljici s obzirom na naviku pusenja majke

Na slici 14 prikazani su omjeri medijana Fe/Cd, Zn/Cd, Cu/Cd i Se/Cd u posteljici.

Rezultati pokazuju da osim poviSene koncentracije Cd, puSaice u odnosu na nepusacice

imaju snizene omjere esencijalnih metala i Cd u posteljici.
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Slika 14. Omjer Fe/Cd, Zn/Cd, Cu/Cd i Se/Cd u posteljici (PL) nepusacica (©) i pusacica (e®).
Rezultati su prikazani kao medijan i 25 - 75 % interkvartilnim rasponom. Cd i Se su prikazani
u ng/kg, a Fe, Zn i Cu u mg/kg. Razlika izmedu pusacica (n = 117) i nepusacica (n = 171)
testirana je Mann—Whitneyovim U-testom (p<0,05) i oznacena je zvjezdicom (*).
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Rezultati

4.4 Hg i Se u majki i novorodencadi s obzirom na unos hrane morskog podrijetla i
amalgamske zubne ispune majke

4.4.1 Hg i Se u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine: utjecaj hrane morskoga podrijetla

Koncentracija Hg u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine s obzirom na ucestalost
unosa hrane morskoga podrijetla (uglavnom ribe) u kontinentalnoj i priobalnoj Hrvatskoj
prikazana je na slici 15. Znacajne razlike izmedu podskupina oznacene su razli¢itim slovima.

U svim mjerenim bioloskim uzorcima s ucestalom konzumacijom hrane morskoga
podrijetla rasla je koncentracija Hg. Takoder, koncentracija Hg u krvi pupkovine veca je u
odnosu na Hg u krvi majke. Ispitanice koje konzumiraju hranu morskoga podrijetla barem
jedan puta na tjedan imaju koncentracija Hg u krvi majke 2 puta, u posteljici 1,5 puta i u krvi
pupkovine 3 puta vecu u odnosu na majke koje ne konzumiraju hranu morskoga podrijetla.
Kod ispitanica koje konzumiraju hranu morskoga podrijetla viSe od dva puta na tjedan taj
omjer je puno veci i kre¢e se u krvi majke oko 7 puta, u posteljici oko 3 puta i u krvi
pupkovine vise od 10 puta u odnosu na majke koje ne konzumiraju hranu morskoga podrijetla
(p<0,0001).

Na slici 16 prikazane su koncentracije Se u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine s
obzirom na ucestalost unosa hrane morskoga podrijetla rodilja iz kontinentalne i priobalne
Hrvatske. Iz rezultata je vidljiv porast koncentracije Se s unosom hrane morskoga podrijetla.
Ispitanice koje konzumiraju hranu morskoga podrijetla viSe od dva puta na tjedan u odnosu na
ispitanice koje ne konzumiraju ili konzumiraju jedan puta na tjedan hranu morskoga podrijetla
imaju 1,1 do 1,3 puta vece koncentracije Se u krvi majke i pupkovine (p<0,05). Takoder
ispitanice iz priobalnog podru¢ja imaju nesSto vecu koncentraciju Se u svim mjerenim

biolo§kim uzorcima u odnosu na ispitanice iz kontinentalnog podrucja.
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Rezultati
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Slika 15. Koncentracije Hg u krvi majke, posteljici 1 krvi pupkovine s obzirom na ucestalost
unosa hrane morskoga podrijetla u kontinentalnoj (A) i priobalnoj (A ) HR. Rezultati su
prikazani kao medijan i 25 - 75 % interkvartilni raspon. Razlike izmedu skupina (p<0,05)
nakon transformacije varijabli logaritmiranjem testirane su jednofaktorskom ANOVA-om i
post hoc Bonferronievim testom (broj uzoraka u svakoj podskupini naveden je u tablici 12).

1 — ne konzumira hranu morskoga podrijetla;

2 — konzumira hranu morskoga podrijetla najvise jedan puta na tjedan;

3 — konzumira hranu morskoga podrijetla vise od jednom do dva puta na tjedan;
4 — konzumira hranu morskoga podrijetla vise od dva puta na tjedan.



Rezultati
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Slika 16. Koncentracije Se u krvi majke, posteljici 1 krvi pupkovine s obzirom na ucestalost
unosa hrane morskoga podrijetla u kontinentalnoj (A) 1 priobalnoj ( A) HR. Rezultati su
prikazani kao medijan i 25 - 75 % interkvartilni raspon. Razlike izmedu skupina (p<0,05)
nakon transformacije varijabli logaritmiranjem testirane su jednofaktorskom ANOVA-om i
post hoc Bonferronievim testom (broj uzoraka u svakoj podskupini prikazan je u tablici 12).

1 — ne konzumira hranu morskoga podrijetla;

2 — konzumira hranu morskoga podrijetla najvise jedan puta na tjedan;

3 — konzumira hranu morskoga podrijetla vise od jednom do dva puta na tjedan;
4 — konzumira hranu morskoga podrijetla vise od dva puta na tjedan.



Rezultati

4.4.1.1 Korelacije koncentracija Hg izmedu ispitivanih bioloSkih matrica

Korelacije izmedu koncentracije Hg u krvi majke, krvi pupkovine 1 posteljici
prikazane su na slici 17. Pearsonovi koeficijenti korelacije (r>0,80; p<0,0001) izmedu sva

tri mjerena bioloska uzorka veci su od koeficijenata za ostale ispitivane metale.
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Slika 17. Korelacije izmedu koncentracije Hg u krvi majke (KM) [ug/L], posteljici (PL)
[ua/kg] i krvi pupkovine (KP) [ug/L] dobivene Pearsonovim linearnim korelacijskim testom
nakon transformacije varijabli logaritmiranjem radi postizanja normalne distribucije.
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Rezultati

4.4.2 Hg u serumu majke i pupkovine s obzirom na amalgamske zubne ispune u majke:
koncentracija u serumu kao biljeg izloZenosti Hg®

U tablici 18 prikazane su koncentracije Hg u serumu majke, posteljici i serumu
pupkovine u ispitanica s i bez amalgamskih zubnih ispuna. Ispitanice s amalgamskim
ispunama imaju statisticki vecu koncentraciju Hg u serumu majke i pupkovine u odnosu na
ispitanice bez amalgamskih ispuna, dok nije nadena razlika za koncentraciju Hg u posteljici.

Na slici 18 prikazana je koncentracija Hg u serumu majke i pupkovine s obzirom na
broj amalgamskih zubnih ispuna. S povecanjem broja amalgamskih zubnih ispuna majke
postupno raste i koncentracija Hg u serumu majke i pupkovine, bez obzira na ¢injenicu da

rezultati nisu korigirani na unos hrane morskog podrijetla.

Tablica 18. Koncentracija Hg u serumu majke, posteljici i serumu pupkovine s obzirom
na amalgamske zubne ispune.

ispitanice bez ispitanice s amalgamskim
amalgamskih ispuna ispunama
(n=39) (n=176)

serum majke 0,34 0,44*

(na/L) (0,16-0,50) (0,23-0,77)

posteljica 3,28 3,85

(ng/kg svjezeg tkiva) (2,03-7,22) (1,94-8,03)

serum pupkovine 0,24 0,36*

(ng/L) (0,12-0,42) (0,20-0,62)

Rezultati su prikazani kao medijan (25 - 75 % interkvartilni raspon).
Razlike izmedu skupina (p<0,05) testirane su Mann—Whitneyovim U-testom (p<0,05) i oznacene
zvjezdicom (*).
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1,54
1 serum majke
_ [ serum pupkovine
fs)
= 1,01 T
> .
=
o
73
S 0,5_ —" T —lr
o
g Ll T
O [ A
0,0

0 1-2 3-4 25
Broj amalgamskih ispuna

Slika 18. Koncentracija Hg u serumu majke i pupkovine s obzirom na broj amalgamskih
zubnih ispuna. Rezultati su prikazani kao medijan i 25 - 75 % interkvartilni raspon
(broj uzoraka u svakoj skupini naveden je u tablici 12).

4.4.3 Medudjelovanje Hg i Se s obzirom na dob majke i izvore izloZenosti

Spearmanovi koeficijenti korelacije (rs) izmedu dobi majke, ucestalosti unosa hrane
morskoga podrijetla, broja amalgamskih ispuna i bioloskih biljega izloZenosti Hg i stanja Se
prikazani su u tablici 19. Pozitivna korelacija nadena je izmedu unosa hrane morskoga
podrijetla i koncentracije Hg u svim mjerenim bioloSkim uzorcima te Se u Kkrvi majke,
posteljici i krvi pupkovine; izmedu Hg i Se u krvi i serumu majke i pupkovine (osim vrlo
slabe korelacije Hg u serumu pupkovine i Se u serumu majke); izmedu Hg u posteljici i Se
svim mjerenim bioloSkim uzorcima te Se u posteljici i Hg u krvi majke 1 pupkovine. Takoder,
nadene su vrlo dobre do izvrsne medusobne povezanosti izmedu koncentracija Hg u svim
mjerenim bioloskim uzorcima (serum 1 krv majke, posteljica te serum i krv pupkovine), dok
su nadene medusobne povezanosti izmedu koncentracija Se u mjerenim uzorcima bile vrlo

slabe (rs=0,2) ili slabe, osim vrlo dobre (rs~0,8) povezanosti Se u krvi i serumu majke.
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Tablica 19. Spearmanov koeficijent korelacije (rs) izmedu dobi majke, uéestalosti unosa morske hrane, broja amalgamskih zubnih ispuna,
biomarkera izlozenosti Hg i esencijalnog elementa Se (n = 292).

”;‘r’;f;a brojispuna  Hg-KM  Hg-SM  Hg-PL  Hg-KP  Hg-SP  Se-KM Se-SM  Se-PL  Se-KP  Se-SP
dob majke 0,169 003 0202 0151 0136 0179 0,189 0,134 0130 0064 0073 0,087
morska hrana - 0087 0501 0322 0430 0527 0,388 0276 0139 0277 0201 0,173
broj ispuna - 0041 0159 0025 -0037 0164  -0018 0001 -0,038 -0,052 0,033
Hg-KM - 0,822 0856 0844 0,783 0,485 0292 0277 0423 0,289
Hg-SM - 0777 0679 0777 0453 0316 0194 0385 0,294
Hg-PL - 0832 0,774 0431 0270 0264 0454 0,275
Hg-KP - 0,774 0,490 0,300 0257 0518 0,364
Hg-SP ; 0,410 0230 0214 0419 0,348
Se-KM - 0,796 0266 0523 0,264
Se-SM - 0188 0306 0,205
Se-PL - 0364 0,208
Se-KP - 0,550

0.

Statisticki znacajne korelacije (p<0,05) kojima je rs> 0,25 su podebljane.
KM: krv majke; SM: serum majke; KP: krv pupkovine; SP: serum pupkovine; PL: posteljica (placenta)
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4.5 Koncentracija MT2 i slobodnih tiolnih (-SH) skupina u serumu rodilja

U tablici 20 prikazani su rezultati koncentracija MT2 u podskupini ispitanica za koje
su postojali neodmrzavani i pravilno pohranjeni uzorci seruma.

Iako je koncentracija MT2 u serumu pusacica nesto veca u odnosu na nepusacice, nije
pronadena razlika izmedu pusacica i nepusacica (p>0,05). S druge strane, rezultati
koncentracija slobodnih tiolnih (—SH) skupina u serumu rodilja nepusaica i pusacica
pokazuju nizu koncentraciju slobodnih tiolnih skupina u serumu pusacica u odnosu na

nepusacice (p<0,05).

Tablica 20. Koncentracija MT2 i slobodnih tiolnih skupina (~SH) u serumu
zdravih rodilja, nepusacica 1 pusacica.

nepusacice pusacdice
MT2 (ng/mL) 49 0,88+0,45 47 1,02+0,61
—SH (mmol/L) 43 0,524+0,150 45 0,421+0,186*

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.
Razlike izmedu skupina (p<0,05) testirane su Studentovim t-testom i oznacene zvjezdicom (*).

4.6 Koncentracija steroidnih hormona (P4 i E2) u posteljici: pusSacice vS. nepusacice

Rezultati analize steroidnih hormona progesterona (P4) i estradiola (E2) u posteljici
prikazani su u tablici 21. U ovome istrazivanju nisu nadene razlike u koncentracijama

progesterona i estradiola u posteljici izmedu puSacica i nepusacica.

Tablica 21. Koncentracija steroidnih hormona progesterona i estradiola u
posteljici zdravih rodilja, nepuSacica 1 pusacica.

Nepusacice pusatice
n =169 n=117
1060 1068
progesteron (P4) (ng/g) (764-1492) (773-1402)
_ 44,5 53,1
estradiol (E2) (ng/g) (23,0-74,4) (32,6-80,2)

Rezultati su prikazani kao medijan (25 - 75 % interkvartilni raspon).
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4.7 Polimorfizam MT2A rs228366003 (c.-77A>G) u ispitanica
4.7.1. Ucestalost MT2A rs228366003 u ispitanica

U ovome doktorskome radu analiza polimorfizma MT2A provedena je na ukupno 268
ispitanica. Genotipizacija ispitanica pokazala je da je 94,4 % ispitanica homozigotnoga
divljega tipa, odnosno AA genotipa. Heterozigotni divlji tip (AG) bio je prisutan u 5,2 %
ispitanica, dok je homozigotni rijetki tip (GG) bio prisutan kod samo 1 ispitanice. S obzirom
na malu pojavnost alela G, ispitanice su za daljnju statisticku obradu i tumacenje rezultata
svrstane u dvije skupine: osobe bez alela G (AA genotip) i nositeljice alela G (AG/GG
genotip). Ukupan broj i postotak ispitanica s obzirom na polimorfizam MT2A rs228366003
prikazana je u tablici 22.

Tablica 22. Podjela ispitanica s obzirom na polimorfizam MT2A rs228366003.

tip polimorfizma n %
homozigotni divlji tip (AA genotip) 253 94,4
heterozigotni tip (AG genotip) 14 5,2
homozigotni rijetki tip (genotip GG) 1 0,4

Rezultati su prikazani kao broj i postotak.

4.7.2. MT2A rs228366003 (c.-77A>G) te toksi¢ni i esencijalni elementi u krvi majke,
posteljici i krvi pupkovine s obzirom na naviku puSenja majke

Slika 19 prikazuje koncentracije toksi¢nih metala (Cd, Pb) u krvi majke, posteljici i
krvi pupkovine u nepusacica i pusacica s obzirom na polimorfizam MT2A rs228366003.
Statisti¢ka znacajna razlika izmedu nositeljica alela G (AG/GG genotip) i ispitanica bez alela
G (AA genotip) nije pronadena za Cd i Pb ni U jednom analiziranom bioloSkom uzorku.

Na slici 20 prikazana je koncentracija Hg u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine u
nepusacica i pusacica s obzirom na polimorfizam MT2A rs228366003. Buduci da su rezultati
pokazali da puSenje majke ne utjeCe na koncentracije Hg niti u jednom od bioloskih uzoraka,
prikazani su takoder i rezultati bez razdjeljivanja ispitanica s obzirom na pusSacke navike
majke. Utjecaj polimorfizma na koncentraciju Hg nije naden.

Koncentracije esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu, i Se) u krvi majke, posteljici i krvi
pupkovine u nepusacica i pusacica s obzirom na polimorfizam MT2A rs228366003 prikazane
su na slici 21. Statisticki znacajna razlika izmedu nositeljica alela G (AG/GG genotip) vs.

ispitanica bez alela G (AA genotip) nije nadena za Zn, Cu, i Se u svim mjerenim bioloskim
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uzorcima. U ovom istrazivanju nadeno je samo snizeno Fe u posteljici nepusSacica nositeljica

alela G (AG/GG genotip) u odnosu na AA genotip (p<0,05).

krv majke posteljica krv pupkovine
20 (x5) (x10)
g 15
g
S 10
g
o)
O 5-
0] o}
0 @i cni
AA AG/GG AA AG/IGG AA AG/GG
krv majke posteljica krv pupkovine
20+
15+ -

<
|
®
®

Pb, pg/L ili pug/kg

T

hp

AA AG/GG AA AG/IGG AA AG/GG

Slika 19. Koncentracija Cd i Pb u zdravih rodilja, nepusacica (o) i pusacica (e)

s obzirom na polimorfizam MT2A rs228366003. Rezultati su prikazani kao medijan
i 25 - 75 % interkvartilni raspon. (AA nepusSacice n = 147; AA pusacice n = 106;
AG/GG nepusacice n = 9; AG/GG pusacice n = 6).

Vrijednosti koncentracija Cd u krvi majke povecane su 5, a u krvi pupkovine 10 puta
radi preglednijeg usporednog prikaza u tri mjerene matrice.
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krv majke posteljica krv pupkovine

Hg, ng/L ili pg/kg

iR AR

AA AG/GG AA AG/IGG AA AG/IGG

10- krv majke posteljica  krv pupkovine

Hg, pg/L ili pg/kg

IR ARERAERE

AA  AG/IGG AA AG/IGG AA AG/GG

Slika 20. Koncentracija Hg u zdravih rodilja s obzirom na polimorfizam MT2A rs228366003
A) nepusacica (0) i puSacica (®) (AA nepusacice n = 147; AA pusacice
n = 106; AG/GG nepusacice n = 9; AG/GG pusacice n = 6);
B) bez obzira na pusacke navike majki (A) (AA n = 253; AG/GG n = 15).
Rezultati su prikazani kao medijan i 25 - 75 % interkvartilni raspon.
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Slika 21. Koncentracija Fe, Zn, Cu i Se u zdravih rodilja, nepusacica (o) i pusacica (@) s obzirom na polimorfizam MT2A rs228366003.
Rezultati su prikazani kao medijan i 25 - 75 % interkvartilni raspon (AA nepusacice n = 147; AA pusacice n = 106; AG/GG nepusacice
n =9; AG/GG pusacice n = 6). Razlika izmedu skupina (p<0,05) testirana je Man—Whitneyevim U-testom i ozna¢ena zvjezdicom (*).
Vrijednosti koncentracija Fe u posteljici povecane su 5 puta radi preglednijeg usporednog prikaza u tri mjerene matrice.
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4.7.3 MT2A rs228366003 (c.-77A>G) i MT2 u serumu ispitanica s obzirom na naviku
pusenja

Na slici 22 prikazana je koncentracija MT2 u serumu rodilja nepusacica i pusacica s
obzirom na polimorfizam MT2A rs228366003. Koncentracija MT2 u serumu ispitanica bila
je 0,94 + 0,54 ng/mL. Iako je koncentracija MT2 u serumu pusacica bila veéa (1,01 = 0,61
ng/mL, n = 47) u odnosu na nepusacice (0,88 = 0,45 ng/mL, n = 49) ova razlika nije

statisticki znacajna.

