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1. UvOoD

1.1. Kadmij u okoliSu i izvori izloZenosti ljudi

Kadmij je dvovalentan prijelazni metal koji spada u skupinu 12 (I B) periodnog sustava
elemenata. Otkrili su ga u Njemackoj 1817. godine istodobno Friedrich Stromeyer i1 Karl
Samuel Leberchet Hermann kao necistocu u cinkovom karbonatu. Ime je dobio po latinskoj
rije¢i cadmia za mineral kalamin iz kojega je kadmij prvi puta izoliran. Toksi¢ne ucinke
kadmija je prvi opisao Marmé 1867. godine istrazujuci otrovne ucinke soli tog metala. Nakon
toga je u prvoj polovici 20. stolje¢a uslijedio veliki broj toksikoloskih istrazivanja Stetnih
ucinaka kadmija na modelima pokusnih zivotinja (u: Nordberg, 2009).

U prirodi je kadmij prisutan u niskim koli¢inama u rudama ponajprije s cinkom i, u
manjoj mjeri, s olovom i bakrom. Zbog upotrebe u industriji i poljoprivredi, kadmij je
prisutan svuda u ljudskom okolisu. Veéina kadmija u okolisu (>90%) je posljedica ljudskih
djelatnosti, $to ukljucuje upotrebu mineralnih fosfatnih gnojiva, pepeo od izgaranja fosilnih
goriva, ostatke nakon rudarenja cinkovih i olovnih ruda, ostatke nakon taljenja metalnih ruda,
industrijski otpad, spaljeni komunalni otpad i kanalizacijski mulj. Zbog pozeljnih fizikalnih i
kemijskih svojstava poput otpornosti na hrdanje, pogotovo u kiselom ili slanom okolisu, niske
temperature taljenja i1 visoke elektricne i toplinske provodljivosti, kadmij ima Siroku
tehnoloSku 1 industrijsku primjenu. Upotrebljava se za zaStitu Celika 1 drugih legura od
hrdanja, kao stabilizator proizvoda od polivinil Kklorida, u proizvodnji nikal-kadmijevih
baterija, boja, eksploziva, u procesima galvanizacije i u metalurgiji te u tekstilnoj industriji,
gdje se kao bojilo tekstilnih proizvoda pojavljuje kao nusproizvod (Jarup, 2003; Martelli i
sur., 2006; Pan i sur., 2010; WHO, 2010). Zbog znatnog porasta proizvodnje, upotrebe
kadmija u industriji i otpuStanja kadmija u okoli§ u 20. stolje¢u, kadmij se Cesto naziva i
,metalom 20. stoljeca”. Kao onecis¢ivac koji je rasprostranjen u Citavom svijetu, kadmij je
uvrSten u listu otrovnih kemikalija u Medunarodnom registru mogucih otrovnih kemikalija
Programa za okoli§ Ujedinjenih naroda (United Nations Environment Programme, UNEP)
(IRPTC, 1987). Danas je upotreba kadmija u vecini drzava zakonski regulirana i istodobno se
traZe 1 nacini njezinog smanjenja drugim, manje toksi¢nim metalima.

Kadmij iz prirodnih i antropogenih izvora dospijeva u zrak, vodu i tlo. Koncentracije
kadmija u zraku su niske, a 10 do 15% ukupnog kadmija u atmosferi potjece iz prirodnih
izvora, od Cega je vulkanska aktivnost najvazniji prirodni izvor kadmija u zraku. Znatne

koli¢ine kadmija koje se otpuStaju u atmosferu ljudskim aktivnostima se razlikuju izmedu
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pojedinih drzava. Taljenje metalnih ruda, odnosno otjecanje nastalog tekuceg otpada u slatke
vode, mora i oceane predstavljaju najvaznije antropogene izvore kadmija u povrSinskim i
podzemnim vodama. Veliki onecis¢ivaci prirodnih voda su i rudnici metalnih ruda od kojih
otpustanjem vode za ispiranje ruda i otpadnih voda nakon njihove prerade, poplavama jezera s
otpacima ruda te ispiranjem podrucja rudnika kiSnicom dolazi do oneci$¢enja voda nizvodno
od rudnika. Kadmij dospijeva u tlo taloZzenjem iz atmosfere, uporabom fosfatnih gnojiva i
kanalizacijskog mulja za obogacivanje na obradivim poljima te natapanjem zemlje ili
poplavama onecis¢enim vodama. Iz povrSinskih voda i oneciS¢enog tla kadmij dospijeva u
prehrambeni lanac (WHO/EHC, 1992).