MT2, ng/mL
- —_ N
g ¥ @©

o
($)]
|

o
o

AA AG/GG

Slika 22. Koncentracija MT2 u serumu rodilja, nepusacica () i pusacica (®)
s obzirom na polimorfizam MT2A rs228366003.
Rezultati su prikazani kao medijan i 25 - 75 % interkvartilni raspon
(AA nepusacice n = 45; AA pusacice n = 43; AG/GG nepusacice n = 4,
AG/GG pusacice n = 4).
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4.8 Procjena utjecaja MT2A rs228366003 (c.-77A>G) na koncentracije metala i MT2:
rezultati postupne viSestruke linearne regresijske analize

S obzirom na kompleksnu medusobnu povezanost ispitivanih parametara i doprinose
izlozenosti ispitanica razinama toksi¢nih i esencijalnih elemenata, primjenom metode
postupne visestruke regresije ispitani su medusobni odnosi uz kontrolu svih parametara koji

mogu utjecati na te odnose.

Toksicni metali Pb, Cd i Hg

Analizom postupne viSestruke regresije procijenjeni su potencijalni prediktori za
koncentracije Cd i Pb u krvi majke i posteljici, a model je ukljucivao sljedeée nezavisne
varijable: podruéje prebivaliSta (priobalje vs. kontinent), dob majke, obrazovanje majke, broj
porodaja, prirast tjelesne mase u trudnoci, broj popusenih cigareta na dan, uzimanje
vitaminsko/ mineralnih dodataka prehrani, ucestalost unosa hrane morskog podrijetla i
polimorfizam MT2A (AG/GG vs. AA genotip) (tablica 23). Iz dobivenog modela vidljivo je
da broj popusenih cigareta na dan znacajno doprinosi porastu koncentracije Cd u krvi majke
I posteljici dok je obrazovanje majke negativno povezano s koncentracijom Cd u krvi majke
odnosno majke (rodilje) s ve¢im stupnjem obrazovanja imaju nize vrijednosti Cd u Kkrvi.
Osim broja popusenih cigareta na dan prebivaliSte u priobalnom podrucju, maj¢ine godine i
prirast tjelesne mase u trudno¢i takoder su pozitivno povezani s koncentracijom Cd u
posteljici. Negativna povezanost nadena je izmedu koncentracije Pb u krvi majke i posteljici
te uzimanja vitaminsko/ mineralnih dodataka prehrani i stupnja obrazovanja majke, dok je
dob majke pozitivno povezana s Pb u krvi majke, a prirasta tjelesne mase s Pb u posteljici.

U tablici 24 prikazani su regresijski koeficijenti potencijalnih prediktora za
koncentraciju Hg u krvi i serumu majke i pupkovine te posteljici dobiveni postupnom
viSestrukom regresijskom analizom, a u model su ukljucene sljede¢e nezavisne varijable:
podrucje prebivalista (priobalje vs. kontinent), dob majke, obrazovanje majke, broj porodaja,
prirast tjelesne mase u trudno¢i, uzimanje vitaminsko/ mineralnih dodataka prehrani,
ucestalost unosa hrane morskog podrijetla, broj amalgamskih zubnih ispuna i polimorfizam
MT2A (AG/GG vs. AA genotip). Rezultati pokazuju da je unos hrane morskoga podrijetla i
prebivanje u priobalnom podrucju pozitivno povezano s koncentracijom Hg u krvi majke 1
pupkovine te posteljici. Medutim, broj amalgamskih zubnih ispuna pozitivno je povezan
samo s Hg u krvi majke i posteljici. Za razliku od Hg u krvi, Hg u serumu majke i pupkovine
statisticki je pozitivno povezana s brojem amalgamskih ispuna, uz unos hrane morskoga

podrijetla i prebivanje u priobalnom podrucju kao takoder znacajnih prediktora.
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Tablica 23. Regresijski

koeficijenti

potencijalnih prediktora dobiveni

postupnom

visestrukom regresijskom analizom za koncentraciju Cd i Pb u krvi majke i posteljici*.

zavisna standardizirani  nestandardizirani
varijabla koeficijent koeficijent t p
B+ SE B +SE
model: n=260; R?=0,50; F(4,253)=64,4; p<0,0001
S odsjecak 92+72 1,28 0,202
4 broj cigareta na dan 0,70 £ 0,04 0,100 + 0,006 15,8 <0,0001
3 obrazovanje 0,12+ 0,04 -0,10+0,04  -2,55 0,01
= podruéje prebivalista: priobalje -0,06 + 0,04 -0,10 + 0,07 -1,42 0,16
dob majke 0,06 + 0,04 0,010 + 0,007 1,36 0,17
model: n=260; R?=0,27; F(6,253)=3,32; p=0,0036
odsjecak 9,79 +5,43 1,80 0,07
s uzimanje dodataka prehrani -0,15+ 0,06 -0,15+ 0,06 -2,48 0,01
X obrazovanje -0,16 + 0,06 -0,08 + 0,03 -2,58 0,01
o dob majke 0,15+ 0,06 0,014 + 0,006 2,47 0,01
=5 podrugje prebivalista: priobalje -0,08 £ 0,06 -0,07+0,05 -1,32 0,19
broj cigareta na dan 0,08 + 0,06 0,006 + 0,004 1,31 0,19
polimorfizam MT2A: AG/GG -0,07 +0,06 -0,12+0,11 -1,09 0,27
model: n=250; R?=0,28; F(8,247)=12,10; p<0,0001
odsjecak -18,9 £5,58 -3,38 0,0008
broj cigareta na dan 0,37 + 0,06 0,034 + 0,005 6,70  <0,0001
- podrugje prebivaliSta:priobalje 0,20 + 0,06 0,20 + 0,05 3,71 0,0003
% dob majke 0,20 + 0,06 0,021 + 0,006 3,25 0,001
o prirast tjelesne mase 0,15+ 0,06 0,014 + 0,006 2,63 0,01
£ polimorfizam MT2A: AG/GG -0,08 + 0,05 -0,18 +0,11 -1,58 0,12
obrazovanje -0,09 + 0,05 -0,05+0,03 -1,54 0,12
uzimanje dodataka prehrani -0,08 + 0,06 -0,09+ 0,06 -1,43 0,16
broj porodaja -0,07 +0,06 -0,04 +0,03 -1,13 0,26
model: n=250; R?=0,09; F(5,250)=5,08; p=0,0002
. odsjecak 2,36 +0,28 8,45  <0,0001
= prirast tjelesne mase 0,17 + 0,06 0,020 + 0,007 2,73 0,007
.D_é obrazovanje -0,15 + 0,06 -0,11 £ 0,04 -2,56 0,01
b=t uzimanje dodataka prehrani -0,16 + 0,06 -0,22 + 0,08 -2,57 0,01
- polimorfizam MT2A: AG/GG -0,09 + 0,06 -0,24 £0,15 -1,53 0,13
broj porodaja -0,09 + 0,06 -0,06 + 0,04 -1,46 0,14

*Model je uklju¢ivao sljedece nezavisne varijable: podruéje prebivalista (1 = kontinent, 2 = priobalje), broj cigareta na
dan, dob majke, obrazovanje (1 = NKV, 2 = SSS, 3 = VSS, 4 = VSS), broj porodaja, prirast tjelesne mase tijekom
trudnoce, uzimanje vitaminsko/ mineralnih dodataka prehrani (1 = ne, 2 = da), uestalost unosa hrane morskog podrijetla
i polimorfizam MT2A (1 = AA genotip, 2 = AG/GG genotip).
KM: krv majke; PL: posteljica (placenta).

Statisticki znacajni (p<0,05) koeficijenti su podebljani.
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Tablica 24. Regresijski koeficijenti potencijalnih prediktora dobiveni postupnom visestrukom
regresijskom analizom za koncentraciju Hg u krvi i serumu majke i pupkovine te posteljici.*

zavisna

standardizirani

nestandardizirani

- koeficijent koeficijent t p
varijabla B+ SE B+ SE
model: n=196; R?=0,40; F(7,187)=15,9; p<0,0001
odsjecak -88,2+13,1 -6,99 <0,0001
konzumacija morske hrane 0,38 £ 0,06 0,43 + 0,06 6,52 <0,0001
s podrudje prebivali§ta; priobalje 0,43 + 0,06 0,86 +0,12 6,95 <0,0001
X amalgamski ispuni
2 1-2vs.0 0,20 + 0,08 0,44 +0,17 2,53 0,01
b=t 3-4vs.0 0,23 + 0,08 0,54 +0,18 2,98 0,003
- >5vs. 0 0,35+ 0,08 0,76 +£0,18 4,98 <0,0001
obrazovanje majke 0,10 + 0,06 0,11 +0,06 1,77 0,08
polimorfizam MT2A: AG/GG -0,07 £ 0,06 -0,37 £ 0,27 -1,34 0,18
model: n=196; R?=0,41; F(6,186)=19,0; p<0,0001
odsjecak -79,6 £14,2 -5,58 <0,0001
= konzumacija morske hrane 0,44 + 0,06 0,59 + 0,08 7,49 <0,0001
X podrugje prebivaliSta; priobalje 0,33 +0,06 0,78+0,14 5,58 <0,0001
f" polimorfizam MT2A: AG/GG -0,10 + 0,06 -0,62+0,34 -1,82 0,07
= obrazovanje majke 0,10 + 0,06 0,13 +0,08 1,71 0,09
broj porodaja -0,09 + 0,06 -0,15+0,09 -1,64 0,10
prirast tjelesne mase 0,09 + 0,06 0,02 +0,01 1,53 0,13
model: n=196; R?=0,30; F(7,188)=11,5; p<0,0001
odsjecak -83,0+12,2 -6,79 <0,0001
podrudje prebivali§ta; priobalje 0,44 + 0,07 0,80+0,12 6,68 <0,0001
s amalgamski ispuni
D 1-2vs.0 0,22 + 0,08 0,42 +0,17 2,52 0,01
£ 3-4vs.0 0,27 + 0,08 0,59+0,18 3,31 0,001
= >5vs. 0 0,42 +0,09 0,83+0,18 4,71 <0,0001
konzumacija morske hrane 0,20 £ 0,06 0,20 £ 0,06 3,11 0,002
obrazovanje majke 0,13 +0,06 0,13+ 0,06 2,12 0,03
polimorfizam MT2A: AG/GG -0,10 + 0,06 -0,42 +0,27 -1,56 0,12
model: n=196; R?=0,31; F(7,184)=7,43; p<0,0001
odsjecak -389+11,1 -3,51 0,0006
konzumacija morske hrane 0,39 + 0,06 0,35+ 0,06 6,08 <0,0001
= amalgamski ispuni
» 1-2vs.0 0,28 +0,09 0,48 + 0,15 3,14 0,002
£ 3-4vs.0 0,29 + 0,08 0,55+ 0,16 3,33 0,001
1= >5vs.0 0,39 + 0,09 0,69+ 0,16 4,26 <0,0001
podrucje prebivali§ta; priobalje 0,23 + 0,06 0,36 £0,11 3,33 0,001
broj porodaja -0,10 + 0,06 -0,10+0,07 -1,52 0,13
polimorfizam MT2A: AG/GG -0,09 + 0,06 -0,35+0,24 -1,46 0,14
model: n=196; R?=0,35; F(8,183)=11,2; p<0,0001
odsjecak -81,6 £13,7 -5,96 <0,0001
konzumacija morske hrane 0,33+ 0,06 0,38 £ 0,07 5,28 <0,0001
. podrucje prebivali§ta; priobalje 0,39 +0,06 0,81+0,13 6,04 <0,0001
= prirast tjelesne mase 0,12 + 0,06 0,03+0,01 2,05 0,04
> amalgamski ispuni
< 1-2vs.0 0,14 + 0,08 0,31+0,19 1,61 0,11
= 3-4vs.0 0,17 40,08 0,43+0,21 2,09 0,04
>5vs. 0 0,19 +0,09 0,43+0,20 2,15 0,03
obrazovanje majke 0,12 + 0,06 0,14 + 0,07 1,96 0,05
polimorfizam MT2A: AG/GG -0,11 + 0,06 -0,38 +£0,30 -1,45 0,15

*Model je ukljuéivao sljedece nezavisne varijable: podruéje prebivalista (1 = kontinent, 2 = priobalje), broj cigareta na dan,
dob majke, obrazovanje (1 = NKV, 2 = SSS, 3 = VSS, 4 = VSS), broj porodaja, prirast tjelesne mase tijekom trudnoce,
uzimanje vitaminsko/ mineralnih dodataka prehrani (1 = ne, 2 = da), uCestalost unosa hrane morskog podrijetla, broj
amalgamskih zubnih ispuna (1 =0,2=1-2vs. 0,3 =3-4vs. 0, 4 =>5vs. 0) i polimorfizam MT2A (1=AA genotip,
2=AG/GG genotip).
KM: krv majke; KP: krv pupkovine; SM: serum majke; SP: serum pupkovine; PL: posteljica (placenta).

Statisti¢ki znacajni (p<0,05) koeficijenti su podebljani.
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Rezultati

Esencijalni elementi Fe, Zn, Cu i Se

U tablici 25 prikazani su regresijski koeficijenti potencijalnih prediktora za
koncentracije esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu, Se) u posteljici dobiveni analizom
postupne visestruke regresije. Model je ukljucivao sljede¢e nezavisne varijable: In(Cd-KM),
In(Pb-KM), In(Hg-KM), podrugje prebivalista (priobalje vs. kontinent), broj cigareta na dan,
dob majke, obrazovanje majke, broj porodaja, prirast tjelesne mase, uzimanje vitaminsko/
mineralnih dodataka prehrani, ucestalost unosa hrane morskog podrijetla, polimorfizam
MT2A (AG/GG vs. AA genotip) i koncentraciju testiranog esencijalnog elementa u Kkrvi
majke. Rezultati pokazuju da je koncentracija Fe u posteljici negativno povezana s brojem
porodaja. Koncentracija Zn u posteljici pozitivno je povezana s prebivali§tem u priobalnom
podrucju, Zn u krvi majke i prirastom tjelesne mase u trudno¢i, a negativno s dobi majke.
Koncentracija Cu u posteljici pozitivno je povezana s Cu u krvi majke i prirastom tjelesne
mase u trudnodi, a negativno s brojem porodaja. Koncentracija Se u posteljici pozitivno je
povezana s ucestalosti unosa hrane morskog podrijetla, Se u krvi majke i prebivaliS§tem u
priobalnom podrucju.

Analizom postupne visestruke regresije takoder su procijenjeni potencijalni
prediktori za koncentracije esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu, Se) u krvi pupkovine, a
model je ukljucivao sljedece nezavisne varijable: In(Cd-KM), In(Cd-PL) In(Pb-KM), In(Pb-
PL), In(Hg-KM), In(Hg-PL), podruéje prebivalista (priobalje vs. kontinent), broj cigareta na
dan, dob majke, obrazovanje majke, broj porodaja, prirast tjelesne mase, uzimanje
vitaminsko/ mineralnih dodataka prehrani, ucestalost unosa hrane morskog podrijetla,
polimorfizam MT2A (AG/GG vs. AA genotip) i koncentraciju testiranog esencijalnog
elementa u krvi majke i posteljici (tablica 26). Rezultati pokazuju da je Fe u krvi pupkovine
pozitivno povezano s prebivaliStem u priobalnom podrucju, prirastom tjelesne mase te
brojem cigareta, a negativnho s brojem porodaja. Koncentracija Zn u krvi pupkovine
pozitivno je povezan sa Zn u krvi majke i prirastom tjelesne mase, a negativno s
koncentracijom Cd u posteljici. Koncentracija Cu u krvi pupkovine pozitivno je povezana s
brojem popusenih cigareta na dan, prirastom tjelesne mase i Cu u krvi majke, a negativno s
brojem porodaja. Koncentracija Se u krvi pupkovine pozitivno je povezana sa Se U Krvi

majke 1 posteljici te prebivaliStem u priobalnom podrucju.
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Rezultati

Tablica 25. Regresijski koeficijenti potencijalnih prediktora dobiveni postupnom
visestrukom regresijskom analizom za koncentracije esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu, Se)
u posteljici*.

. tandardizirani  nestandardizirani
savisna standard e dardiziral

varijabla kol;efiicéjént koéfldsjént t p
model: n=250; R?=0,07; F(4,240)=3,50; p=0,004
- odsjecak 11,4+ 3,52 3,25 0,001
C}-..) broj porodaja -0,18 + 0,06 -0,05+0,02 -2,81 0,005
w Fe-KM 0,11+0,06 0,0005 + 0,0003 1,76 0,08
£ polimorfizam MT2A: AG/GG -0,09 + 0,06 -0,11+0,07 -1,50 0,13
broj cigareta 0,06 + 0,06 0,003 + 0,003 1,02 0,31
model: n=250; R?=0,57; F(8,247)=24,3; p<0,0001
odsjecak -176+2,46  -7,14 <0,0001
- podruéje prebivaliSta: priobalje 0,45+ 0,05 0,20 £ 0,02 8,19 <0,0001
o Zn-KM 0,22+ 0,05 0,05+0,01 4,30 <0,0001
N dob majke 019+005  -0009+0002 -357  0,0004
£ prirast tjelesne mase 0,14 £ 0,05 0,006 + 0,002 2,63 0,009
konzumacija morske hrane 0,08 + 0,05 0,02 +0,01 1,49 0,14
uzimanje dodataka prehrani -0,07 + 0,05 -0,03+0,03 -1,27 0,20
model: n=250; R?=0,18; F(6,246)=9,10; p<0,0001
odsjecak -4,81+2,90 -1,66 0,10
- Cu-KM 0,30+ 0,06 0,25+ 0,05 515 <0,0001
T broj porodaja -0,14 + 0,06 -0,04+0,02 -2,22 0,03
o prirast tjelesne mase 0,13+ 0,06 0,005 + 0,003 2,20 0,03
£ uzimanje dodataka prehrani -0,10 + 0,06 -0,06 £0,03 -1,80 0,07
podrucje prebivalista: priobalje 0,09 + 0,06 0,04 + 0,03 1,51 0,13
dob majke -0,09 + 0,06 -0,004 +0,003  -1,47 0,14
model: n=250; R?=0,14; F(4,247)=8,04; p<0,0001
75 odsjecak -3,87+321  -1,21 0,229
%', konzumacija morske hrane 0,20 + 0,06 0,05+ 0,02 3,13 0,002
2 Se-KM 0,16 + 0,06 0,0023 + 0,0009 2,42 0,02
£ podruéje prebivaliSta: priobalje 0,13+ 0,06 0,07 +0,03 2,07 0,04
dob majke 0,07 + 0,06 0,004 + 0,003 1,15 0,25

*Model je ukljuéivao sljedece nezavisne varijable: In(Cd-KM), In(Pb-KM), In(Hg-KM), podrucje prebivalista (1 = kontinent, 2
= priobalje), broj cigareta na dan, dob majke, obrazovanje (1 = NKV, 2 = SSS, 3 = VSS, 4 = VSS), broj porodaja, prirast
tjelesne mase tijekom trudnoce, uzimanje vitaminsko/ mineralnih dodataka prehrani (1 = ne, 2 = da), ucestalost unosa hrane
morskog podrijetla i polimorfizam MT2A (1 = AA genotip, 2 = AG/GG genotip) te koncentracija testiranog elementa u krvi
majke. PL: posteljica (placenta).

Statisticki znacajni (p<0,05) koeficijenti su podebljani.
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Rezultati

Tablica 26. Regresijski

koeficijenti

potencijalnih prediktora dobiveni

postupnom

visestrukom regresijskom analizom za koncentracije esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu, Se)
u krvi pupkovine*.

zavisna

standardizirani

nestandardizirani

. koeficijent koeficijent t p
varijabla B+ SE B+ SE

model: n=250; R?=0,23; F(8,233)=7,78; p<0,0001
odsjecak -4775 + 854 -5,59  <0,0001
podrudje prebivali§ta: priobalje 0,41+ 0,07 51,2+ 8,32 6,15 <0,0001
N prirast tjelesne mase 0,17 + 0,06 2,23+0,78 2,88 0,004
v broj cigareta 0,14 + 0,06 1,62 + 0,67 2,42 0,02
@ broj porodaja -0,14+0,06  -10,2+4,49 -2,27 0,02
dob majke 0,12 + 0,06 1,63+0,81 2,00 0,05
In(Fe-PL) 0,09 + 0,06 19,9+ 13,8 1,45 0,15
polimorfizam MT2A: AG/GG -0,06 + 0,06 -16,4 +15,1 -1,08 0,28
In(Pb-PL) 0,06 + 0,06 6,64 + 6,27 1,06 0,29

model: n=250; R?=0,16; F(7,241)=6,74; p<0,0001
odsjecak 2,07 +0,26 7,86 <0,0001
Zn-KM 0,30+ 0,06 0,15+ 0,03 5,01 <0,0001
o In(Cd-PL) -0,18 + 0,07 -0,18 + 0,07 -2,67 0,008
if prirast tjelesne mase 0,15+ 0,06 0,01 + 0,006 2,47 0,01
N polimorfizam MT2A: AG/GG -0,11 + 0,06 -0,22 £ 0,12 -1,82 0,07
broj cigareta 0,12+0,07 0,011 + 0,006 1,80 0,07
In(Pb-PL) 0,10+ 0,06 0,08 + 0,05 1,66 0,10
konzumacija morske hrane 0,09 + 0,06 0,05+ 0,03 1,53 0,13

model: n=250; R?=0,22; F(7,238)=7,62; p<0,0001
odsjecak -2,13 + 1,27 -1,68 0,09
broj cigareta 0,23+0,06 0,004 +0,001 3,83  0,0002
prirast tjelesne mase 0,19+0,06 0,004+ 0,001 3,13 0,002
& Cu-KP 0,14 + 0,06 0,04 +0,02 2,30 0,02
= broj porodaja -0,13+ 0,06 -0,013 +0,006 -2,11 0,04
©) obrazovanje majke 0,10+ 0,06 0,011 + 0,006 1,73 0,09
In(Hg-KM) -0,10+ 0,07 -0,009 + 0,006 -1,54 0,12
podrugje prebivalista: priobalje 0,12 + 0,07 0,02+0,01 1,64 0,10
CuB-M 0,10+ 0,07 0,03+0,02 1,44 0,15
In(Cu-PL) 0,09 + 0,06 0,03+0,02 1,38 0,17

model: n=250; R?=0,45; F(5,242)=24,5; p<0,0001
odsjecak -426 £ 170 -2,51 0,01
o Se-KM 0,39+ 0,06 0,34 + 0,05 6,64 <0,0001
X In(se-PL) 0,17 + 0,05 10,4432 323 0,001
2 podruéje prebivaliSta: priobalje 0,14 + 0,06 422+1,70 2,48 0,01
obrazovanje majke 0,08 + 0,05 1,45+0,85 1,70 0,09
konzumacija morske hrane 0,08 + 0,05 1,37+0,89 1,54 0,13

*Model je ukljucivao sljedece nezavisne varijable: In(Cd-KM), In(Cd-PL), In(Pb-KM), In(Pb-PL), In(Hg-KM), In(Hg-PL),
podrudje prebivalista (1 = kontinent, 2 = priobalje), broj cigareta na dan, dob majke, obrazovanje (1 = NKV, 2 = SSS, 3 =
VSS, 4 = VSS), broj porodaja, prirast tjelesne mase tijekom trudnoée, uzimanje vitaminsko/ mineralnih dodataka prehrani
(1 = ne, 2 = da), ucestalost unosa hrane morskog podrijetla i polimorfizam MT2A (1 = AA genotip, 2 = AG/GG genotip) te
koncentracija testiranog elementa u krvi majke i posteljici. KP: krv pupkovine.

Statisticki znacajni (p<0,05) koeficijenti su podebljani.
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Rezultati

Metalotionein 2 u serumu

U tablici 27 prikazani su regresijski koeficijenti potencijalnih prediktora za
koncentraciju MT2 u serumu majke dobiveni postupnom viSestrukom regresijskom
analizom, a u model su bile ukljucene sljedece nezavisne varijable: broj popuSenih cigareta
na dan, dob majke, obrazovanje, broj porodaja, prirast tjelesne mase u trudnoci, uzimanje
vitaminsko/ mineralnih dodataka prehrani, ucestalost unosa hrane morskog podrijetla i
polimorfizam MT2A (AG/GG vs. AA genotip). Rezultati pokazuju znaajnu pozitivnu

povezanost izmedu broja popusenih cigareta i koncentracije MT2 u serumu majke.

Tablica 27 Regresijski koeficijenti potencijalnih prediktora dobiveni postupnom visestrukom
regresijskom analizom za koncentraciju MT2 u serumu majke.*
standardizirani  nestandardizirani

Zavisna koeficijent koeficijent t p
varijabla B+ SE B+ SE
model: n=91; R?=0,13; F(4,85)=2,62; p=0,03
odsjecak 1,12+0,31 3,58  0,0006
e broj cigareta 0,23+0,10 0,02 +0,01 2,22 0,03
> broj porodaja 0,20+ 0,10 0,14 £ 0,07 1,94 0,06
polimorfizam MT2A: AG/GG -0,14 £ 0,10 -0,28 £ 0,21 -1,32 0,20
konzumacija morske hrane -0,11 £ 0,10 -0,06 + 0,05 -1,05 0,29

*Model je ukljucivao sljedece nezavisne varijable: broj popusenih cigareta na dan, dob majke, obrazovanje (1 = NKV, 2 =
SSS, 3 = VSS, 4 = VSS), broj porodaja, prirast tjelesne mase tijekom trudnoée, uzimanje vitaminsko/ mineralnih dodataka
prehrani (1 = ne, 2 = da), ucestalost unosa hrane morskog podrijetla i polimorfizam MT2A (1 = AA genotip, 2 = AG/GG
genotip).

Statisticki znacajni (p<0,05) koeficijenti su podebljani.
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Rezultati

4.9 Procjena utjecaja MT2A rs228366003 (c.-77A>G) i koncentracije metala na
porodajnu masu i duljinu

U tablici 28 prikazani su regresijski koeficijenti potencijalnih prediktora porodajne
mase i duljine. 1z prikazanog modela vidljivo je da su porodajna masa i duljina pozitivno
povezane s masom posteljice i spolom djeteta, odnosno da novorodencad muskoga spola ima
vecu porodajnu masu i duljinu u odnosu na novorodencad zenskoga spola, a negativno s
prebivaliStem u priobalnom podrucju. Takoder je nadena pozitivna povezanost izmedu Zn u
posteljici i porodajne mase i duljine, a negativna povezanost izmedu Cu u posteljici i

porodajne mase.

Tablica 28. Regresijski koeficijenti potencijalnih prediktora dobiveni postupnom
viSestrukom regresijskom analizom za porodajnu masu i duljinu*.
. standardizirani  nestandardizirani
zavisna koeficijent koeficijent t p
varijabla B+ SE B+ SE
model: n=180; R?=0,78; F(13,165)=18,8; p<0,0001
odsjecak -6389+£7924  -0,81 0,42
masa posteljice 0,61+0,05 4,89+0,43 11,2  <0,0001
spol djeteta: muski 0,20 + 0,05 183 + 46 4,00 <0,0001
= In(Zn-PL) 0,37 £ 0,07 812 + 148 550 <0,0001
3 In(Cu-PL) -0,26 + 0,06 -584 +128  -457 <0,0001
E podrudje prebivaliSta:priobalje -0,14 + 0,06 -130+60  -2,17 0,03
:_ Se-KP 0,14 + 0,07 4,63+2,35 1,94 0,05
S dob majke 0,09+ 0,05 9,76 £5,5 1,77 0,08
5 konzumacija morske hrane -0,09 £ 0,05 -48,1+ 27,9 -1,72 0,09
= In(Cd-KM) -0,09 £ 0,05 -53,8+32,3 -1,67 0,10
uzimanje dodatak prehrani 0,08 +£0,05 90,0 £56,1 1,60 0,11
obrazovanje majke 0,07 +£0,05 38,9+295 1,32 0,19
prirast tjelesne mase 0,06 +0,05 6,21 £5,09 2,22 0,22
Se-KM -0,07 £ 0,07 -2,06+2,00 -1,03 0,30
model: n=180; R?=0,67; F(10,169)=14,0; p<0,0001
odsjecak 1,56 £ 43,4 0,04 0,97
= masa posteljice 0,49+ 0,06 0,019 + 0,002 8,46  <0,0001
= spol djeteta: muski 0,28 + 0,06 1,19+ 0,25 4,77  <0,0001
;; In(Zn-PL) 0,34 + 0,08 3,46+ 0,81 4,30 <0,0001
« podrucdje prebivaliSta:priobalje -0,20 + 0,07 -085+0,30 -2,79 0,006
2 dob majke 0,12+ 0,06 006+003 2,02 0,05
= uzimanje dodataka prehrani 0,12 + 0,06 0,57 +0,31 1,94 0,05
:_9:_ In(Cu-PL) -0,13+0,07 -1,36+0,71  -1,91 0,06
obrazovanje majke 0,09 + 0,06 0,22+0,16 1,40 0,16
In(Fe-PL) -0,08 + 0,06 -0,72+0,52  -1,38 0,17
In(Cd-KM) -0,08 + 0,06 -0,23+0,17 -1,32 0,19

*Model je ukljucivao sljedece nezavisne varijable: In(Cd-KM), In(Cd-PL), In(Cd-KP), In(Pb-KM), In(Pb-PL), In(Pb-KP),
In(Hg-KM), In(Hg-PL), In(Hg-KP), Fe-KM, In(Fe-PL), Fe-KP, Zn-KM, In(Zn-PL), Zn-KP, Cu-KM, In(Cu-PL), Cu-KP, Se-
KM, In(Se-PL), Se-KP, podrucje prebivalista (1=kontinent, 2=priobalje), broj cigareta na dan, dob majke, obrazovanje
(1=NKV, 2=8SS, 3=VSS, 4=VSS), broj porodaja, prirast tjelesne mase tijekom trudnoce, masu posteljice, spol djeteta,
uzimanje vitaminsko/mineralnih dodataka prehrani (1=ne, 2=da), ucestalost unosa hrane morskog podrijetla, broj
amalgamskih zubnih ispuna (1=0, 2=1-2 vs. 0, 3=3-4 vs. 0, 4=>5 vs. 0) i polimorfizam MT2A (1=AA genotip, 2=AG/GG
genotip). KM: krv majke; KP: krv pupkovine; PL: posteljica (placenta).

Statisti¢ki znacajni (p<0,05) koeficijenti su podebljani.
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Rasprava

5. RASPRAVA

U radu su procijenjene izlozenosti parova majka—novorodence trima najvaznijim
toksi¢énim metalima (Cd, Pb i Hg) s obzirom na pusenje cigareta (za izlozenosti Cd i Pb) i
konzumacijom hrane morskog podrijetla (za izloZzenost Hg). U tu svrhu odredene su
koncentracije Cd, Pb, Hg i esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu i Se) u uzorcima krvi majke i
pupkovine te posteljice. Takoder su odredivane koncentracije MT2 i slobodnih —~SH skupina u
serumu majke.

Na toksi¢nost metala u organizmu moze utjecati gensko naslijede, Sto je do sada slabo
istrazeno, pa je zato u ovom radu provedena i analiza te genotipizacija metalotioneina 2A
(MT2A) te je procijenjen doprinos genskog polimorfizma MT2A na koncentracije toksi¢nih i
esencijalnih metala u krvi majke i pupkovine te posteljici. Pored toga, u radu smo procijenili i
utjecaj pusenja na koncentracije steroidnih hormona progesterona i estradiola u posteljicnom
tkivu o ¢emu su podaci u literaturi nedostatni i kontradiktorni.

Kako je ve¢ prije istaknuto, periferna venska krv najcesce je upotrebljavani uzorak u
istrazivanjima kojima se procjenjuje izloZzenost metalima. Budué¢i da se radi o invazivno
skupljenom uzorku, ponavljano uzorkovanje u ranjivoj skupini trudnica odnosno rodilja,
nastoji se zamijeniti neinvazivno skupljenim uzorcima. U ovom radu to su bili krv pupkovine i
posteljica nakon ro¢nog rodnic¢kog porodaja. Unato¢ tome $to se vrijednosti esencijalnih
elemenata u serumu smatraju optimalnim bioloSkim pokazateljima njihovog stanja u
organizmu, za daljnje tumacenje i usporedbu rezultata esencijalnih elementa odluéili smo
uzeti rezultate esencijalnih elemenata u uzorcima pune krvi kao pouzdanije matrice za analizu
esencijalnih elemenata. Razlog tome je uocen relativno velik postotak hemolize (>20 %) u
uzorcima seruma pupkovine u odnosu na serum majke (<2 %). Prema literaturnim podacima
oc¢ekuje se da taj udio bude oko 3 % (Lippi i sur., 2008). Hemoliza uzoraka krvi pupkovine u
literaturi je prepoznata kao ¢imbenik koji moze utjecati na metabolic¢ki profil novorodencadi
(Denihan 1 sur., 2015), ali do sada nije opisano da moZe utjecati i na rezultate analize
esencijalnih elemenata kao Sto su lazno povecane vrijednosti tih elemenata u serumu

pupkovine.
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Rasprava

5.1 IzloZenost cigaretnom dimu: utjecaj na koncentracije toksi¢nih i esencijalnih
elemenata i steroidnih hormona

Koncentracije Cd i Pb u parovima majka-dijete i pusenje

Rezultati ovog rada potvrduju da puSenje cigareta majke utjeCe na poviSene
koncentracije Cd i Pb u parovima majka—dijete koje su izmjerene u svim biolo§kim uzorcima.
Nadeno je da su u rodilja puSacica u odnosu na nepusacice koncentracije Cd u krvi vise 2 do 3
puta i 1,5 put u posteljici, dok su koncentracije Pb bile oko 1,2 puta vise u sve tri mjerene
matrice: krvi majke, posteljici i krvi pupkovine. Rezultati viSestruke regresije takoder su
potvrdili da je broj popuSenih cigareta bio pozitivnho povezan s koncentracijama Cd u krvi
majke 1 posteljici. Izmjerene vrijednosti za Cd u krvi nepuSacica (iz kontinentalnog i
priobalnog podrucja) nisu premasile referentnu vrijednost za neizlozene nepusace od 1 pg/L
(Nordberg i sur., 2015) nasuprot vrijednostima u krvi pusacica, gdje je 48 % osoba imalo
vrijednost Cd iznad te granice. Takoder, sve izmjerene vrijednosti Pb u krvi nisu presle
granicu od 50 ug/L za djecu koju je postavio Centra za kontrolu bolesti u SAD-u (CDC,
2012).

Dobivene vrijednosti za Cd 1 Pb u krvi majke slazu se s do sada objavljenim
rezultatima (Stajnko i sur., 2017; Fagerstedt i sur., 2015; Ashley-Martin i sur., 2015; Garcia-
Esquinas i sur., 2013) i pokazuju nizu okoli$nu izloZenost zena u oba geografska podrucja
Hrvatske (medijani: 0,49 ug Cd/L i 12,1 ug Pb/L). U nedavno objavljenom velikom
istrazivanju gdje su odredivane koncentracije Cd 1 Pb u krvi Zena iz viSe razlicitih drzava
(Pawlas i sur., 2013) pokazano je da su Zene iz kontinentalne Hrvatske (n = 59; iz Koprivnice)
imale koncentracije Cd i Pb u rasponima od 0,15 - 4,4 ug Cd/L i 8,5 - 48 ug Pb/L §to se slaze
s rezultatima u ovome radu dobivenim za oba metala (0,18 - 5,55 ug Cd/L i 2,9 - 43,6 ug Pb
/L). Treba istaknuti da su dobivene vrijednosti za Pb [medijan 12,1 (2,9 - 43,6 ug/L)] u ovome
radu bile 5 do 6 puta nize u odnosu na prije objavljene vrijednosti u nepusacica iz ruralnih
podrucja Hrvatske (Pizent i sur., 2001) 1 2,5 puta nize u odnosu na koncentracije Pb izmjerene
u muskaraca tijekom 2008. i 2009. godine (Kljakovi¢-Gaspi¢ i1 sur., 2016), Sto je oboje
odredivano u nasem laboratoriju. Znatno niZe vrijednosti Pb izmjerene u krvi ispitanica u
nasem istrazivanju mogu se tumaciti postupnim smanjivanjem do kona¢ne potpune zabrane
uporabe olovnih benzina 2006. godine.

Rezultati viSestruke regresije su pokazali pozitivnu povezanost izmedu dobi majke te
koncentracije Cd i Pb u krvi i posteljici kako je nadeno i u istrazivanjima drugih autora

(Taylor i sur., 2013; Al-Saleh i sur., 2011; Batariova i sur., 2006). Povezanost izmedu metala i
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dobi odrazava svojstvo tih metala da se S vremenom nakupljaju u organima i kostima, imaju
dugi bioloski poluzivot i sklonost otpustanja u krvotok tijekom trudnoce kada nastaje
cjelokupna redistribucija svih elemenata u organizmu trudnice.

Nadeno je da je koncentracija Cd u posteljici bila 10 - 20 puta ve¢a u odnosu na
koncentraciju Cd u krvi majke $to je u suglasju s nasim prije objavljenim rezultatima (PiasekK i
sur., 2016, 2014). Dobivene koncentracije Pb u posteljici iznosile su 40 - 50 % vrijednosti Pb
izmjerenih u krvi majke $to potvrduje Cinjenicu da Pb, za razliku od Cd koji se nakuplja u
posteljici, prolazi kroz nju i dolazi do fetusa. Tako se u krvi pupkovine mogu izmjeriti
povecane koncentracije Pb kako je nadeno i u prijasnjim istrazivanjima suradnika laboratorija
u kojemu je izraden doktorski rad (Stasenko i sur., 2010). Koncentracija Pb u krvi pupkovine
u ovome istrazivanju iznosila je 51 - 64 % vrijednosti Pb u krvi majke $to se slaze s
rezultatima istrazivanja provedenog u Austriji (Gundacker i sur., 2010). Visoka koncentracija
Pb u krvi pupkovine pokazuje da Pb dolazi do fetusa gdje moze imati izravne $tetne uéinke
ve¢ in utero (ATSDR, 2007; Dorea i Donangelo, 2006; Grandjean i Landrigan, 2006).