IzloZenost ljudi kadmiju moze biti iz okoliSa (ambijentalna) i profesionalna. Najcesc¢i
izvori izloZenosti opceg stanovnistva kadmiju jesu prehrana (hrana i voda) i duhanski dim. U
odnosu na unos hranom, unos kadmija vodom za pi¢e je beznaCajan i nastaje uporabom
oneciS¢enog cinka za galvanizaciju cijevi ili spojeva u okovima koji sadrze kadmij, u
grijaCima za vodu, aparatima za hladenje vode i u slavinama (Nordberg i sur., 2007; Pan,
2010; WHO, 2010). U nepusaca je hrana glavni izvor unosa kadmija. Unos i nakupljanje
kadmija u usjevima i povréu ovisi o svojstvima tla, ukljucujuéi koncentracije kadmija u tlu i
pH vrijednosti tla, kao i o sastavu organske tvari u tlu i o vrsti biljke. Unos kadmija u biljke se
povecava ako se pH vrijednost tla smanjuje. Nakupljanje kadmija ovisi o rodu i bioloskoj
vrsti biljke i nije jednoliko u svim dijelovima biljke. Lisnate biljke, kao $to su zelena salata,
Spinat, celer 1 kupus nakupljaju kadmij u vecoj mjeri, a gomoljasto i korjenasto povrce,
kukuruz, mahunarke 1 grasak ga nakupljaju u manjoj mjeri. Ljudi su najceSce izloZeni
kadmiju u sljede¢im namirnicama biljnog podrijetla: riza 1 pSenica (narocito u neoljuStenom
zrnju), lisnato povrée, krumpir 1 jestive gljive. U namirnicama Zivotinjskog podrijetla najvise
koli¢ine kadmija su nadene u hrani morskog podrijetla (Skoljkama, rakovima i ribama) iz
oneciscenih povrsinskih voda, mora i oceana te u jestivim iznutricama (bubrezima i jetri)
stoke koja je pasla na poljima oneciS¢enim kadmijem kao i u pojedinim vrstama velike
divljaci (WHO/EHC, 1992; Jérup 1 sur., 1998; Jarup, 2003; JECFA, 2004; Nordberg i sur.,
2007; Pan i sur., 2010; UNEP, 2010; WHO, 2010; EFSA, 2012).

Svakodnevan unos kadmija hranom ovisi 0 ukupnom unosu kalorija, prehrambenim
navikama pojedinca, izvoru sirove hrane 1 obradi hrane prije konzumiranja. Prosjecan unos
kadmija hranom je u veéini zemalja izmedu 0,1 i 0,5 ug Cd/kg tjelesne mase na dan. Ta
vrijednost ¢ini 40 do 60% tzv. privremeno prihvatljivog tjednog unosa (provisional tolerable
weekly intake, PTWI). Za navedenu vrijednost PTWI se do nedavno smatralo da iznosi 7 pg

Cd/kg tjelesne mase na tjedan odnosno da je unos kadmija na dan (provisional tolerable daily
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intake, PTDI) 1 pg/kg tjelesne mase, kako je preporucila Zdruzena skupina FAO/WHO
struénjaka za prehrambene aditive 1989. godine (JECFA, 2004; UNEP, 2010). Medutim,
2010. godine struénjaci JECFA su dogovorno utvrdili da PTWI1 vrijednost treba smanjiti na
5,8 ng Cd/kg tjelesne mase. Slijedom toga su stru¢njaci Panela za oneciS¢ivace u
prehrambenom lancu Europskog tijela za sigurnost hrane (European Food Safety Authority,
EFSA) ponovno procjenjivali te vrijednosti 2011. godine i kao prihvatljivu vrijednost tjednog
unosa (TWI) odredili 2,5 pg Cd/kg tjelesne mase kako bi se osigurala zastita svih potrosaca,
ukljucujuéi najosjetljivije 1 izloZzene skupine stanovniStva kao Sto su djeca, vegetarijanci i
ljudi koji Zive u onecis¢enim podrucjima (EFSA, 2012). U radu Blanusa i Jure$a (2001) su
navedeni procijenjeni unosi kadmija hranom u opéem stanovniStvu u Hrvatskoj koji su
iznosili 8,5 1 17,3 pg Cd po osobi na dan, $to je u to vrijeme iznosilo oko 20% tada
prihvacene vrijednosti PTWI od 7 pg Cd/kg tjelesne mase.

Profesionalna izlozenost kadmiju nastaje zbog izlozenosti radnika u industrijama
cinka, bakra i Celika, talionicama, prilikom elektriénog zavarivanja s uporabom kadmijevih
elektroda te u proizvodnji nikal-kadmijevih baterija, sun¢anih ¢elija, nakita, metalnih oplata,
uporabnih predmeta izradenih od plastiéne mase i bojenju tekstilnih materijala (Nordberg i
sur., 2007; UNEP, 2010). Udisanje Cestica i dimnih plinova na radnom mjestu, ¢ija
koncentracija varira u razliitim industrijama, je glavni nacin unosa kadmija pri toj vrsti
izloZenosti, a gutanje hrane i tekuéine oneciS¢ene praSinom koja sadrzi kadmij predstavlja
dodatan unos kadmija (WHO/EHC, 1992; Nordberg i sur., 2007; Nordberg, 2009). Na takvim
radnim mjestima je u pusaca naden i do 10 puta ve¢i unos kadmija zbog dodatne izloZenosti
kadmiju iz cigaretnog dima (Piscator, 1976).

Duhanski dim predstavlja najopasniji izvor izlozenosti kadmiju bududi da je njegova
apsorpcija u diSnom sustavu visa nego u crijevima. U lis¢u biljke duhana se kadmij nakuplja
do visokih razina. Jedna cigareta sadrzi 1 do 2 pg Cd, dok koncentracija kadmija u glavnoj
struji cigaretnog dima moze iznositi 1 do 6,7 pg Cd po cigareti. Stoga puSenje cigareta moze
biti opasno i za tzv. pasivne puSace u blizini osobe koja pusi. PuSenjem jedne cigarete udahne
se oko 10 do 60% od ukupne koli¢ine kadmija sadrZzane u cigareti. U neoneciS¢enim
podru¢jima cigaretni dim predstavlja dodatan izvor unosa kadmija u aktivnih pusaca i moze
biti jednak ili ak ve¢i od unosa kadmija hranom. U puSaca je unos kadmija 2 do 3 puta vec¢i u
odnosu na nepuSace, pa se u njih izlozenost duhanskom dimu moze smatrati glavnim putem
izlozenosti kadmiju (Jarup i sur., 1998; Piasek i sur., 2007; Pan, 2010; UNEP, 2010; WHO,
2010).



Kadmij je najzastupljeniji metalni ion u duhanskom dimu, koji ima dokazane
perinatalne, neurotoksi¢ne i druge Stetne toksicne ucinke, kao i kancerogena i genotoksi¢na
svojstva te mogucénost izazivanja endokrine disrupcije funkcija viSe zlijezda s unutrasnjim
lucenjem (StitnjaCe, gusterace 1 spolnih Zlijezda). Izlozenost duhanskom dimu tijekom
trudnoée moze uzrokovati nisku porodajnu tezinu S$to moze imati dalekosezne Stetne
posljedice na razvoj djeteta i povecati rizik za ozbiljne zdravstvene poremecaje i kroni¢ne
bolesti tijekom postnatalnog razdoblja, ukljucujuci cerebralnu paralizu, mentalnu retardaciju,
poremecaje ponasanja i poteskoce u ucenju, ali 1 povecati opasnost za razvoj kroni¢nih bolesti
u odrasloj dobi (Rogers, 2009). Zbog slozenog sastava duhanskog dima s brojnim
visokotoksi¢nim sastojcima, toksi¢ni i drugi Stetni ucinci duhanskog dima se, naravno, ne
mogu pripisati isklju€ivo izloZenosti jednome od Stetnih sastojaka, kao $to je kadmij. S druge
strane, postoje znanstveno utemeljeni dokazi da je kadmij svakako jedan od najotrovnijih
sastojaka duhanskog dima u izazivanju Stetnih oksidacijskih reakcija koje su temelj toksicnim
1 kancerogenim uc¢incima duhanskog dima (Bachelet i sur., 2002).