Rezultati viSestruke regresije Su pokazali da je uzimanje mineralno-vitaminskih
dodataka prehrani tijekom trudnoce bio znacajan prediktor sniZzenja koncentracije Pb u krvi
majke 1 posteljici. Negativna povezanost izmedu koncentracije Pb u krvi majke i uzimanja
mineralno-vitaminskih dodataka (to¢nije Ca) pokazana je i u istrazivanjima drugih autora
(Gulson i sur., 2016; Arbuckle i sur., 2016; Taylor i sur., 2013). Istrazivanje u trudnica koje su
uzimale Ca kao mineralno-vitaminskih- dodatak pokazalo je porast koncentracije Pb u krvi
oko tre¢eg tromjesecja u odnosu na Zene s niskim unosom Ca u kojih je taj porast bio oko
drugog tromjesecja zbog istodobne fizioloske mobilizacije Ca iz kostiju i mobilizacije
nagomilanog Pb (Gulson 1 sur., 2016). Autori su procijenili da je tijekom trudnoce 33 %
ukupnog Pb u krvi podrijetlom iz kostiju i da se 79 % tog mobiliziranoga Pb prenosi krvlju do
fetusa (Gulson i sur., 2003). Rezultati viSestruke regresije takoder su pokazali da je stupanj
obrazovanja majke negativno utjecao na koncentracije Cd i Pb u krvi majke te Pb u posteljici.
Negativne povezanosti stupnja obrazovanja i koncentracija toksi¢nih metala su oc¢ekivane i
prije su ih opisali i drugi autori (Llop i sur., 2011; Al-Saleh i sur., 2011).

Treba istaknuti zanimljive nalaze usporednih vrijednosti koncentracija Cd i Pb u
posteljicama rodilja u ovom radu koje su bile nize u odnosu na vrijednosti tih metala u
posteljicama koje su izmjerene u naSem laboratoriju tijekom prijas$njih istrazivanja.
Koncentracije Cd i Pb u ispitivanoj skupini rodilja iz kontinentalnog podruéja ranih
devedesetih godina bile su 15,9 + 1,4 ug Cd/kg 1 41,7 +£ 6,9 pg Pb/kg u nepusacica te
28,5 + 2,1 ug Cd/kg i 49,5 + 7,5 pug Pb/kg u pusacica (Piasek i sur., 2001), a u skupinama
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rodilja krajem devedesetih godina te vrijednosti su iznosile 10,3 + 4,3 ug Cd/kg i 20,0 + 17,7
ug Pb/kg u nepusacica te 22,1 + 6,8 ug Cd/kg i 26,3 + 22,5 ug Pb/kg u pusacica (Stasenko i
sur., 2010). Nize vrijednosti dobivene u ovom radu za Pb takoder se mogu tumaciti
smanjivanjem i konanom zabranom uporabe olovnih benzina i posljedi¢nim smanjivanjem
razina Pb u okoliSu. Nize vrijednosti Cd mogu se povezati s donoSenjem Zakona o
ograni¢avanju uporabe duhanskih proizvoda 2008. godine (NN 125/2008), provodenjem
javnih kampanja i upozorenja o Stetnostima pusenja za zdravlje te zabranom puSenja na
javnim mjestima, $to je pridonijelo smanjenju ili prestanku pusenja.

Dobivene vrijednosti za Cd i Pb u posteljici slazu se s objavljenim rezultatima analiza
postelji¢nog tkiva za oba metala u ovome stoljecu (Fagerstedt i sur., 2015; Leino i sur., 2013;
Sakamoto i sur., 2013; Esteban-Vasallo i sur., 2012; Klapec i sur., 2008). Vrijednosti Cd u
posteljici objavljene u radu Kippler i suradnika (2010) bile su dvostruko ve¢e u odnosu na
nase rezultate za nepusacice i pusacice, ¢emu je razlog visa razina izloZenosti Cd (zbog
konzumacije rize kao glavne namirnice) uz nedovoljan unos Fe u Zena iz Bangladesa, $to
oboje povecava apsorpciju Cd u crijevima.

Dobivene vrijednosti Cd u krvi pupkovine u pusacica ili nepusacica bile su nize od 0,1
pg/L ¢ime je potvrdeno da vrlo malo Cd prolazi kroz posteljicu 1 da se ve¢ina Cd zadrzava u
posteljicnom tkivu (Piasek i sur., 2016, 2014; Kippler i sur., 2010; Osman 1 sur., 2000). Treba
istaknuti da nasi rezultati pokazuju da su unato¢ jako niskim koncentracijama Cd u krvi
pupkovine one ipak bile vise u pusacica nego u nepusacice, ¢ime je pokazano da izlozenost
majke Cd iz cigaretnog dima rezultira ve¢im prolaskom 1 tog malog dijela Cd u krv pupkovine
odnosno u fetus. U literaturi opéenito nema mnogo podataka o prolasku Cd kroz ljudsku
posteljicu u fetus zbog izlozenosti majke. Dosadasnja istrazivanja provedena u ljudi i na
zivotinjama 1 upucuju na zakljucak da glavnu ulogu u zadrzavanju Cd u posteljici ima MT, ali
jo$ uvijek nije poznato kako to da se u fetus istodobno prenose Zn i Cu iako se sva tri
elementa vezu na MT (Fukase i sur., 2014; Ronco i sur., 2006, 2005b; Kippler i sur., 2010;
Brako i sur., 2003; Goyer, 1995). Rezultati istrazivanja u eksperimentalnim uvjetima in vivo i
in vitro upuc¢uju na to da MT ipak u potpunosti ne zaustavlja Cd u posteljici, ve¢ se dio Cd
prenosi drugim prijenosnim mehanizmima, najvjerojatnije prijenosnicima metala DMTL1 i
ZIP14 (Nakamura i sur., 2012a, b).

Nadene su znacajne pozitivne korelacije izmedu koncentracija Cd i1 Pb izmjerene u
krvi majke, posteljice i krvi pupkovine §to je u suglasju s do sada objavljenim rezultatima za

oba metala u istrazivanjima drugih autora (Barbieri 1 sur., 2016; Kim 1 sur., 2015; Chen 1 sur.,
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2014; Needham i sur., 2011; Kippler i sur., 2010; Osman i sur., 2000). Takoder su nadene
medusobne pozitivne korelacije izmedu koncentracija Cd u krvi majke, posteljice i Kkrvi
pupkovine. Rezultati naseg dodatnog istrazivanja U podskupini ovih ispitanica iz
kontinentalnog podruc¢ja u kojemu je odredivan nikotin u kosi radi kvantifikacije podataka o
navici puSenja samodredenjem i koncentracije Cd u sve tri matrice pokazali su znacajne
medusobne korelacije (r>0,25) izmedu koncentracija nikotina u kosi, Cd u posteljici i Cd krvi
majke (Piasek i sur., 2016).

Rezultati ovog rada potvrduju da je glavni put izloZenosti Cd u puSaca udisanje
duhanskoga dima, a u nepusaca to je prehrana, naro¢ito namirnicama koje sadrze visoke
koncentracije Cd (Piasek i sur., 2014; EFSA, 2012b). Pokazano je da su nepusalice iz
priobalnoga podrucja imale viSe koncentracije Cd u uzorcima krvi majke i posteljici u odnosu
na nepuSaCice iz kontinentalnoga podru¢ja. Nalaz se moze objasniti podacima iz
geokemijskog atlasa Hrvatske u kojemu je prikazano da su vecée koncentracije Cd u tlu
(1,2 mg/kg) priobalnog dijela u odnosu na kontinentalni dio Hrvatske (0,35 mg/kg). Tlo u
priobalnoj Hrvatskoj uglavnom je tipa crvenica/ crljenica (tal. terra rossa) ili tzv. tesko tlo s
visokim sadrzajem Cd, Fe, Cu, Mn, Ni, As 1 Hg (Halami¢ i sur., 2012; Halami¢ i Miko, 2009).
Zbog prisutnosti veceg sadrzaja Cd u tlu i njegov unos u organizam prehranom, koja ukljucuje
morsku hranu, lisnato povrée i rajice, moze biti razlog zasto u ispitanica iz priobalnoga
podrucja nismo dobili statisticku zna€ajnu razliku izmedu puSacica 1 nepusacica za Cd u
posteljici, dok je u ispitanica iz kontinentalnoga podrudja ta razlika utvrdena. Pozitivna
povezanost izmedu koncentracije Cd u posteljici i geografskog podrucja prebivaliSta nadena je
I U modelu visestruke regresije. Za razliku od toga, geografsko podruéje prebivalista ispitanica

nije utjecalo na koncentracije Pb u mjerenim bioloSkim uzorcima.

Koncentracija esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu i Se) u parovima majka-dijete i pusenje

U ovom doktorskom radu izmjerene su koncentracije esencijalnih elemenata Fe, Zn,
Cu i Se u krvi majke, krvi pupkovine i posteljici i dobivene vrijednosti svih esencijalnih
elemenata u sva tri mjerena uzorka slazu se s literaturnim podacima u opcéoj populaciji
(Rodushkin i sur., 1999; lyengar, 1998), kao i s rezultatima istrazivanja u rodiljama odnosno
parova majka—novorodence (Jagodic i sur., 2017; Sakamoto i sur., 2013; Stasenko i sur., 2010;
Kippler i sur., 2010; Rudge i sur., 2009; Piasek i sur., 2001: Raghunath i sur., 2000; Osman i
sur., 2000). Nasi rezultati pokazuju da su koncentracije Cu u krvi majke (u pusacica i

nepusacica) bile 10 % vise od gornje referentne granice u Zzena (1 - 1,4 mg/L) objavljene u
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radu lyengara i suradnika (1998). Poznato je da koncentracije Cu u serumu rastu kako
napreduje trudnoc¢a i dosezu najvise vrijednosti izmedu 38. i 40. tjedna trudnoce, dakle u
vrijeme roka porodaja, nakon ¢ega pocinju opadati i u razdoblju od pet tjedana nakon porodaja
spustaju se na vrijednosti Cu izmjerene u opcoj populaciji (Vukeli¢ i sur., 2012; Martin-Lagos
1 sur., 1998). Porast koncentracije Cu u trudno¢i mogao bi biti povezan i s porastom estrogena,
koji inducira sintezu ceruloplazmina u jetri $to potom dovodi do porasta razina Cu u serumu
(Lopes i sur., 2004).

Northrop-Clewes i Thurnham (2007) u opseznom preglednom radu prikazali su
istrazivanja o utjecaju pusenja na mikronutrijente. Na temelju literaturnih podataka autori su
zakljucili kako ima dokaza da pusenje moZze utjecati na bioloske pokazatelje stanja Fe, a to su
feritin, Hb i Fe u serumu, ali da su podaci o tome kontradiktorni izuzev tijekom trudnoce.
Tada dolazi do povecane eritropoeze izazvane niskom saturacijom Fe u transferinu plazme i
fizioloskog smanjivanja zaliha Fe zbog povecanja ukupnog volumena krvi tijekom trudnoce
kada se volumen plazme poveca 30 - 50 %, a masa eritrocita 20 - 30 % u odnosu na zene koje
nisu trudnice. Tako dolazi do razrjedivanja i Smanjenja koncentracije Hb (s 13,3 na 12,1 g/dL)
i tzv. anemije razrjedenja ili fizioloSke anemije u trudno¢i (Brown, 2017; Scholl, 2011).
Dosadasnja istrazivanja su pokazala da koncentracije Fe u posteljici pusacica mogu Dbiti
smanjene u odnosu na nepusacice ukoliko je istodobno prisutan i smanjeni unos Fe hranom
odnosno snizene koncentracije Fe u organizmu (Ronco i sur., 2005a; Piasek i sur., 2001). U
ovom istraZivanju nismo nasli utjecaj pusenja na Fe u krvi majke i posteljici, ali smo nasli da
pusacice u odnosu na nepusacice imaju vece koncentracije Fe u krvi pupkovine. Taj nalaz
mogao bi biti povezan s porastom crvenih krvnih stanica u krvi pupkovine zbog porasta
eritropoetina uslijed hipoksije povezane s maj¢inim pusenjem (Sazak i sur., 2012; Jazayeri 1
sur., 1998). Rezultat je takoder u suglasju s nalazom prijasnjih istrazivanja provedenih u
Hrvatskoj u kojima je naden porasta Hb u novorodencadi majki pusacica (Strini¢ i sur., 2005).

Smatra se da je odgovarajuci unos Cu tijekom trudnoce i laktacije kritican za normalan
razvoj ploda. U odnosu na anemiju uzrokovanu deficijencijom Fe, nedostatak Cu u trudno¢i
nije tako Cest, ali najnovija istrazivanja pokazuju da nije rijedak kako se smatralo u proslosti te
je objavljeno da su takva stanja od 2000-ih zapravo u porastu (Uriu-Adams i sur., 2010; Keen
1 sur., 1998). Sli¢no kao i za Fe, u ovome istrazivanju nismo nasli razlike u koncentracijama
Cu u krvi majke 1 posteljici, ali smo naSli da je puSenje bilo povezano s poviSenom
koncentracijom Cu u krvi pupkovine. Medudjelovanje Fe i Cu je dobro poznato i opisano u
literaturi (Sharp, 2004). Mi smo nasli i pozitivnu korelaciju izmedu pusenja i koncentracije Fe

1 Cu u krvi pupkovine §to se pokazalo i u modelu viSestruke regresije. Vece koncentracije Cu
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u krvi pupkovine u puSacica, ali ne i statisti¢ki znacajne (0,79 pg/mL u nepusacica vs. 0,93
ug/mL u pusacica) objavljene su u radu Aydogan i suradnika (2013). Pokazano je da pusenje
utjeCe na bioloSke pokazatelje stanja Cu kao $to su koncentracija ceruloplazmina (Cu-ovisna
feroksidaza) i aktivnost CuZn-superoksid dismutaze (CuzZn-SOD) (Northrop-Clewes i
Thurnham, 2007).

U ovome istrazivanju nije naden utjecaj pusenja na koncentraciju Zn u krvi majke.
Kocyigit i suradnici (2001) takoder nisu nasli razliku izmedu koncentracija Zn u plazmi u
muskaraca koji su pusili vise od 10 cigareta na dan i onih koji nisu nikada pusili. Nas nalaz da
pusacice imaju vece koncentracije Zn u posteljici u odnosu na nepusacice je u suglasju s
prijasnjim rezultatima istrazivanja u kojima su izmjerene koncentracije elemenata u ljudskoj
posteljici koje su objavili drugi autori (Ronco 1 sur., 2005a) i koji su dobiveni i u naSem
laboratoriju (Stasenko i sur., 2010;). Moguc¢i razlog povecanih koncentracija Zn u posteljici
pusacica je posljedica nakupljanja Cd u posteljici koji poti¢e povecanu sintezu MT-a i tako
veze i zadrzava Zn u organu (Torreblanca i sur., 1992). Istrazivanje provedeno na uzorcima
ljudske posteljice puSacica 1 nepusacica pokazalo je da Cd iz cigaretnog dima povecava
sintezu izoforme MT2 u pusacdica, dok je izoforma MT1 u posteljici ostala nepromijenjena u
obje ispitivane skupine. Takoder je nadeno da su koncentracije Zn koji je bio vezan na MT1
bile podjednake u obje skupine, dok je koncentracija Zn vezanog na MT2 bila ve¢a u puSacica
na temelju Cega je zaklju¢eno da MT sudjeluje u zadrzavanju Zn u posteljici ¢ime je taj
esencijalni element manje dostupan za fetus (Ronco 1 sur., 2006). To moze imati negativne
posljedice za plod, jer je Zn nuzan za normalan fetalni rast 1 razvoj organa te se odrazavati u
smanjenim razinama Zn u krvi pupkovine i smanjenoj porodajnoj masi (Kippler i sur., 2010).
I naSi rezultati postupne viSestruke regresije pokazali su negativnu povezanost izmedu Cd u
posteljici i Zn u krvi pupkovine. Nismo nasli utjecaj puSenja na koncentraciju Zn u Kkrvi
pupkovine $to se slaze s nalazima istraZivanja provedenog u Svedskoj (Osman i sur., 2000).
Kippler 1 suradnici (2010) su u istraZivanjima u Zena iz BangladeSa nasli da je koncentracija
Zn u krvi pupkovine (u frakciji eritrocita) bila manja kako su se povecavale koncentracije Cd
u posteljici ispitanica u kojih je glavni izvor izloZenosti Cd bila konzumacija onecis¢ene rize
pracena nedovoljnim unosom Zn prehranom.

Do sada je proveden mali broj istrazivanja 0 utjecaju pusenja na stanje Se. Pokazano je
da puSaci u odnosu na nepusace mogu imati smanjene koncentracije Se u plazmi (TeliSman 1
sur., 2007; Jurasovi¢ i sur., 2004; Goodman i sur., 2001; Kocyigit i sur., 2001) i smanjenu
aktivnost GPx (Kocyigit i sur., 2001). Potonji nalaz moze se tumaciti uéinkom Cd iz

cigaretnog dima na bioraspolozivost Se iz prehrane koji je vaZzan za normalnu aktivnost GPx u
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plazmi 1ili eritrocitima. NasSi rezultati takoder su pokazali da su pusacice u odnosu na
nepusacice imale nize koncentracije Se u Krvi, ali nije bilo promjena u koncentracijama Se u
posteljici i krvi pupkovine.

Nasli smo da je odnos esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu i Se) i Cd u posteljici bio
nizi u pusacica u odnosu na nepusacice, ali nije nadena korelacija s porodajnom masom i
duljinom. Potonje je u suglasju s prije objavljenim rezultatima istrazivanja drugih autora
(Ronco i sur., 2005a). Nadalje, pokazali smo da su ispitanice iz priobalnog u odnosu na
kontinentalno podrucje imale viSe koncentracije Zn, Cu i Se u posteljici, Cu i Se u krvi majke
te Fe 1 Se u krvi pupkovine §to se moZe povezati s razli¢itom prehranom (bogatom lisnatim
povréem i ribom) u tom podruéju te razliitim mineralnim sadrzajem tla iz geografskih
podrucja prebivanja nasih ispitanica s obzirom na koli¢ine Fe, Zn, Cu, Ni, As, Cd, Hg i drugih
elemenata u tlu (Halami¢ i sur., 2012; Halami¢ i Miko, 2009). Utjecaj geografskog podrucja
prebivanja na koncentraciju Fe i Se u krvi pupkovine dokazan je i u modelu viSestruke

regresije.