Za procjenu izlozenosti duhanskom dimu naj¢esce sluze nikotin (u kosi) i kotinin,
glavni metabolit nikotina (u krvi, slini, mokra¢i i majé¢inom mlijeku). Nikotin se nakuplja u
kosi tijekom zivota, a s obzirom na to da kosa raste u prosjeku 1 cm na mjesec, svaki
centimetar porasta kose odrazava jednomjese¢nu izlozenost duhanskom dimu. Zbog ubrzanog
metabolizma nikotina tijekom trudnoce, pogotovo u drugom i treCem tromjesecju, razine
nikotina u kosi se smanjuju kako trudnoca napreduje. To smo pokazali u naSem istraZivanju u
zdravih rodilja izlozenih aktivnhom i pasivnhom puSenju cigareta (Brajenovi¢ 1 sur., 2013)
zajedno s procjenama izloZenosti 1 u¢inaka toksi¢nih metala, ponajprije kadmija. NaSli smo 1
da, osim nikotina u kosi, koncentracija kadmija u posteljici takoder moZze posluZiti kao
bioloski biljeg izloZzenosti duhanskom dimu u aktivnih puSacica (Sekovani¢ 1 sur., 2013).
Potonje dalje istraZzujemo zajedno s procjenama izloZenosti i ucinaka kadmija u osoba

reproduktivne dobi i u pokusnih Stakorica in vivo.



1.2. Kadmij u organizmu sisavaca

1.2.1. Unos kadmija u organizam

Moguca su tri puta unosa kadmija u organizam: na usta i apsorpcijom u zelucanocrijevnom
sustavu, udisanjem i apsorpcijom u diSnom sustavu i apsorpcijom kroz kozu.

Udjel apsorpcije kadmija u zelucanocrijevnom sustavu nakon unosa hranom u ljudi
iznosi od 1 do 10% $to ovisi o razini izlozenosti, vrsti kemijskog spoja, spolu, dobi, odnosno
fizioloSkom/patofizioloskom stanju i uhranjenosti organizma te o sastavu hrane kojom se
unosi. U pojedinaca unos kadmija Zelucanocrijevnim putem moze iznositi i do 20 do 30%. Na
povecanu apsorpciju kadmija u crijevu mogu utjecati smanjenja unosa zeljeza, cinka, bakra,
selena, kalcija 1/ili vitamina D 1 drugih nutrijenata. Jedan od najvaznijih uc¢inaka na apsorpciju
kadmija u zeluCanocrijevnom sustavu je stanje zeljeza u organizmu. Pokazano je da je
apsorpcija kadmija u ljudi s niskim zalihama Zeljeza oko 5% veéa u odnosu na ljude s
dovoljnom koli¢inom Zeljeza u organizmu. Zbog toga u ljudi s pomanjkanjem Zeljeza, u
rasponu od blage deficijencije do anemije, kao Sto su djeca i Zene u reproduktivhom
razdoblju, ukljucujuéi razdoblja trudnoée i dojenja, moze biti viSestruko poveéana apsorpcija
kadmija. U tim skupinama stanovnis$tva je pokazano povec¢ano nagomilavanje kao i poveéana
opasnost za toksi¢ne ucinke kadmija (Kostial, 1986; WHO/EHC, 1992; Jérup i sur., 1998;
JECFA, 2004; Satarug i Moore, 2004; Godt i sur., 2006; Nordberg i sur., 2007; UNEP, 2010).
Obrnuto, dostatan unos zeljeza moze smanyjiti crijevnu apsorpciju kadmija u Stakora 1 do 80%
(Groten 1 sur., 1992). Istrazivanja na pokusnim zivotinjama su pokazala da prehrana bogata
vlaknima, fitatima 1/ili ligninom takoder smanjuje crijevnu apsorpciju kadmija.

Apsorpcija kadmija u Zelu€anocrijevnom sustavu pokusnih zivotinja je op¢enito manja
1 u Stakora iznosi 0,3 do 3% (ATSDR, 2012). U pokusnih miSeva je dokazano da se crijevna
apsorpcija kadmija tijekom skotnosti 1 laktacije povecava dva do tri puta (Bhattacharyya,
1991).

Apsorpcija kadmija u diSnom sustavu ovisi o veli€ini i topljivosti udahnutih Cestica
kadmija i moze varirati od 10 do 50% 1 viSe, jer traje joS neko vrijeme nakon udisanja. Ta
apsorpcija ovisi o veli€ini Cestica, veca je prilikom udisanja manjih nego vecih Cestica 1 ovisi
o obliku spoja u kojem je kadmij udahnut. Izlaganje radnika dimnim plinovima i ¢esticama u
industriji (pr. prilikom zavarivanja) moze dovesti do razvoja sindroma akutnog poremecaja
disnog sustava (acute respiratory distress sindrome, ARDS), koji u najtezem obliku moze

imati i smrtni ishod. U ljudskim plu¢ima se najce$¢e apsorbira 40 do 60% kadmija iz
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cigaretnog dima. U krvi puSaca su nadene 4 do 5 puta vece koncentracije kadmija u odnosu na
nepusace (WHO/EHC, 1992; Jarup i sur., 1998; Satarug i Moore, 2004; Godt i sur., 2006;
Nordberg i sur., 2007; UNEP, 2010).