Koncentracija steroidnih hormona, progesterona i estradiola u posteljici i pusenje

Jedna od vrlo vaznih uloga posteljice je njezina endokrina funkcija. U posteljici se
sintetizira nekoliko vaznih peptidnih hormona: humani korionski gonadotropin (hCG), humani
placentarni laktogen (hPL) ili korionski somatotropin i leptin. Takoder se stvaraju steroidni
hormoni progesteron i estrogeni koji su nuzni su za odrzanje trudnoée do porodaja i normalno
razvijenog, zrelog novorodenceta (Miller i Auchus, 2011; Henson i sur., 2010). Tijekom
trudnoce ljudska posteljica jedini je steroidogeni organ i od jajnika (zutog tijela) preuzima
sintezu progesterona izmedu 7. i 9. tjedna trudnoce sve do porodaja pri ¢emu koncentracije
progesterona porastu 7 do 8 puta. Glavni prekursori za sintezu progesterona jesu lipoproteini
niske gustoce (LDL) koji se nalaze u krvi majke i vezu za LDL receptor na membrani
steroidogenih stanica sinciciotrofoblasta u koje ulaze te se oslobada slobodni kolesterol.
Odcjepljenjem bocnog lanca kolesterola pomocu enzima CYP11A nastaje pregnenolon koji
prelazi u progesteron pomocu enzima 3fB-hidroksisteroidne dehidrogenaze (3BHSD).
Steroidogeneza tijekom trudno¢e odvija se u cijeloj maternalno-placentarno-fetalnoj
funkcijskoj jedinici na sljedec¢i nacin. Pored sinteze progesterona u posteljici, u nadbubreznoj
zlijezdi fetusa dolazi do 17a-hidroksilacije pregnenolona u 17a-hidroksipregnenolon pomocéu
enzima CYPL17 i isti ga enzim dalje pretvara u dehidroepiandrosteron (DHEA). U posteljici

DHEA je prekursor androstendiona u koji se pretvara pomoc¢u enzima 3BHSD i iz njega u
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estron pomoc¢u enzima CYP19, a preko testosterona u estradiol. U fetaloj nadbubreznoj
zlijezdi stvaraju se velike koli¢ine DHEA, odnosno DHEA-sulfata (DHEAS, pomocu
sulfotransferaze) koji se prenosi u fetalnu jetru, a nakon 16a-hidroksilacije u posteljici
metabolizira u estriol, vrstu estrogena karakteristicnu za trudno¢u (Miller i Auchus, 2011;
Sanderson, 2009; Zakar, 2007; Pasqualini, 2005; Tuckey, 2005).

Eksperimentalna istrazivanja in vivo i in vitro pokazala su da pri niskim razinama
izlozenosti Cd moze imati metaloestrogena svojstva i svojstva kemijske tvari koja izazva
reprodukcijsku endokrinu disrupciju, a pri srednjim i visokim dozama toksi¢ne ucinke na
muske i zenske spolne organe i funkcije (Piasek i sur., 2011; Henson i sur., 2010; Tsutsumi i
sur., 2009; Apostoli i sur., 2007; Henson i Chedrese, 2004; Piasek i Laskey, 1999). U
laboratoriju u kojem je izraden ovaj rad, krajem 1990-ih provedena su preliminarna
istrazivanja uc¢inaka Cd na streoidogenezu u posteljici puSacica u odnosu na nepusacice 1 prvi
puta u literaturi objavljene su vrijednosti koncentracija progesterona u terminskoj posteljici
povezane s aktivnim puSenjem cigareta, koje su odredene specificnom radioimunoloskom
analizom (RIA). U pusacica u odnosu na nepusacice u posteljicama je naden znacajno nizi
progesteron pored gotovo dvostruko visih razina Cd (Piasek i sur., 2001). Istodobno su bili
objavljeni i rezultati istrazivanja na ljudskim posteljicama u SAD-u u kojima su nakon
porodaja carskim rezom posteljice bile izlozene Cd in vitro i koji su takoder pokazali snizene
koncentracije progesterona u posteljicnom tkivu (sinciciotrofoblastu) u kojemu se istodobno
nakupljao Cd (Kawai i sur., 2002; Jolibois i sur., 1999). U tim istrazivanjima dokazana su
specifi¢éna mjesta u¢inaka Cd tijekom sinteze progesterona, na LDL receptor na membrani
steroidogene stanice (sinciciotrofoblasta) i na enzim CYP11A (koji odcjepljuje bo¢ni lanac u
pocetnom supstratu kolesterolu) te je kao moguée mjesto uc¢inka Cd istrazivana i aktivnost
enzima 3BHSD (koji pretvara pregnenolon u progesteron). Zakljuceno je da je u¢inak Cd na
produkciju steroidnih hormona u ljudskoj posteljici mogu¢ na vise mjesta u lancu biosinteze
steroidnih  hormona. Snizene koncentracije progesterona u posteljici nadene su i u
istrazivanjima na pokusnim skotnim stakoricama nakon izlaganja Cd parenteralno (iz
potkozno implantiranih osmotskih pumpica) tijekom gotovo cijele skotnosti i taj je u¢inak bio
izrazeniji ako su $takorice istodobno bile hranjene krmivom s niskom koli¢inom Fe (Piasek i
sur., 2002). Dosadasnja istrazivanja u ljudskoj posteljici in vitro pokazala su da nakupljeni Cd
moze sniziti i koncentracije leptina (u: Stasenko i sur., 2010).

U ovom radu nismo nasli razlike u koncentracijama progesterona i estradiola u
posteljicama s obzirom na naviku puSenja ispitanica Sto se slaze s rezultatima novijih

istrazivanja u laboratoriju u kojem je rad izraden i koji su dobiveni jednakom metodom
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odredivanja hormona progesterona i estradiola u uzorcima posteljice, tj. imunokemijski
metodom IEMA (Stasenko i sur., 2010). Koncentracije progesterona u posteljici u naSem
istrazivanju U odnosu na prethodno provedena bile su oko 50 % nize, ali i dalje unutar raspona
vrijednosti objavljenih za ljudsku posteljicu do sada u literaturi (Feinshtein i sur., 2010; Piasek
i sur., 2001; Kalenga i sur., 1991). Razlozi da u naSem radu, kao i u prije objavljenom radu
Stasenko i suradnika (2010), nije naden ucinak aktivnhog puSenja na koncentracije
progesterona u posteljici za razliku od preliminarnih rezultata Piasek i suradnika (2001)
najvjerojatnije su razlicite metode analize progesterona. Imunokemijska metoda IEMA se u
novije vrijeme upotrebljava za analizu progesterona, a prije je upotrebljena metoda RIA. Ne
postoji standardna metoda odredivanja steroidnih hormona u posteljici, pa se odredivanjem
progesterona odnosno estradiola rutinskim klinickim metodama mjerenja steroidnih hormona
u jako razrijedenim uzorcima rekonstuiranih liofilizata supernatanata homogenata postelji¢énog
zamijetiti fine razlike. Potrebna su daljnja istrazivanja i nalazenje optimalnih metoda pripreme
uzoraka i odredivanja steroidnih hormona u ljudskoj posteljici.

Koncentracije estradiola u ovom radu bile su sli¢ne do sada objavljenim vrijednostima
u ljudskoj posteljici nakon spontanog ro¢nog rodni¢kog porodaja (Stasenko i sur., 2010;
Wilson 1 sur., 1984; Lahav 1 sur., 1980). Dosadas$nja istrazivanja pokazuju da puSenje moze
utjecati na koncentracije estrogena u zena tijekom kao i izvan trudnoce (opisano u: Piasek i
sur., 2011). Istrazivanjima u ljudskim stanicama raka dojke pokazano je da zbog velikog
afiniteta vezanja na specifi¢ne receptore steroidnih hormona Cd moZe blokirati vezanje 17f3-
estradiola i inhibirati njegovu transkripciju ¢ime moze oponasati djelovanje endogeno
stvorenih estrogena u organizmu (djelovati ksenoestrogeno, odnosno metaloestrogeno), a
moze se aktivirati i gen progesteronskog receptora (Safe, 2003). U Stakorica izlaganih Cd
dolazi do preuranjenog puberteta i poja¢anog razvoja mlijecnih zlijezda (Johnson i sur., 2003).
Stoga se Cd moZe smatrati kancerogenim metaloestrogenom ¢ije mehanizme djelovanja treba
tek istraziti, kako za Cd, tako i za druge metale s metaloestrogenim svojstvima kao $to su Pb,

As, U i drugi.
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5.2 Unos hrane morskoga podrijetla, geografsko podrudje prebivanja i amalgamske
ispune: utjecaj na koncentracije Hg i Se

Najvazniji izvori izlozenosti Hg u opcoj populaciji jesu izlaganje metil-Hg
konzumacijom hrane morskoga podrijetla te Zivinim parama (Hg®) iz amalgamskih zubnih
ispuna i etil-Hg prilikom cijepljenja (starim) cjepivima koji su sadrzavali tiomersal kao
konzervans (Ha i sur., 2017; Bjerklund i sur., 2017; Clarkson i sur., 2003).

Hrana morskog podrijetla i geografsko podrucje prebivanja

Izlozenost Hg morskom hranom podrazumijeva dugotrajnu izlozenost malim dozama
Hg i ovisi o vrsti morske hrane koja se konzumira te 0 ucestalosti (broju) obroka u odredenom
razdoblju. Konzumacijom morske hrane/ ribe istodobno se unose i druge vrijedne hranjive
tvari (nutrijenti) kao $to su Se i nezasi¢ene omega-3 mase Kiseline. Pretpostavlja se da Se iz
ribe sprjecava toksi¢ne ucinke Hg, a omega-3 masne kiseline imaju nezamjenjivu ulogu u
razvoju mozga i vazne za su krvozilni sustav (Ralston i Raymond, 2010; Choi i sur., 2008).

Istrazivanja provedena u Svedskoj, koja su ukljudivala Zene reprodukcijske dobi te
trudnice 1 njihovu novorodencad, pokazala su da postoji povezanost izmedu ucestalosti
konzumacije morske hrane/ ribe i koncentracije Hg u krvi i kosi te Se u serumu (Bjornberg i
sur. 2005, 2003). Rezultati ovoga istrazivanja pokazuju povezanost ucestalosti unosa hrane
morskoga podrijetla i porasta koncentracije Hg i Se u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine,
§to je nadeno i u modelu visestruke regresije. Majke koje konzumiraju hranu morskoga
podrijetla (ribe) viSe od dva puta na tjedan imale su koncentraciju Hg u krvi sedam 1 viSe puta
viSu u odnosu na osobe koje ne konzumiraju takvu hranu. Ispitanice iz priobalnog podrucja
imale su veéi unos hrane morskoga podrijetla, ponajprije ribe, u odnosu na ispitanice iz
kontinentalnog podrucja, a time i viSe koncentracije Hg 1 Se u svim mjerenim bioloskim
uzorcima. Utjecaj prebivali§ta na koncentraciju Hg naden je i u modelu viSestruke regresije.
Dobivene vrijednosti Hg u krvi ispitanica iz priobalnoga podrucja [2,39 ug/L (1,06 - 4,71)]
slazu se s prije objavljenim vrijednostima za Hrvatsku i Italiju (Miklav¢ic i sur., 2013),a 1,51
2,3 puta su nize u odnosu na vrijednosti objavljene za Gréku i Spanjolsku (Llop i sur., 2014).
Vrijednosti Hg u krvi majke [0,96 ug/L (0,56 - 1,64)] i pupkovine [1,06 ug/L (0,55 - 1,89)]
ispitanica iz kontinentalnoga podru¢ja slazu se s objavljenim vrijednostima u Austriji (krv
majke: 0,7 ug/L; krv pupkovine: 1,1 pg/L) i Slovackoj (krv majke: 0,63 ug/L; krv pupkovine:
0,8 pg/L) (Gundacker i sur., 2010; Palkovicova i sur., 2008). Nedavno objavljeno istrazivanje

provedeno na parovima majka—dijete s podru¢ja Hrvatske (to¢nije Rijeke) i Slovenije
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pokazalo je da su koncentracije Hg u kosi majke i krvi pupkovine dva puta vece u hrvatskoj
populaciji, $to odgovara veéem unosu ribe i ribljih proizvoda u odnosu na Sloveniju (Snoj
Tratnik i sur., 2017). S obzirom da je u morskoj hrani metil-Hg, taj oblik Hg lako prolazi kroz
posteljicu, a vrijednosti Hg u krvi pupkovine mogu biti ¢ak 20 - 65 % vece u odnosu na
vrijednosti u krvi majke (Dorea i Donangelo, 2006). Pretpostavlja se da se metil-Hg prenosi
kroz posteljicu pomo¢u nosaca za neutralne aminokiseline kojima je krv pupkovine bogatija u
odnosu na krv odrasle osobe, odnosno da se odvija prijenos metil-Hg u jednom smjeru do
fetusa gdje se Hg nakuplja (Kajiwara 1 sur., 1996). Nasi rezultati pokazuju da su izmjerene
vrijednosti Hg u krvi pupkovine u rodilja koje su konzumirale hranu morskoga podrijetla vise
od dva puta na tjedan vece za 1,5 puta u odnosu na vrijednosti Hg u krvi majke, $to se slaze s
prije objavljenim rezultatima (Miklav¢ic¢ i sur., 2013; Vahter i sur., 2000). Takoder smo nasli
znacajne korelacije izmedu Hg u sva tri mjerena bioloska uzorka te izmedu konzumacije
morske hrane i koncentracija Hg i Se u svim bioloskim uzorcima $to se slaze s do sada
objavljenim rezultatima za populaciju u Hrvatskoj (Miklav¢ic i sur., 2013).

Referentna vrijednost metil-Hg u krvi prema americkoj Agenciji za zastitu okolisa (US
EPA) iznosi 5,8 pg/L §to odgovara vrijednosti od 6,4 pug/L ukupne Hg u krvi jer poznato je da
metil-Hg ¢ini >90 % ukupne vrijednosti Hg u krvi (Mahaffey, 2005). U nasem istraZivanju u
priobalnoj Hrvatskoj je 10 % Zena i 31 % novorodencadi imalo koncentracije Hg u krvi
>6,4 pg/L, dok je <1 % zZena i 3 % novorodencadi prelazilo tu referentnu vrijednost u
kontinentalnoj Hrvatskoj. Radi usporedbe, u Spanjolskoj ¢ak >60 % novorodencadi ima
koncentracije Hg u krvi veée od referentne vrijednosti (Ramon i sur., 2011). Medutim, u
Spanjolskoj 90 % trudnica konzumira morsku hranu tri i viSe puta na tjedan 3to dovodi do
izloZenosti fetusa in utero i novorodenceta visim dozama Hg i metil-Hg (Ramon i sur., 2011;
Diez i sur., 2009), dok je u ovom istrazivanju samo 7 % ispitanica konzumiralo morsku hranu

vise od tri puta na tjedan.

IzloZenost Hg iz amalgamskih ispuna

IzloZenost ljudi Hg iz amalgamskih zubnih ispuna, iz kojih se otpustaju male koli¢ine
elementarne Hg u obliku Zivinih para (HgP), najvise se dogada tijekom njihovog postavljanja
ili vadenja. U organizmu se, nakon udisanja, Hg® nakuplja najvise u mozgu i bubrezima i ima
dokazane neurotoksicne i nefrotoksi¢ne u¢inke (Bjerklund i sur., 2017; Clarkson i sur, 2003).
Opéenito prihvadeni pokazatelj za procjenu izlozenosti Hg? (profesionalne ili iz amalgamskih

ispuna) je koncentracija ukupne Hg u urinu. Koncentracije ukupne Hg u krvi i kosi pokazatelji
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su izlozenosti metil-Hg s obzirom da najveéi doprinos (=90 %) ukupnoj koncentraciji Hg u
krvi/ kosi ima metil-Hg iz morske hrane (Mahaffey, 2005), §to potvrduju i nasi rezultati
viSestruke regresije. Takoder je poznato da se u krvi metil-Hg uglavnom veze na eritrocite,
dok se anorganski oblik Hg raspodjeljuje izmedu krvnih stanica i plazme (WHO, 1990). lako
se u dosadasnjim istrazivanjima koncentracije Hg u plazmi/serumu u pravilu ne rabe za
procjenu izlozenosti, novija saznanja upucuju na prednosti upravo te matrice u procjeni
kroni¢ne izlozenosti pojedinca (Carneiro i sur., 2014).

U ovome istrazivanju ispitali smo povezanost koncentracije ukupne Hg u serumu s
obzirom na broj amalgamskih zubnih ispuna. Dosada$nja istrazivanja pokazala su da
koncentracije anorganske Hg u krvi majke i pupkovine rastu s brojem amalgamskih zubnih
ispuna (Bjornberg i sur., 2005, 2003). Nasi rezultati pokazuju vecu koncentraciju ukupne Hg u
serumu majke i pupkovine u ispitanica koje imaju amalgamske zubne ispune u odnosu na
osobe koje nemaju amalgamskih ispuna, dok za koncentraciju Hg u posteljici nije bilo razlika.
Takvi rezultati u skladu su s rezultatima istrazivanja provedenog u rodilja iz Turske (Bedir
Findik i sur., 2016). Pretpostavlja se da Hg° prolazi kroz posteljicu prije oksidacije katalazom
u Hg?*, dolazi do fetusa i moze se podeti nakupljati u bubregu jo$ prije rodenja (Lutz i sur.,
1996).

Takoder smo nasli da su koncentracije Hg u serumu majke i pupkovine rasle s
porastom broja maj¢inih amalgamskih ispuna. lako nisu dobivene statisticki znacajne razlike
izmedu ispitivanih skupina, u modelu visestruke regresije nadena je povezanost izmedu broja
amalgamskih zubnih ispuna i koncentracije Hg u serumu majke i pupkovine. Poznato je da
Cetkanje zubi, vruéi napici i odredena hrana povecavaju otpustanje Hg iz amalgamskih ispuna
(Rathore i sur., 2012; Ugar i Brantley, 2011). Eksperimentalna istrazivanja pokazala su da
stavljanje i micanje amalgamskih ispuna moze imati $tetne posljedice za fetus (Soussa i sur.,
2013). IzloZenost stomatologa i tehnicara Hg u zubnoj ordinaciji moze imati negativne ucinke
na reprodukciju, no nikada nisu odredene dozvoljene razine tih izlozenosti (Schuurs, 1999). U
novije vrijeme napusta se njihova ugradnja i s vremenom c¢e takve vrste profesionalne
1zlozenosti nestati.

Dobiveni rezultati upucuju da je koncentracija ukupne Hg u serumu potencijalni novi
bioloski biljeg izlozenosti elementarnoj zivi, o ¢emu do sada u literaturi nema dovoljno

podataka.
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5.3 Polimorfizam MT2A rs28366003: utjecaj na koncentracije toksi¢nih i esencijalnih
elemenata, MT2 i slobodne —SH skupine

Koncentracija toksicnih i esencijalnih elemenata u parovima majka-dijete

U literaturi je objavljen mali broj radova o utjecaju polimorfizma MT2A rs28366003
na razdiobu metala i jo$ uvijek se ne zna dovoljno o njegovom utjecaju na pohranu,
homeostazu i1 detoksikaciju metala u organizmu. Prva istrazivanja te vrste provedena su u
stanovnika Turske, Poljske i Japana (Hattori i sur., 2016; Starska i sur., 2015, 2014; Tekin i
sur., 2012a, b; Kayaalti i sur., 2010, 2011; Kita i sur., 2006; Koizumi i sur., 1999). Utjecaj
polimorfizma MT2A rs28366003 u hrvatskoj populaciji do sada nije proucavan i ovo je prvi
takav rad. Prema literaturnim podacima (tablica 1 u prilogu 1), ucestalost osoba s AA
genotipom je preko 85 %, osoba nositelja alela G u rasponu od 6 - 18 %, s tim da je stopa
pojavnosti alela G najvisa u Japanu, a najniza u americkoj populaciji (Starska i sur., 2015;
2014; Raudenska i sur., 2014; Wang i sur., 2012; Kayaalti i sur., 2010).

Dosadasnja istrazivanja provedena U rodilja nepusacica u Turskoj pokazala su da su
nositeljice alela G (AG genotip) u odnosu na genotip AA imale ve¢u koncentraciju Cd u krvi i
nizu koncentraciju Cd u posteljici (Tekin i sur., 2012a). Takoder je nadena vec¢a koncentracija
Pb u krvi, dok je koncentracija Pb u posteljici bila nepromijenjena (Tekin i sur., 2012b).
Istrazivanje u kojem su bili ukljuceni zdravi dragovoljci, nepusaci obaju spolova, pokazalo je
da su nositelji alela G imali veée koncentracije Cd i Pb u krvi i nizu koncentraciju Zn u
serumu, dok je koncentracija Cu bila nepromijenjena u odnosu na genotip AA (Kayaalti i sur.,
2011). Na temelju opisanih rezultata autori su zaklju¢ili da polimorfizam MT2A rs28366003
mozZe biti povezan s povecanom osjetljivoS¢u pojedinca na Stetni utjecaj toksicnih metala.
Medutim, koncentracije Cd u krvi objavljene u radu Tekina i suradnika (2012a) i Kayaaltija i
suradnika (2011) neocekivano su visoke (>1,6 ug Cd/L) u odnosu na prije objavljene
koncentracije Cd u krvi nepusa¢a u Turskoj (EI-Agha i Gokmen, 2002) koje se slazu s
referentnom vrijednoséu (<1 pg Cd/L) u nepuSaca (Nordberg i sur., 2015). Takoder,
objavljena vrijednost koncentracije Cd u posteljici (Tekin i sur., 2012a) neuobicajeno je niska
u odnosu na objavljene vrijednosti Cd u krvi; StoviSe, prema nedavno objavljenom
preglednom radu koji objedinjuje vrijednosti Cd u posteljici objavljene od 1976. do 2011.
godine te se vrijednosti nalaze medu najnizim vrijednostima te vrste u dosadasnjoj literaturi
(Esteban-Vasallo i sur., 2012). Stoga, iz gore navedenih ¢injenica mozemo zakljuciti kako se
¢ini da je u tim istrazivanjima vjerojatno postojao neki neutvrdeni izvor izlozenosti Cd i/ ili

(pre)analiticka pogreska i sve navedeno je moglo utjecati na dobivene rezultate istrazivanja i
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krajnjeg zakljucka autora o utjecajima polimorfizma MT2A rs28366003 na nakupljanje metala
u analiziranim bioloskim uzorcima. Nadalje, zaklju¢ci o utjecaju majcinog polimorfizma
MT2A na Cd, ali i na druge elemente analizirane u bioloskim uzorcima uzetih nakon porodaja,
trebaju se donositi vrlo pazljivo imaju¢i na umu razliite ¢cimbenike koji mogu utjecati na
koncentracije Cd u organizmu kao §to je puSenje cigareta i drugi, a sam ucinak puSenja kao
vazan prediktor izloZenosti Cd moze prekriti u¢inak specificnog genskog polimorfizma.

U ovome radu nije nadena razlika u koncentraciji Cd i Pb u krvi s obzirom na
polimorfizam MT2A, Sto se slaZe s rezultatima Cd u serumu 2774 ispitanika u Japanu (Hattori
i sur., 2016). Sto se ti¢e utjecaja na koncentracije Hg u analiziranim bioloskim uzorcima, nasi
rezultati su pokazali da nije bilo utjecaja polimorfizma MT2A, o ¢emu do sada u literaturi
nema nikakvih podataka ve¢ su istrazivani drugi polimorfizmi jednog nukleotida MT2A
(Wang i sur., 2012).

U istraZivanju provedenom na uzorcima tkiva prostate nadene su vece koncentracije
Cd, Zn i Cu u osoba koji su nositelji alela G (AG/GG genotip) u odnosu na AA genotip
(Krzeslak i sur., 2013). Razlike u koncentracijama Zn s obzirom na polimorfizam MT2A
rs28366003 nisu nadene u opseznom istrazivanju ispitanika obaju spolova (Hattori i sur.,
2016) kao ni u uzorcima krvi majke i pupkovine te posteljici (Tekin i sur., 2012a). Novi nalaz
ovoga rada je statisti¢ki znacajno smanjenje Fe u posteljici u nositeljica alela G u odnosu na
osobe s AA genotipom. Ti se rezultati mogu barem djelomi¢no objasniti ¢injenicom da se i Fe,
a ne samo Zn, Cu i Cd, moze vezati na MT u odredenim uvjetima (kiselom mediju in vitro) i
tako poticati sintezu MT-a (Bresgen i Eckl, 2015). Takoder je poznato da MT moze zastititi
stanicu od oksidacijskog stresa izazvanog prekomjernom koli¢inom Fe s posljediénom
destabilizacijom lizosoma (Baird i sur., 2006). Tekin i suradnici (2012a) nisu nasli razlike
izmedu genotipova u koncentraciji Fe u posteljici, ali su nasli ve¢e koncentracije Fe u krvi
pupkovine nepusacica nositeljica alela G u odnosu na genotip AA. Kako je vec prije istaknuto,
brojni ¢imbenici mogu utjecati na esencijalne i toksi¢ne elemente u organizmu te ih je
prilikom istrazivanja, kao i tumacenja rezultata utjecaja polimorfizma MT2A na koncentracije
elemenata u raznim tjelesnim odjeljcima i fizioloskim stanjima, potrebno sve uzeti u obzir. Za
konacne zakljucke o medusobnim utjecajima polimorfizma MT2A i pusSenja, kako na
koncentraciju Fe tako i na koncentracije drugih esencijalnih te toksi¢nih elemenata, potreba su
daljnja istrazivanja koja ¢e ukljucivati veci broj ispitanika, u ovome slu¢aju pusaca i nepusaca,

kao 1 skupina odredene dobi, odnosno razdvojenih po spolu.
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Koncentracija MT2 i slobodnih —SH skupina u serumu majke

Cigaretni dim sadrzi brojne organske i anoranske tvari, ukljucujuéi ione metala, koje
mogu izazvati oksidacijski stres (Taito i sur., 2016). Veca ekspresija MT-a u pusaca rezultat je
detoksikacijskog mehanizma na ucinke toksi¢nih metala iz cigaretnog dima, medu kojima je
najzastupljeniji Cd s najve¢im afinitetom vezanja za MT (Ruttkay-Nedecky i sur., 2013;
Coyle i sur., 2002). U Zena tijekom trudnoce na ekspresiju MT-a takoder u velikoj mjeri utjecu
promjene u koncentracijama progesterona i prijenos esencijalnih elemenata, osobito Cu i Zn,
potrebnih za fetalni rast i razvoj te njegovu zastitu od Stetnih ucinaka Koji mogu nastati u
uvjetima izloZenosti toksi¢nim metalima kao $to je Cd (Coyle i sur., 2002). Pokazano je da
trudnice imaju oko 65 % vece koncentracije MT-a u plazmi nego zene koje nisu trudne dok su
u pusacica koncentracije MT-a u plazmi vece oko 20 % nego u nepusacica (Kowalska i sur.,
2015). Rezultati viSestruke regresije u ovom radu pokazali su utjecaj puSenja cigareta na
povecanje koncentracije MT2 u majcinom serumu.

Sastojci duhanskog dima takoder reagiraju sa slobodnim —SH skupinama troSeci
njihove zalihe u organizmu (Stauffer, 1974). Koncentracije slobodnih —SH skupina izmjerene
u ovom istrazivanju slazu se s vrijednostima objavljenima u literaturi kao i nalaz da pusacice
imaju znacajno manje koncentracije slobodnih —SH skupina u serumu nego nepusacice (Costa
i sur., 2006; Mircea i sur., 2003).

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je ekspresija MT2A manja u ispitanika nositelja G
alela (AG genotip) u odnosu na AA genotip (Starska i sur., 2015; 2014; Krze$lak i sur., 2013).
U istrazivanju novijeg datuma provedenom u velikom broju (>2500) ispitanika obaju spolova
nisu nadene razlike u ekspresiji MT-a (MT1+MT2) izmedu tih genotipova (Hattori i sur.,
2016). U ovome istrazivanju takoder nije naden utjecaj polimorfizma MT2A rs28366003 ni na

ekspresiju MT2, ni na koncentraciju slobodnih —SH skupina.

5.4 Parametri novorodencadi s obzirom na pusenje, prenrambene navike i polimorfizam
MT2A rs28366003

Pusenje cigareta tijekom trudnoce moze utjecati na rast i razvoj djeteta i uzrokovati
povecanu sklonost razvoja brojnih kroni¢nih ukljucujuci zlo¢udne bolesti potomka poslije u
zivotu. Poznato je da cigaretni dim sadrzi mnogobrojne toksi¢ne i kancerogene tvari kao §to su
nikotin, ugljikov monoksid i viSe desetaka stabilnih i radioaktivnih iona, od kojih mnogi imaju
genotoksi¢na i kancerogena svojstva, pa su Stetni u¢inci pusenja na dijete kombinacija ucinaka

svih tih Stetnih supstancija (Pappas, 2011; Piasek i sur., 2011).
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U mnogim dosada$njim istrazivanjima opisani su $tetni ucinci pusenja na Smanjenu
porodajnu masu i/ ili duljinu (Aydogan i sur., 2013; Stasenko i sur., 2010; Knopik, 2009;
Strini¢ i sur., 2005; Ronco i sur., 2005a) iako takvi ucinci nisu nadeni u svim istrazivanjima
(Grzunov Letini¢ i sur., 2016; Thomas i sur., 2015; Piasek i sur., 2001). U ovome istrazivanju
takoder nismo nasli utjecaj puSenja na porodajnu masu i duljinu te ocjenu vitalnosti
novorodenceta APGAR.

Kako je ve¢ istaknuto, organizmi u rastu i razvoju izrazito su osjetljivi na $tetne ucinke
svih oblika Hg, posebno metil-Hg koji mogu imati $tetne u¢inke na neuroloski razvoj djeteta
uzrokuju¢i mentalnu retardaciju, kasnjenje u razvoju, poteSkoce u govoru i gubitak pamcenja
(Ha i sur., 2017; Karagas 1 sur., 2012; WHO, 1990). Opsezna istrazivanja u stanovnika koji
pretezno konzumiraju morsku hranu (Farojski otoci, SejSelsko oto¢je, Kanada, Novi Zeland i
Peru) nisu potvrdila da je prenatalna izlozenost Hg zbog majc¢ine konzumacije morske hrane
povezana s neuroloskim poremecajima ili smetnjama ponasanja u potomaka te su potrebna
daljnja istrazivanja uzroka takvih poremecaja (Myers i Davidson, 2000). U ovom istrazivanju
takoder nisu nadene povezanosti izmedu unosa hrane morskoga podrijetla ili broja
amalgamskih zubnih ispuna i vrijednosti porodajne mase i duljine te ocjene APGAR. Takoder
nije naden utjecaj polimorfizma MT2A rs28366003 na te parametre, Sto je u skladu s nalazima
drugih autora (Tekin i sur., 20123, b).

U cjelini, ovaj rad sadrzi rezultate koji mogu posluziti kao temelj za daljnja
istrazivanja utjecaja polimorfizma MT2A rs28366003 (c.-77A>G ) na koncentracije toksi¢nih i
esencijalnih metala i procjene njihovih u¢inke na zdravlje Zena reprodukcijske dobi i njihovih
potomaka u uvjetima svakodnevne izlozenosti oneciS¢ivatima iz okoliSa. Za bolje
razumijevanje i konacne zakljucke o utjecaju polimorfizma MT2A rs28366003 majke na
koncentracije toksi¢nih i esencijalnih elemenata u maj¢inom organizmu, njihov prijenos do
fetusa kao i nakupljanje elemenata u posteljici bilo bi potrebno provesti daljnja istrazivanja na
velikom broj ispitanika i u reprezentativnim skupinama stanovniStva uz istodobno pazljivo

pracenje glavnih izvora izloZenosti metalima kao $to su prehrana i pusenje cigareta.
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6. ZAKLJUCCI

U zdravih rodilja nakon ro¢nog rodnickog porodaja u kontinentalnom i priobalnom
podru¢ju Hrvatske procijenjen je utjecaj glavnih izvora izloZenosti toksi¢énim metalima u
op¢oj populaciji (Cd i Pb puSenjem cigareta i Hg konzumacijom morske hrane) i
polimorfizma MT2A rs28366003 na koncentracije najvaznijih toksi¢nih metala i s njima
povezanih esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu, Se) u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine;
na koncentracije steroidnih hormona u posteljici te koncentracije MT2 i slobodnih —SH

skupina u serumu majki. Rezultati ovog istrazivanja upucuju na sljedece zakljucke:

» ispitanice pusacice u odnosu na nepusacice

- imaju povecane koncentracije Cd u krvi (2 - 3 puta) i posteljici (oko 1,5 puta) koje
medusobno dobro koreliraju, a u krvi pupkovine Cd je podjednako nizak (<0,1 pg/L);

- imaju znacajno vecée koncentracije Pb u krvi majke, krvi pupkovine i posteljici, Fe i Cu
u krvi pupkovine, Zn u posteljici te smanjene koncentracije Se u krvi i slobodnih —SH
skupina u serumu majke, a MT2 u serumu majke povecava se s intenzitetom pusenja;

- nisu se razlikovale u koncentracijama progesterona i estradiola u posteljici i
vrijednostima parameatara opéeg stanja novorodencadi (porodajnoj masi, porodajnoj

duzini i ocjeni vitalnosti ploda APGAR);

» ispitanice iz priobalnog u odnosu na kontinentalno geografsko podrucje prebivanja
- konzumiraju vise hrane morskoga podrijetla (ribe) i imaju vise koncentracije Hg i Se u
svim mjerenim bioloskim uzorcima srazmjerne s ucestalo$¢u unosa ribe;
- takoder su imale vise koncentracija Cd i Cu u krvi, Zn i Cu u posteljici te Fe u krvi

pupkovine, a nije bilo razlika u koncentracijama Pb u svim mjerenim uzorcima;

» ispitanice koje imaju amalgamske zubne ispune
- imaju vece koncentracije Hg u serumu kao i serumu pupkovine koje su srazmjerne

broju amalgama (bez obzira na unos hrane morskoga podrijetla);

» utjecaj polimorfizma jednog nukleotida u genu MT2A (c.-77A>G)
- naden je U smanjenju koncentracija Fe u posteljicama nepusacica nositeljica alela G
(AG/GG genotip) u odnosu na genotip AA;
- nije naden na koncentracije toksi¢nih metala (Cd, Pb i Hg) i ostalih esencijalih
elemenata (Zn, Cu i Se) u svim mjerenim uzorcima, na koncentracije Fe u krvi majke i
pupkovine, na koncentracije MT2 u serumu majke kao ni na parametre opéeg stanja

novorodencadi.
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7. POPIS KRATICA

APGAR

ARE
ATP
ATSDR

COPHES
DHEA
DMT1
DNA
ELISA
ESBIO
FP1
FSH
GGTP
GPx
GRE
GSH

Hb
HBM
hCG
HEK?293
HESI

HEIMTSA

hPL
IARC

ICP-MS

IEMA
INTARESE

1Q
IUGR
KM
KP
LDL

ocjena vitalnosti ploda nakon rodenja prema dr. V. Apgar (engl. APGAR Score:
Appearance, Pulse, Grimace, Activity, and Respiration)

element antioksidacijskog odgovora (engl. antioxidant response element)
adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate)

Agencija za toksi¢ne supstancije i registar bolesti (engl. Agency for Toxic
Substances and Disease Registry)

EU projekt Consortium to Perform Human Biomonitoring on a European Scale
dehidroepiandrosteron (engl. dehydroepiandrosterone)

prijenosnik dvovalentnih metala (engl. divalent metal transporter 1)
deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

imunokemijska metoda ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)

EU projekt Expert team to Support BIOmonitoring in Europe

prijenosnik Zeljeza, feroportin 1 (engl. ferroportin 1)

folikulstimulirajuc¢i hormon (engl. follicle-stimulating hormone)

gama-glutamil transpeptidaza (engl. gamma-glutamyl transpeptidase)

glutation peroksidaza (engl. glutation-peroxidase)

element odgovara na glukokortikoide (engl. glucocorticoid response element)
glutation (engl. glutathione)

hemoglobin

bioloski monitoring ljudi (engl. human biological monitoring)

humani korionski gonadotropin (engl. human chorionic gonadotropin)

stanice bubrega ljudskog embrija 293 (engl. human embrionic kidney cells 293)

Institut za zdravlje i okoli§ (engl. The Health and Environmental Science
Institute)

EU projekt Health and Environment Integrated Methodology and Toolbox for
Scenario Assessment

humani placentarni laktogen

Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. International Agency for
Research on Cancer)

masena spektrometrija induktivno spregnute plazme (engl. inductively coupled
plasma mass spectrometry)

imunokemijska metoda IEMA (engl. immunoenzymometric assay)

EU projekt Integrated Assessment of Health Risks of Environmental Stressors
in Europe

koeficijent inteligencije (engl. intelligence quotient)

zastoj rasta ploda in utero (engl. intrauterine growth restriction)
krv majke (rodilje)

krv pupkovine

lipoprotein niske gustoce (engl. low-density lipoprotein)
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LH
LoD
LoQ
MRE
MT
MTF-1
MTP1
MZO0S
NCBI
PCR
PL
RFLP

RIA
RNA
ROS
RSD
SD
SM
SNP
SOD
SP
STAT

TfR1
US EPA

UTR
WHO
3BHSD

luteiniziraju¢i hormon (engl. luteinizing hormone)

granica detekcije (engl. limit of detection)

granica kvantifikacije (engl. limit of quantitation)

element odgovora na metale (engl. metal response element)
metalotionein (engl. metallothionein)

transkripcijski faktor 1 (engl. MRE-binding transcription factor-1)
protein 1 prijenosnik metala (engl. metal transporter protein 1)
Ministarstvo znanosti obrazovanja i Sporta

Nacionalni centar za biotehnoloske informacije (engl. National Center for
lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)
posteljica (lat. i engl. placenta)

polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (engl. restriction fragment
length polymorphism)

radioimunoloska analiza (engl. radio immuno assay)

ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)

relativno standardno odstupanje (engl. relative standard deviation)
standardno odstupanje (engl. standard deviation)

serum majke (rodilje)

polimorfizam jednog nukleotida (engl. single-nucleotide polymorphism)
superoksid dismutaza (engl. superoxide dismutases)

serum pupkovine

prenosilac signala i aktivator transkripcije (engl. signal transducer and
activator of transcription)

transferinski receptor 1 (engl. transferrin receptor protein 1)

Ameri¢ka Agencija za zaStitu okoliSa (eng. United States Environmental
Protection Agency)

netranslatiraju¢a regija (engl. untranslated region)
Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation)
3pB-hidroksisteroidna dehidrogenaza
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10. PRILOZI

Prilog 1

Dodatni materijali vezani uz poglavlja UVOD i MATERIJALI i METODE

Tablica 1. Pregled literaturnih podataka o frekvencijama pojavnosti polimorfizma MT2A rs28366003 u
raznim populacijama.

pojavnost genotipa (%)

literatura drzava n populacija AA AG ce
Hattori i Japan 2774 skarci i 5 818 174 08
sur., 2016 p muskarci i Zene ) ’ Y
Starska i ' L

sur., 2015 Poljska 132 muskarci i Zene 87,9 12,1 0,0
SLE?r,Slz(gi 4 Poljska 116 muskarci i Zene 84,5 14,6 0,9
Krzeslak i . y ]

sur,2013  oliska 67 muskarci 88,0 12,0 0,0
Tekin i sur., L .