Apsorpcija kadmija kroz kozu je zanemariva i jako niska. Iznosi oko 0,5% u pokusnih
zivotinja. Omogucuju ju dva mehanizma: vezanje slobodnih iona kadmija za sulthidrilne
skupine aminokiseline cistein u keratinu povrSinskog sloja koze i stvaranje kompleksa
kadmija s proteinskim ligandom metalotioneinom (Cd-MT) (WHO/EHC, 1992; Godt i sur.,
2006; Nordberg i sur., 2007).

1.2.2. Apsorpcija u crijevima, prijenos i odstranjivanje kadmija iz organizma

Zelu¢anocrijevna apsorpcija kadmija se odvija u crijevnim stanicama ili enterocitima,
ve¢inom u dvanaesniku, a dijelom i u jejunumu. Oznacava je brzi unos i nakupljanje kadmija
u sluznici crijeva te spori prijenos kadmija iz stanica sluznice u krvni optok ¢ak i pri niskim
dozama kadmija (Elsenhans i sur., 1997). Kemijski oblik kadmija takoder utje¢e na crijevni
unos ¢ime neizravno i na prijenos metala u tijelu. Poznato je da je nakupljanje i zadrZzavanje
kadmija u crijevima vece nakon peroralne izloZenosti kadmiju u obliku soli kao $to je CdCl;
nego u kompleksu Cd-MT, kakav je najée$¢i u hrani, jer se taj kompleks slabije apsorbira u
crijevima (Groten i sur., 1991; Sugawara i Sugawara, 1991; ATSDR, 2012). Nakon
peroralnog unosa Cd-MT vs. CdCl, omjer koli¢ine u jetri je manji nego u bubregu (Groten i
sur., 1991), Cd-MT se brze izluuje mokracom i bubrezna su oSte¢enja ¢esca i ozbiljnija (Min
i sur., 1986).

Niz desetljeca se pokuSavaju nac¢i odgovori na koji nacin se kadmijevi ioni apsorbiraju
1z unutra$njosti crijeva u enterocite. Pri tome su prepoznata ova dva koraka: prvo nastaje brzo
vezanje kadmijevih iona za luminalni dio stanice u procesu koji je dostupan kelatorima, nije
osjetljiv na temperaturu, reverzibilan je, nekompetitivan i nespecifican te moze biti inhibiran
kationima drugih metala; potom slijedi polagano pomicanje kadmija s luminalnog dijela
membrane u stanice enterocita, u procesu koji je osjetljiv na temperaturne promjene i nije
dostupan kelatorima (Foulkes 1985; 1988; 1989; 2000; Foulkes i McMullen, 1987; Foulkes i
Bergman, 1993). Medutim, prijenos kadmija u enterocite 1 mehanizmi koji to omogucavaju
nisu ni do danas do kraja razjasnjeni. Smatra se da kadmij moze pro¢i luminalnu membranu
enterocita ionskom mimikrijom pomocu ionskih prijenosnika ili molekularnom mimikrijom
ako je vezan za aminokiseline ili peptide. U stani¢noj membrani enterocita kadmij je prisutan

u obliku kompleksa, vezan za jednu ili viSe sulthidrilnih skupina u molekuli cisteina ili
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glutationa. Mehanizam prijenosa kadmijevih kompleksa s aminokiselinama u crijevima nije
do kraja rasvijetljen, ali se pretpostavlja ga omogucavaju prijenosnici za aminokiseline
odnosno peptide. Dokazano je da dvovalentni prijenosnik metala (DMT1) u luminalnoj
membrani enterocita ima glavnu ulogu u prijenosu ne-hem Zeljeza, ali sudjeluje i u prijenosu
drugih dvovalentnih kationa ukljuc¢ujué¢i kadmij. Osim u enterocitima, ekspresija prijenosnika
DMT1 je nadena i u jetrenim stanicama (hepatocitima), epitelnim stanicama bubreznih
kanali¢a, plu¢ima, srcu, mozgu i u testisima (Gunshin 1 sur., 1997; Park 1 sur., 2002; Zalups i
Ahmad, 2003; Ryu i sur., 2004; Bridges i Zalups, 2005; Kim i sur., 2007; Thévenod, 2010).