2012a Turska 95 parovi majka-dijete 87,4 12,6 0,0
Tekin i sur., R .

2012b Turska 91 parovi majka-dijete 86,8 13,2 0,0
Kayaalti i .

sur., 2011 Turska 616 muskarci i Zene 86,6 12,8 0,6
Kayaalti i Turska 114 muskarci i Zene 87,7 114 0,9
sur., 2010
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Tablica 2. Pregled literaturnih podataka (2000. - 2017.) o razinama metala s obzirom na
polimorfizam MT2A rs28366003 (1/3 nastavka).

literatura drzava n uzorak genotip
Cd
132 tkivo sinusne sluznice bez AA 62,2 + 41,2 pg/kg s.t.
Starska| karcinoma AG 96,2 + 57,1 pg/kg s.t.
sur., 2015 Poljska tkivo sinusne sluznice s AA 1164+79,2 ug/kg st
B 117 i AG 376,4 + 126,1 pg/kg s.t.
karcinomom
GG 393 ng/kg s.t.
AA 87,2 +32,2 pg/kg s.t.
116 tkivo grkljana bez carcinoma AG 113,5 + 26,1 pg/kg s.t.
i GG 11 kg s.
Starska i Poljska 6,8 ng/kg s.t
sur., 2014 AA 197,8 + 87,0 ng/kg s.t.
323 tkivo grkljana s karcinomom AG 368,9 +127,5 pg/kg s.t.
GG 509,3 ug/kg s.t
. . AA 0,36 + 0,12 mg/kg s.t.
S 67 tkivo prostate bez karcinoma AG 0.66 = 0,14 mg/kg s.t.
o “2 5‘13 Poljska AA 0,72 + 0,33 mg/kg s.t.
B 412 tkivo prostate s karcinomom AG 0,97 + 0,46 mg/kg s.t.
GG 1,09 + 0,22 mg/kg s.t
. . AA 1,60 + 0,94 ng/L
95 k ki Sag
I'V majke nepusacice AG 2,54 " 2’72 },Lg/L
Tekin i sur., . AA 20,83 £ 19,7 ug/kg s.t.
Turska 95 osteljica
2012a Postel AG 8,65 + 6,70 ug/kg s.t.
AA +0,32 pg/L
95 krv pupkovine 0.950,32 ng/
AG 0,98 + 0,28 ug/L
Kavaalti AA 1,60 + 1,44 ug/L
Sury co1  Tuska 616 kv AG 2,00+ 1,85 ug/L
K GG 5,98 + 4,38 pg/L
Kayaalti i AA 87,7+62,9 ng/g s.t.
sur.. 2010 Turska 114 tkivo bubrega AG 151,2 £ 60,2 ng/g s.t.
GG 153,1 ng/g s.t.
Pb
. . AA 1,67 £ 0,61 mg/kg s.t
B 67 tkivo prostate bez karcinoma AG 172 + 0,67 mg/kg st
Surrzeszglgl Poljska AA 3,11 +1,27 mg/kg s.t
h 412 tkivo prostate s karcinomom AG 4,66 + 1,82 mg/kg s.t
GG 5,11 + 2,52 mg/kg s.t
AA +
91 krv majke nepusacice 35,3143 po/L
AG 51,3 +27,9 pg/L
Tekin i sur., .. AA 7,79 +2,55 pg/kg s.t.
2012b Turska 91 posteljica AG 9,75 + 4,14 ug/kg s.t.
. AA 24,2 +10,0 pug/L
91 kr kovine
v PUpKoVI AG 204+ 14,9 g/l
AA 30,1 +13,9 pg/L
K ltii AG 32,9 +14,9 po/L
ayaalti i
sur.. 2011 Turska 616 krv GG 50,4 + 11,5 pg/L
AG 15,3+ 10,6 pg/g s.t.
GG 31,9 pg/g s.t.

s.t. — suho tkivo
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Tablica 2. Pregled literaturnih podataka (2000. - 2017.) o razinama metala s obzirom na
polimorfizam MT2A rs28366003 (2/3 nastavka).

literatura drzava n uzorak genotip
Fe
. e AA 343,2 + 89,5 mg/L
95 krv majke nepusacice AG 3734 +102,9 mg/L
Tekin i sur., .. AA 526,8 + 194,3 mg/kg s.t.
2012a Turska 95 posteljica AG 6235 + 161,9 mg/kg s.t.
. AA 270,9 +129,8 mg/L
% krv pupkovine AG 455,9 + 214,2 mg/L
Zn
132 tkivo sinusne sluznice bez AA 198,6 + 43,6 mg/kg s.t.
Starska i karcinoma AG 203,9 £ 52,1 mg/kg s.t.
sur., 2015 Poljska tkivo sinusne sluznice s AA 52,2 £41,2 mg/kgs.t
K 117 Karcinomom AG 127,3 + 75,5 mg/kg s.t.
GG 136 mg/kg s.t.
AA 97,6 + 30,0 mg/kg s.t.
116 tkivo grkljana bez carcinoma AG 132,8 + 27,4 mg/kg s.t.
Starska i Poliska GG 128,7 mg/kg s.t.
sur., 2014 J AA 86,4 + 38,1 mg/kg s.t.
323 tkivo grkljana s karcinomom AG 183,9 + 56,9 mg/kg s.t.
GG 193,9 mg/kg s.t.
. . AA 484,6 + 119,3 mg/kg s.t.
S 67 tkivo prostate bez karcinoma AG 927.3 + 3174 mglkg s.t.
surzeszgl?,l Poljska AA 134,9 + 48,2 mg/kg s.t.
! 412 tkivo prostate s karcinomom AG 239,4 = 80,3 mg/kg s.t.
GG 243,7 + 64,4 mg/kg s.t.
. . s AA 4,33 +1,13 mg/L
95 krv majke nepusacice AG 4,82 +1.44 mglL
Tekin i sur., .. AA 50,46 + 10,08 mg/kg s.t.
2012a Turska 95 posteljica AG 46,13 + 7,08 mg/kg s.t.
. AA 1,32 £ 0,55 mg/L
% krv pupkovine AG 1,48 + 0,53 mg/L
Kavaalti i AA 1,01 +0,48 mg/L
sury 2011 Turska 616 serum AG 0,84 + 0,50 mg/L
B GG 0,39 = 0,33 mg/L
Kayaalti i AA 180,2 + 84,6 ng/g s.t.
sur.. 2010 Turska 114 tkivo bubrega AG 192,0 + 114,7 pg/g s.t.
GG 142,0 pg/g s.t.

s.t. — suho tkivo
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Tablica 2. Pregled literaturnih podataka (2000. - 2017.) o razinama metala s obzirom na
polimorfizam MT2A rs28366003 (3/3 nastavka).

literatura drzava n uzorak genotip
Cu
132 tkivo sinusne sluznice bez AA 11,03 + 2,98 mg/kg s.t.
. karcinoma AG 17,2 +5,17 mg/kg s.t.
starska Poljska AA 24,2 +13,6 mg/kg s. t
N . ,2+ 13,6 mg/kg s. t.
sur., 2015
117 L';':g:ﬂ;;e sluznice s AGIGG  27,1+11,6 mglkgs.t.
GG 26,1 mg/kg s.t.
AA 9,85 + 4,10 mg/kg s.t.
116 tkivo grkljana bez carcinoma AG 12,7 + 3,56 mg/kg s.t.
Starska i . GG 11,5 mg/kg s.t.
sur, 2014 oliska AA 144+ 783 mglkg st
323 tkivo grkljana s karcinomom AG 26,6 + 12,5 mg/kg s.t.
GG 29,7 mg/kg s.t.
+ t.
67 tkivo prostate bez karcinoma AA 2.98:£1,271mglkg st
Krzedlak i AG 7,63 = 2,88 mg/kg s.t.
sur. 2013 Poljska AA 10,3 + 4,24 mg/kg s.t.
B 412 tkivo prostate s karcinomom AG 21,1 +9,61 mg/kg s.t.
GG 25,6 +5,81 mg/kg s.t.
. e AA 1,67 + 0,34 mg/L
95 krv majke nepusacice AG 184 + 0,50 mg/L
Tekin i sur., . AA 5,90 + 2,59 mg/kg s.t.
2012a Turska 95 posteljica AG 6,63 + 1,73 mg/kg s.t.
. AA 0,69 + 0,25 mg/L
9 krv pupkovine AG 0,69 + 0,28 mg/L
Kavaalti i AA 1,04 + 0,44 mg/L
sury 2011 Turska 616 serum AG 1,02 £ 0,52 mg/L
K GG 0,91 + 0,37 mg/L
- AA 17,2+ 16,9 ng/g s.t.
Kayaalti i .
sur.. 2010 Turska 114 tkivo bubrega AG 15,3 +10,6 pg/g s.t.
GG 31,9 ng/g s.t.

s.t. — suho tkivo
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Tablica 3. Pregled literaturnih vrijednosti (2000. - 2017.) za koncentracije kadmija (Cd) u maj¢inoj krvi
(trudnice, rodilje i dojilje), posteljici i krvi pupkovine.

. . krv majke posteljica krv pupkovine
literatura drzava n (ug/L) (ugke mt) (ue/L)
Cd
Stajnko i sur., . -
2017 Slovenija 533 dojilje 0,33(0,25-0,49) / /
;%gl‘)?d'c 'S Slovenija 494 rodilje 0,35(0,20-3,08) / /
Piasekisur, | o 54 nepugadice 0,45 (0,19-0,99) 7,63 (3,34-18,8) 0,09 (0,02 - 0,19)
2016 32 pusacice 157 (050-5,23) 10,4 (542-336) 0,11 (0,02-0,21)
56 nepusadice 0,34 (0,20 - 0,44)
Grzunov prestale pusiti u
Letini¢ i sur., Hrvatska 18 trudnodi 0,48 (0.32-0,76) / /
2016 28 nastav1}fe pusiti u 0,99 (0,62 - 1,5)
trudnodi
Arbuckle i 6-13 tj. trudnode 0,20 (ND - 5,62) )
sur., 2016 Kanada 2001 35 344 rudnoce 020 (ND-4.27) ! ND (ND - 4,05)
}2<(;r1r15| U Juzna Koreja 79/104* 0,61(024-280) / 0,01 (0,0-0,22)
ijegséi‘ét ' Svedska 80/69 0,37 (0,14 -0,90)" 3,95 (1,84-10,8) 0,03 (0,02 - 0,06)'
Ashley-
Martin i sur., Kanada 1260 0,32 +2,13 / /
2015
119 kontinent nepusadice 0,33 (0,24 -0,44) 6,5 (5,1 - 8.,6) 0,03 (0,02 - 0,04)
Piasek i sur., Hrvatska 77 kontinent pusadice 0,93(0,55-2,1) 10.5(8,5-14,1) 0,04 (0,03 - 0,05)
2014 48 priobalje nepusacice 0,46 (0,31-0,56) 10,4 (7,6 - 12,9) _ 0,03 (0,02 - 0,04)
48 priobalje pusacice 0,75(048-1,6) 123(84-155) 0,03 (0,02 - 0,05)
Chen'isur,, SAD 50 eritrociti 0,86 (0,70-1,07) / 0,06 (0,05 - 0,09)
2014 (Afroamerikanci) plazma 0,06 (0,04-0,09) [/ 0,04 (0,03 - 0,05)
Garcia-
Esquinas i Spanjolska 140/114* 0,53(0,45-0,61) / 0,27 (0,23 - 0,31)
sur., 2013
Leino i sur -
2013 Finska 130 / 3,70 (1,86 -7,13) /
Sakamoto i i N
sur., 2013 Japan 48 19(15-22) 12,0 (9,5-16,1)* 0,20 (0,14 - 0,27)
Needham i . .
sur., 2011 Farski otoci 15 / 0,61* 0,33
Al-Saleh i Saudijska *
sur., 2011 Arabija 1578 0,99 +0,31 7,89 +20,4 0,78 +£0,62
Stasenko i Hrvatska 109 nepusacice / 9,7 (7,3-125) /
sur., 2010 99 pusacice / 214 (172-265) [
gi’g'er 'SU Banglades 44 / 193(7,0-86,3)* 0,16 (0,07 - 0,32)
Eggge PSUT T Juzna Afrika 62 0,15(0,04-089) / 0,02 (0-0,32)
Klapec i sur.,
2008 Hrvatska 36 / 8,03(2,10-19,2) /
Butler Walker
i sur.. 2006 Kanada 385 1,72 (ND - 8,5) / 0,2 (ND - 7,5)
Ronco i sur., Cile 20 nepusadice / 356+1,7* /
2005a 20 pusacice / 10,5+ 3,5* /
Ronco i sur., il 6 nepusadice / 42 +10,5* /
2005h e 6 pusadice / 13,2 + 4,2% /
Piasek i sur., Hrvatska 27 nepusacice / 159+14 /
2001 25 pusacice / 28,5+2,0 /
Soman sl Svedska 106 0,16 (0,01-205) 52 (1,14-194) 0,02 (0-0,08)
Raghunath i .
sur., 2000 Indija 148 0,7+30,2 / 0,6 +30

#n (krv majke) / n (krv pupkovine)
Trezultati su izrazeni po kg eritrocita
*rezultati su preradunati na masu mokrog tkiva s faktorom ==L =57 (Kippler i sur., 2010)

ND - nije detektirano

mmr
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Tablica 4. Pregled literaturnih vrijednosti (2000. - 2017.) za koncentracije olova (Pb) u majéinoj krvi
(trudnice, rodilje i dojilje), posteljici i krvi pupkovine.

. . krv majke posteljica krv pupkovine
literatura drzava n (ug/L) (ug/kg m.t.) (ug/L)
Pb
g(t)?';‘ko IS, Siovenija 533 dojilje 159(123-211) / /
Jagodic i sur., . }
s Slovenija 494 168 (42-719) [ /
2‘33{2'9” Isur. Bolivija 419/240* 26,5+ 48,7 / 22,6+ 57,4
56 nepusacice 7,0 (52-9,5)
_Grzunov Letini¢ Hrvatska 18 E);fcsl;zt)lzipuéiti U 74(56-13) / /
I sur., 2016 28 nastavile'puéiti 6,9 (6,0 - 11)
u trudno¢i
Arbuckle i sur 6-13 tj. trudno¢e 6,0 (1,55 - 51,8)
2016 Kanada 2001 32-34 tj 5,6 (ND - 41.,4) / 7,67 (ND - 51,8)
trudnoce
Kimisur., 2015  JuZna Koreja 79/104 1,03 (0,51 - 1,82) / 0,71 (0,47 - 1,58)
gggg“tedt ISUr,  &vedska 80/69 15,8 (6,33 - 55,4)' 2,87 (1,04 - 36,8) 7,85 (2,41 - 22,0)"
Ashley-Martin i L
sur., 2015 Kanada 1260 8,8+£16,1 / /
chenisur 201 SAD 50 eritrociti 393 (33,3-466) |/ 24,1 (20,0 - 29,0)
enisur., (Afroamerikanci) plazma 1,3(0,9-1,8) / 1,6 (1,2-2,2)
Garcia-Esquinas & . # ) )
i sur., 2013 Spanjolska 140/114 19,8 (14,1-27,2) / 14,1 (10,6 - 19,1)
Leino i sur., - -
2013 Finska 130 / 13,1(9,20-56,9) /
gggmoto ISurs Japan 48 23,4 (19,6 -30,7)" 9,9 (7,3-132)*  12,5(10,5 - 15,7)"
Llop isur., 2011 gpanjolska 1466 / / 11,1+6,7
Needham i sur., - - *
2011 Farski otoci 15 / 9,3 6,0
Al-Saleh i sur. Saudijska
' + +382* +
2011 Arabija 1578 28,9+ 18,5 101 + 382 255+£259
Gundacker i Austrija 53 249(17,8-34,7) 4,53 (3,68 - 6,46)* 13,4 (8,1 - 24,1)
sur., 2010
Stasenko i sur., Hrvatska 109 nepusacice / 13,8 (7,6 - 27,1) /
2010 99 pusadice / 17,9(103-34,2) /
Eggge i sur., Juzna Afrika 62 23 (6 - 161) / 15,4 (1,4 - 95,1)
Klapec i sur., )
2008 Hrvatska 36 / 452 (155-935) /
Palkovicova i <
or. 2008 Slovagka 99 0,63(0,14-2,9)  / 0,8 (0,15 - 2,54)
Butler Walker i
o, 2006 Kanada 385 33,6 (2,07-178)  / 28 (2,1 - 155)
Falcon i ) 71 ro¢ni porodaj / 18,1 £8,7* /
aconisur., Spanjolska prijevremeni
2003 18 f / 27 £12,6* /
porodaj
Piasek i sur., Hrvatska 27 nepusacice / 495+75 /
2001 25 pusadice / 41,7+6,9 /
g&';(‘)a” i sur., Svedska 106 11,4 (2,1 - 48) 5.4 (0 - 131) 11,2 (0,89 - 123)
Raghunath i sur., -
2000 Indija 148 64 + 16,9 / 51+19,6
#n (krv majke) / n (krv pupkovine)
frezultati su izraZeni po kg eritrocita
*rezultati su preracunati na masu mokrog tkiva s faktorom ;"i = 5,7 (Kippler i sur., 2010)
MT

ND - nije detektirano

133



Prilog 1

Tablica 5. Pregled literaturnih vrijednosti (2000. - 2017.) za koncentracije zive (Hg) u majéinoj krvi

(trudnice, rodilje i dojilje), posteljici i krvi pupkovine.