Danas je poznato da bazolateralni proteinski prijenosnik metala (MTP1), poznat i pod
nazivom feroportin (FPN1), posreduje prilikom prijenosa Zzeljeza kroz bazolateralnu
membranu enterocita u jetreni krvotok. Ekspresija prijenosnika MTP1, sli¢no kao i ekspresija
DMT]1, ovisi o stanju zeljeza u organizmu, pa se zbog sli¢nosti 1 zajedni¢kog mehanizma
unosa u enterocite kroz luminalnu membranu, pretpostavlja da ioni zeljeza i kadmija mogu
prije¢i i bazolateralnu membranu pomocu zajednic¢kog prijenosnika. Iako za to jo§ uvijek
nema dokaza, pretpostavlja se da prijenosnik MTP1 sudjeluje i u prijenosu kadmija iz
enterocita u jetreni (portalni) krvotok (Ryu i sur., 2004; Bridges i Zalups, 2005; Martelli i sur.,
2006; Kim i sur., 2007). Istrazivanja na odraslim pokusnim Stakorima i miSevima su dokazala
da je apsorpcija kadmija u crijevima povezana s ekspresijom prijenosnika odgovornih za
prijenos ne-hem Zeljeza: za influks u luminalnom dijelu prijenosnikom DMTL i za efluks u
bazolateralnom dijelu prijenosnikom MTPL1 (Park i sur., 2002; Bressler i sur., 2004; Ryu i
sur., 2004; Martelli 1 sur., 2006; Kim 1 sur., 2007). Najnovija istraZivanja upucuju da
Zelu€anocrijevna apsorpcija kadmija moze biti posredovana i proteinskim prijenosnicima iz
skupine ATP veznih kazeta (ABC) (u: Thévenod, 2010).

Povecane potrebe za Zeljezom tijekom trudnoce, zbog potrebe za prijenosom zeljeza
do fetusa, dovode do povecane ekspresije prijenosnika DMT1 i vece crijevne apsorpcije
kadmija $to bi moglo dovesti 1 do veceg prijenosa kadmija kroz posteljicu do fetusa (Leazer i
sur., 2002). Povecana ekspresija prijenosnika DMT]1 1 povecan unos kadmija prehranom su
Cesti u zena s nedovoljnom koli¢inom zeljeza u organizmu, §to je Cest nalaz tijekom
reproduktivne dobi (Choudhury 1 sur.,, 2001). Nedavno istrazivanje na modelu
novorodenackih crijevnih stanica je pokazalo da prijenosnici DMT1 1 MTP1 najvjerojatnije
ne sudjeluju u prijenosu kadmija kroz stanice crijeva novorodencadi, ve¢ da tu ulogu u
najranijoj zivotnoj dobi ima jedan drugi prijenosnik, tzv. protein povezan s viSestrukom

otpornos¢u na lijekove (MRP1) (Ohrvik i sur., 2013).



Pretpostavlja se da je prijenos iona kadmija u stanice enterocita mogué¢ i mehanizmom
unosa za cink. Naime, Elisma i Jumarie (2001) su pokazali da se kadmij i cink takoder natjecu
za isti prijenosnik na luminalnoj membrani enterocita, a koji nije DMTL1. Pretpostavlja se da
se radi o ljudskom prijenosniku cinka kojeg regulira cink (hZTL1), a koji je ponajprije
odgovoran za unos cinka u stanice i nalazi se u luminalnoj membrani enterocita (Cragg i sur.,
2001). Ioni kadmija mogu prijec¢i bazolateralnu membranu i pomocu prijenosnika cinka ZnT1.
S obzirom na to da je dokazana prisutnost tog prijenosnika u bazolateralnoj membrani
enterocita kao i uloga u prijenosu cinka, pretpostavlja se da bi mogao sudjelovati i u prijenosu
kadmija kroz bazolateralnu membranu enterocita (Bridges i Zalups, 2005).

lako postoji malo podataka i dokaza o prolazu kadmijevih iona kroz kalcijske kanale u
membrani stanica crijeva, pretpostavlja se moguénost o natjecanju kadmijevih i kalcijevih
iona na luminalnoj strani staniéne membrane enterocita. Istrazivanja in vitro na razli¢itim
stani¢énim linijama su pokazala da se kadmij i kalcij natjeCu za ista mjesta vezanja na
membranskoj strani kalcijevih kanala te da kadmijevi ioni mogu imitirati kalcijeve ione
(Hinkle i sur., 1987; Blazka i Shaikh, 1991; Friedman i Gesek, 1994; Souza i sur., 1997).
Istrazivanja in vivo provedena na pokusnim $takorima su pokazala da je u uvjetima kroni¢nog
pomanjkanja kalcija u prehrani crijevna apsorpcija kadmijevih iona bila povecana Sto upucuje
na zakljuc¢ak da je u tim uvjetima bio povecan unos kadmija pomocu kalcijskih kanala u
enterocite (Felley-Bosco i Diezi, 1992). Kadmijevi ioni takoder mogu inhibirati vezanje
kalcijevih iona na crijevnoj strani Ca-ATPaze, u bazolateralnoj plazmatskoj membrani
enterocita, koriste¢i se tim prijenosnikom za prijenos od enterocita u jetreni 1 tjelesni krvotok
(Verbost i sur., 1987; Schonmakers i sur., 1992).

Nakon peroralnog unosa hranom ili vodom u organizam, kadmij se prvo nalazi u
slobodnom ionskom obliku i potom se veze za proteinske ligande. MoZe se vezati za male
molekule poput glutationa (u dvanaesniku) odnosno na proteine poput albumina (u plazmi) te
konacno na specificni proteinski ligand metalotionein (MT). Metalotioneini su proteini niske
molekulske mase (6-7 kDa) s visokim sadrzajem aminokiseline cisteina (30%). Zbog velikog
broja sulfhidrilnih skupina u molekuli cisteina, MT moZe vezati esencijalne elemente cink i
bakar, ali 1 toksicne metale kadmij 1 zivu kao i polumetal arsen. Svaka molekula MT moze
vezati do sedam atoma kadmija. Metalotioneini su prisutni u mnogim organima, a najvise ih
ima u jetri, bubregu, gusteraci i crijevima. Od Cetiri nadena oblika MT, metalotionein-1 (MT-
1) i metalotionein-2 (MT-2) su najpoznatiji i u velikoj mjeri zastupljeni u vecini tkiva,
metalotionein-3 (MT-3) je pretezno prisutan u mozgu, a metalotionein-4 (MT-4) u roznatim

epitelnim stanicama koze te u po¢etnom dijelu zeluCanocrijevnog sustava. Najvaznije uloge
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svih oblika MT u normalnim fizioloskim okolnostima jesu u metabolizmu i homeostazi
esencijalnih elemenata cinka i bakra te u uklanjanju slobodnih radikala koji izazivaju
oksidacijski stres. Sinteza MT koju potice cink ili kadmij u jetri moZe utjecati na vezanje i
medustanicnu razdiobu svakog od tih elemenata pri ¢emu se moze smanjiti i akutna toksi¢nost
kadmija (Bhattacharyya i sur., 2000; Waalkes i Pérez-Olle, 2000; Coyle i sur., 2002; Cai i
sur., 2010). Medudjelovanja MT, cinka, bakra i kadmija su opisana detaljnije dalje u tekstu.

Uloga MT u apsorpciji kadmija kroz luminalni dio membrane enterocita nije poznata.
lako postoje rezultati da nakon peroralnog unosa kadmija razine MT u crijevima nisu utjecale
na njegovu apsorpciju u crijevima, kao ni na daljnju razdiobu u jetru i bubregu (Liu i Klassen,
1996; Liu i sur., 2001a; 2001b), drugi rezultati pokazuju da nakon peroralnog unosa odredena
koli¢ina Cd-MT ulazi u jetreni krvotok i da se prenosi u bubreg (Cherian, 1979; Sugawara i
Sugawara, 1991; Kimura i sur., 1998). Dva pretpostavljena nacina kojima bi Cd-MT mogao
prolaziti kroz enterocit u krvotok jesu: 1) unosom kompleksa Cd-MT u enterocit endocitozom
uz daljnji prijenos kroz bazolateralnu membranu egzocitozom odnosno otpustanjem Cd-MT u
krvotok nakon oSteéenja i smrti enterocita uzrokovanih Cd-MT (Zalups i Ahmad, 2003;
Saboli¢ 1 sur., 2010); 2) prolaskom izmedu stanica enterocita budu¢i da moze raskinuti
medustani¢ne sveze, kako je pokazano u istrazivanjima provedenim na misjim hepatocitima,
Stakorskim epitelnim stanicama i u raznim stanicnim kulturama (Jeong i sur., 2000;
Prozialeck, 2000; 2003).