. . krv majke posteljica krv pupkovine
literatura drzava n (ug/L) (ug/kgm.t) (ug/L)
Hg
ggalj'?‘ko i sur., Slovenija 533 dojilje 1,06 (0,66-1,82) / /
Snoj Tratnik i Slovenija/ i i
o 2017 Divateka 139 2,36 (0,55-20,5) / 3,43 (0,46 - 32,3)
Jagodic i sur., . }
P Slovenija 494 1,11(0,20-10,2) / /
<1 putna j
9 odan® 0,73 (0,26 -2,7)
1-2 put na j
Grzunov Letini¢ Hrvatska 27 tjedan? 1.3(0,62-26) / /
i sur., 2016 41 2.-4 puat na 1,2(0,77-32)
tjedan
>4 put na R
24 Hodant 3,0(1,3-5.2)
6-13 tjedan
. N 0,70 (ND - 10,0)
Arbuckle sur.,  yanada 2001 trudnoce / 0,80 (ND - 14,2)
2016 32-34tjedan g 56 (D - 12,4)
trudnoce ' '
. . . T-Hg 2,66 (1,36 - 8,50) 444 (2,61 - 12,1)
#
Kimisur, 2015 Juzna Koreja 79104 e Hg 2,16 (1,02 - 6,82) 3,67 (2,25-112)
Ashley-Martini 314 1260 0,86 + 2,84 / /
sur., 2015
Italija 5 / / 3,8(36-41)
Llopisur., 2014  Greka 40 / / 54 (4,9 -58)
Spanjolska 205 / / 8,2 (7,7-8,7)
chenisur. 2014 SAP 50 eritrociti 2,35(1,82-3,03) / 3,58 (2,76 - 4,65)
entsur., (Afroamerikanci) plazma 032(024-042) |/ 0,21 (0,16 - 0,29)
Garcia-Esquinas & . # B _
i sur., 2013 Spanjolska 140/114 3,9(24-6,8) / 6,7 (4,9 - 11,0)
Italija 871/614% 2,4(0,05-40)"  / 3,9 (0,1 - 33)°
Miklav&i¢isur,  Slovenija 446 T-Hg / / 15(0,2 - 14)1
2013 Hrvatska 255/2107 2,0 (06 - 21)7 / 2,9(0,3-32)
Greka 391 / / 58 (0,2 - 33)"
Leinoisur., 2013 Finska 130 / 2,31 (0,76 - 5,69) /
_ T-Hg 91(69-108)7  9,0(72-98)* 14,0 (10,3 - 18,0
gggmoto ISUr. japan 48 I-Hg ] 13(L1-14) ]
Me-Hg 7.7 (6,1-8,4)* /
Ramon i sur., 2011 Spanjolska 1883 T-Hg / / 11,0 (5,0 - 14)
Needham i sur., - - *
2011 Farski otoci 15 / 15,3 12,1
%Jlngac‘(er ISUr. Austrija 53 0,7(03-1,2) 033(0,12-0,65*  11(04-19)
Eggge isur., Juzna Afrika 62 065(01-88) [ 1,2(01-9.7)
Choi i sur., 2008  Farski otoci 163 / / 20,9 (12,5 - 40,0)
_ I-Hg 078 (ND-46)  / 0,83 (ND - 5,6)
Butler Walker!  Kanada 385 Me-Hg 220(00-293) | 4,9 (0,0-70,2)
5 T-Hg 2,96 (ND-33,9) / 5.8 (ND - 75,8)
Bjornberg i sur., & K 197 MeHg 1,7(0,3-14)
2005 Svedska I-Hg 024 (001-18) | /
Bjornberg i sur., MeHg 13(0,10-57)
2003 Svedska 130 I-Hg / / 0,15 (0,03 - 0,53)
Vahter i sur., & " I-Hg 032(0,04-12) / 0,34 (0,10 - 0,75)
2000 Svedska 112/98 Me-Hg 073(020-20) / 1,4(03-38)
2ucestalost konzumacije morske hrane na tjedan
n (krv majke) / n (krv pupkovine)
frezultati su izraZeni po kg eritrocita
*rezultati su preracunati na masu mokrog tkiva s faktorom ;"i =5,7 (Kippler i sur., 2010)
MT

ND - nije detektirano
T-Hg — ukupna Hg; 1-Hg — anorganska Hg; Me-Hg — metil-Hg
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Tablica 6. Pregled literaturnih vrijednosti (2000. - 2017.) za koncentracije esencijalni elemenata (Fe, Zn, Cu i
Se) u majc¢inoj krvi (trudnice, rodilje i dojilje), posteljici i krvi pupkovine (1/2 nastavka).

. . krv majke posteljica krv pupkovine

literatura drzava n (mg/L) (mg/kg m.) (mg/L)
Fe
Stasenko i 109 nepusacice / 109 (97,5 - 131) /

Hrvatsk
sur., 2010 fvaisia 99 pusadice / 112(920-131) [
Ronco i sur., Clle 20 nepu§aéice / 106 + 26* /
2005a 20 pusadice / 96 + 18% /
Piasek i sur., 27 nepuéaéice / 154 + 6,91 /
2001 Hrvatska 25 pusacice 7 129:632 7
Raghunath i . " n
o 2000 Indija 148 354+ 14 / 540 + 13
Zn
;E(‘)gl"?dic ISUr. sjovenija 494 673(30-117) [ /
Aydogan i Turska 22 nepusacice 795+1,11 / 5,30 +0,79
sur., 2013 28 pusadice 742+1,03 / 4,98 + 0,66
Sakamoto i _ ¥ . * R f
sur., 2013 Japan 48 1,19(1,15-1,26)" 84(7,7-88) 2,26 (1,87 - 2,61)
Stasenko i Hrvatska 109 nepusacice / 12,6 (11,9 -13)5) /
sur., 2010 99 pusacice / 13,1 (12,2 -14,3) /
2’%28'” 'SUf Banglades 44 / 116 (89-138)*  30(18-51)
;‘ggge PSUL, Juzna Afrika 62 63(30-114)  / 2,55 (1,56 - 4,74)
Butler Walker _ R
i sur., 2006 Kanada 385 serum 0,58 (0,18 -5,21) [/ 1,10 (0,28 - 5,49)
Ronco i sur., Clle 20 nepuéaéice / 9,30 +1,6* /
2005a 20 pusadice / 10,9 + 1,4* /
Ronco i sur., cﬂe 6 nepuéaéice / 8,9+25* /
2005b 6 pusacice / 10,2 +2,8* /
Piasek i sur., 27 nepuéaéice / 15,1+ 0,38 /
2001 Hrvatska 25 pusatice ] 146053 7
g’gg(‘)a” PSUT T Svedska 106 serum 059(044-1,02) 109(82-190)  095(0,68-252)
Raghunath i .
sur., 2000 Indija 148 6,34 +£0,01 / 2,53 +0,01
Cu
%%%‘;dic ISUr, lovenija 494 1,08 (0,66-2,0) / /
Aydogan i Turska 22 nepusacice 1,38+0,19 / 0,79+0,20
sur., 2013 28 pusacice 1,52 +£0,27 / 0,93 + 0,26
Ssjr"ag]ooltg ! Japan 48 0,56 (0,52 - 0,60)" 0,68 (0,59 - 0,75)* 0,62 (0,58 - 0,65)"
Stasenko i 109 nepusacice / 0,78 +0,16 /

Hrvatsk
sur., 2010 rvaiska 99 pusatice ] 0,792 0,17 7
2'%28'“ ISUr, Banglades 44 / 0,93 (0,68-1,2)* 0,66 (0,54 - 0,84)"
Eggge PSUL, Juzna Afrika 62 1,73(1,20-2,42) | 0,66 (0,38 - 1,41)
Butler Walker
i sur., 2006 Kanada 385 serum 2,16 (0,17 -3,60) [/ 0,41 (0,089 - 2,45)
Ronco i sur., Cl]e 20 nepuéaéice / 1,0+0,16* /
2005a 20 pusadice / 0,95 + 0,20* /
Piasek i sur. 27 nepusacice / 1,02 + 0,05 /

' Hrvatsk

2001 fvaiska 25 pusaice ] 0,03 % 0,03 ]
Zogc%a” FSUT, Svedska 106 serum / 094(063-13) [
Raghunath i .
sur., 2000 Indija 148 1,1+001 / 0,51 +0,01
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Tablica 6. Pregled literaturnih vrijednosti (2000. - 2017.) za koncentracije esencijalni elemenata (Fe, Zn,
Cu i Se) u maj¢inoj krvi (trudnice, rodilje i dojilje), posteljici i krvi pupkovine (2/2 nastavka).

. N krv majke posteljica krv pupkovine
literatura d n
rava (ng/L) (ng/kgm.t.) (ng/L)
Se
g(t)ali;"‘o ISUr, sjovenija 533 dojilje 90,0 (79,5 -102) / /
%"z‘)gl"?dic ISUr, sjovenija 494 94,7 (539-176) | /
Chen i sur., SAD 50 eritrociti 278(260-298) [ 304 (282 - 328)
2014 (Afroamerikanci) plazma 92,4 (84,3-101) / 57,4 (48,6 - 67,8)
Italija 870/619 117 (63 - 229)F  / 113 (49 - 279)f
Miklaveic i Slovenija 426 / / 76 (38 - 194)f
sur., 2013 Hrvatska 219/209% 90 (41 - 182) / 96 (55 - 163)"
Greka 375 / / 104 (32 - 229)
Leino i sur., - -
o013 Finska 130 / 212 (180-260)  /
ssjfag‘ooltg ! Japan 48 197 (182-212)t 182 (171-210)* 221 (204 - 248)*
2’%28'” ISUr, Banglades 44 / 246 (193 - 404)* 0,19 (0,14 - 0,43)"
Needham i . : *
sur., 2011 Farski otoci 15 / 142 105
Eggge ISU Juzna Afrika 62 104 (63 - 203) / 111 (50 - 202)
Klapec i sur., -
2008 Hrvatska 36 / 0,15(0,10-0,24) /
Choi i sur., : : -
2008 Farski otoci 163 / / 102 (93 - 112)
Butler Walker
i sur.. 2006 Kanada 385 serum 121 (67 - 184) / 79 (43 - 142)
Bjornberg i X -
sor. 2005 Svedska 127 serum 70 (46 -154) / /
Bjornberg i & _
oo 2005 Svedska 130 serum / / 86 (43 - 233)
g’g(';(‘)a” ISUr, Svedska 106 serum 70,9 (49,1-109) 187 (156-257) 52,3 (22,6 - 74,1)

*rezultati su preracunati na masu mokrog tkiva s faktorom

frezultat je izraZen po kg eritrocita
#n (krv majke) / n (krv pupkovine)

msr

mmr

= 5,7 (Kippler i sur., 2010)
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Tablica 7. Usporedba dobivenih i certificiranih vrijednosti analiziranih elemenata u upotrebljenim referentnim materijalima pripremljenim
metodom razaranja.

ClinChek® Whole blood Control

razina |

razina Il

razina Il

certificirana vrijednost

dobivena vrijednost

certificirana vrijednost

dobivena vrijednost

certificirana vrijednost

dobivena vrijednost

element (raspon) (sred. vrij. = SD) (raspon) (sred. vrij. = SD) (raspon) (sred. vrij. = SD)
Cd (ug/L) 1,3 (1,04 - 1,56) 1,4+0,01 3,04 (2,43 - 3,65) 3,01+ 0,06 6,57 (5,26 - 7,88) 6,35+ 0,08
Cu (mg/L) 0,670 (0,536 - 0,804) 0,595 + 0,008 1,08 (0,918 - 1,24) 0,992 + 0,004 1,64 (1,39 - 1,89) 1,52 + 0,006
Fe (mg/L) / / / / / /
Hg (ug/L) 1,2 (0,840 - 1,56) 1,3+0,01 3,04 (2,28 - 3,80) 3,37+0,01 6,23 (4,98 - 7,48) 6,39 + 0,04
Pb (ug/L) 57,8 (46,2 - 69,4) 56,7 + 1,0 231 (185 - 277) 226 +4,4 441 (375 - 507) 474 +6,0
Se (ug/L) 72,1 (57,7 - 86,5) 770+1,0 111 (88,8 - 133) 116 +1,3 134 (107 - 161) 141+1,0
Zn (mg/L) 4,59 (3,90 - 5,28) 4,56 +0,6 6,25 (5,31-7,19) 6,44 + 0,32 7,95 (6,76 - 9,14) 8,10 + 0,05
Seronorm™ Trace Elements Whole Blood
razina | razina Il

certificirana vrijijednost

dobivena vrijednost

certificirana vrijednost (95%

dobivena vrijednost

element (95% interval pouzdanosti) (sred. vrij. = SD) interval pouzdanosti) (sred. vrij. = SD)
Cd (ug/L) 0,36 (0,32 - 0,40) 0,35+ 0,005 58(54-6,2) 6,1+0,1

Cu (mg/L) 0,68 (0,41 - 0,95) 0,55 + 0,002 1,33 (0,79 - 1,87) 1,24 £ 0,02

Fe (mg/L) 339 376 +£3 319 376 £2

Hg (ug/L) 1,5(0,90 - 2,10) 1,4+0,02 16,0 (9,6 - 22,4) 174+0,1

Pb (ug/L) 10,2 (6,0 - 14,4) 12,0+£0,2 310 (186 - 434) 361+4

Se (no/L) 59 (35 - 83) 57+05 112 (66 - 158) 120+0,7

Zn (mg/L) 4,4 (4,0 -4,8) 4,3+0,02 6,5(58-7,2) 7,3+0,01

Certificirane vrijednosti su prikazane s rasponom ili 95% intervalom pouzdanosti, dok su dobivene vrijednosti prikazane kao srednja vrijednost + SD.
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Znanstveni radovi objavljeni u ¢asopisima zastupljenim u bazi Current Contents koji
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S, Branovi¢ Cakani¢ K, Jazbec A (2018) Metallothionein 2A gene polymorphism and trace
elements in mother-newborn pairs in the Croatian population. J Trace Elem Med Biol 45: 163-
170

Piasek M, Jurasovi¢ J, Sekovani¢ A, Brajenovi¢ N, Br¢i¢ Karaconji I, Mikoli¢ A,
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Sveuciliste u Zagrebu Doktorski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

UTJECAJ POLIMORFIZMA METALOTIONEINA 2A 1 IZLOZENOSTI
CIGARETNOMU DIMU NA RAZINU TOKSICNIH I ESENCIJALNIH METALA U
RODILJA TE NA KONCENTRACIJU STEROIDNIH HORMONA U POSTELJICI

Ankica Sekovanié

SAZETAK

U zdravih rodilja nakon ro¢nog rodni¢kog porodaja procijenjen je utjecaj glavnih izvora
izlozenosti toksi¢nim metalima u opcoj populaciji, puSenjem cigareta (Cd i Pb) i konzumacijom
morske hrane (Hg), te polimorfizma MT2A rs28366003 na koncentracije toksi¢nih metala (Cd, Pb i
Hg) i s njima povezanih esencijalnih elemenata (Fe, Zn, Cu i Se) u krvi majke, posteljici 1 krvi
pupkovine, steroidne hormone u posteljici kao i koncentracije MT2 i slobodnih —SH skupina u serumu
majki. Usporedene su ispitanice iz geografskog podrucja prebivaliSta u priobalju s mediteranskom
prehranom bogatom ribom (n = 96) s ispitanicama u kontinentalnoj Hrvatskoj (n = 196). Sve analize
provedene su najsuvremenijim metodama, dobivene vrijednosti povezane su s podacima o0
ispitanicama iz anketnog upitnika i rezultati statisti¢ki obradeni. Pusacice u odnosu na nepusacice
imale su poveéane koncentracije Cd i Pb u krvi majke, posteljici i krvi pupkovine, Fe i Cu u krvi
pupkovine i Zn u posteljici te smanjene koncentracije Se u krvi i slobodnih —SH skupina u serumu
majke dok je povecanje MT2 u serumu majke bilo je srazmjerno intenzitetu pusenja. Nije bilo
promjena koncentracijama hormona progesterona i estradiola u posteljici. U svim biolo§kim uzorcima
koncentracije Hg i Se su pozitivno korelirale s ucestalos¢u konzumacije ribe. Ispitanice iz priobalnog
podrucja imale su ve¢i unos morske hrane (>55 % ispitanica u priobalju konzumiralo je ribu barem 1
puta na tjedan, a u kontinentalnom podrucju rjede ili nikada). Ispitanice u priobalju imale su vece
koncentracije Fe u krvi pupkovine i Zn u posteljici te Cd i Cu u krvi majke i posteljici. Nije naden
utjecaj polimorfizma jednog nukleotida u genu MT2A ¢.-77A>G (rs28366003) na koncentracije Cd, Pb
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SUMMARY

In healthy postpartum women after term vaginal delivery, the combined effects of the main
sources of exposure to toxic metals in general population were evaluated, i.e. cigarette smoking (for
Cd and Pb) and seafood/fish consumption (for Hg), and maternal gene polymorphism MT2A
rs2836600 on the concentrations of the main toxic metals (Cd, Pb and Hg) and essential elements (Fe,
Zn, Cu and Se) in maternal blood, placenta and cord blood, on the concentrations of steroid hormones
in the placenta, and on concentrations of MT2 and free —SH groups in maternal serum. Study
participants from coastal Croatia with a traditional Mediterranean diet rich in fish (n = 96) were
compared with subjects from continental Croatia (n = 196). All samples were analysed by state-of-the-
art methods, the analytical findings connected with the data on subjects from the questionnaire and all
of the results were statistically evaluated. Smokers vs. non-smokers had higher Cd and Pb in maternal
blood, cord blood and placenta, Fe and Cu in cord blood and Zn in placenta and lower concentrations
of Se in maternal blood and free —SH groups in maternal serum whereas an increase of maternal serum
MT2 was related to smoking intensity. No changes were found in hormones progesterone and estradiol
in the placenta. In all of the biological samples, the levels of Hg and Se positively correlated with the
frequency of fish consumption. Subjects from the coastal area had higher seafood intake (>55 %
participants from the coast consumed fish at least once a week, and continental participants less than
this or never). They also had higher concentrations of Fe in cord blood, Zn in placenta and Cd and Cu
in maternal blood and placenta. No impact of single nucleotide polymorphism MT2A, c¢.-77A>G
(rs28366003) was found on concentrations of Cd, Pb or Hg in maternal blood or birth weight and
length. Non-smokers with AG/GG vs. AA genotype had lower concentrations of Fe in placenta. The
original contribution of this work are the results that may lay the foundation for studies on the impact
of the single nucleotide polymorphism MT2A on toxic and essential element levels and their health
effects under conditions of everyday environmental exposure in women during the reproductive period
and their offspring. Further studies in vulnerable population groups such as mother—child pairs and in
the general Croatian population should include larger numbers of subjects and representative
population groups considering main sources of metal intake.
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