Kadmij nakon apsorpcije kroz sluznicu dvanaesnika ili u plu¢ima ulazi u krvni optok
gdje je prvo vezan na albumin, ali moZe biti vezan i za cistein, homocistein i/ili glutation, koji
su u krvi prisutni u niskim koncentracijama. U krvi se kadmij nalazi uglavnhom vezan na
eritrocite. Koncentracija kadmija u punoj krvi odrazava nedavnu izlozenost metalu. Kadmij se
krvlju prenosi u jetru gdje se oslobada i moZe potaknuti sintezu MT pa se nakon toga dalje
prenositi krvlju pomo¢u MT 1 transferina do drugih unutra$njih organa. Nakon kratkotrajne
(akutne) izlozenosti najve¢i dio kadmija (50 do 60%) se zadrzava u jetri gdje moze imati
toksi¢ne ucinke. Dugotrajna (kroni¢na) izloZenost kadmiju potice sintezu MT u stanicama
jetre pri ¢emu je jetreni parenhim do odredene mjere zasticen od toksi¢nih ucinaka kadmija.
Dio nakupljenog kadmija u jetri izlucuje se u zu¢ u obliku kadmij-glutation konjugata i
dospijeva natrag u crijeva tzv. enterohepatickim ciklusom. Potrebno je naglasiti da se najveci
udjel peroralno unesenog kadmija odstranjuje iz tijela stolicom (Bhattacharyya i sur., 2000).
Medutim, ako je doslo do apoptoze i/ili nekroze jetrenih stanica izazvane nakupljenim
kadmijem, dio kadmija vezanog za MT se otpusta iz jetre u krv, filtrira u bubreznim

kanali¢ima gdje se reapsorbira i zadrZava u bubreznom tkivu.
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Reapsorpcija kompleksa Cd-MT u bubreznim kanali¢ima se odvija procesom
apsorpcijske endocitoze pomocu prijenosnika ZIP8 (Wang i sur., 2007). Prilikom dugotrajne
izlozenosti slobodni kadmij u bubreznim kanali¢ima takoder poti¢e sintezu MT, koji zatim
ne naraste iznad razine koja se moze vezati za MT. U takvim slucajevima moze do¢i do
propadanja pokrovnih epitelnih stanica bubreznih kanali¢a i njihove nekroze. Veéi dio
kadmija izlucuje se iz bubrega sustavom kanali¢a i u mokra¢i se nalazi uglavnom u obliku
kompleksa Cd-MT. Koncentracija kadmija u mokra¢i odrazava prethodnu izloZenost i
proporcionalna je koli¢ini kadmija nakupljenog u organizmu, najvise u bubrezima. U mokraci
pusaca u odnosu na nepusate su nadene dvostruko viSe koncentracije kadmija zbog
specificnih uvjeta pove¢anog unosa i zadrZzavanja kadmija u organizmu duhanskim dimom. U
Zena starije dobi se u pravilu nalaze viSe koncentracije kadmija u mokra¢i nego u muskaraca
jednake dobi $to je povezano s povecanim nakupljanjem kadmija u zena tijekom
reproduktivne dobi kad je povecan unos esencijalnih i toksi¢nih elemenata, Sto je detaljnije
opisano dalje u tekstu (WHO/EHC, 1992; Jarup i sur., 1998; Bhattacharyya i sur., 2000;
Zalups i Ahmad, 2003; Godt i sur., 2006; Nordberg i sur., 2007; 2009; UNEP, 2010).
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1.2.3. Nakupljanje kadmija u ljudskom organizmu

Kadmij je kumulativan metal s dugackim vremenom bioloSkog poluZzivota koje iznosi od 10
do 30 godina. Tijekom prve tri godine zivota razine kadmija u ljudima se povecaju do 200
puta. Regionalne razlike znatno utjeCu na razine kadmija u ljudskom organizmu. Zbog
neizbjezne sveprisutnosti kadmija u ljudskom okolisu, ukupna koli¢ina kadmija u neizlozene
osobe srednjih godina iznosi 5 do 20 mg. Kadmij se nakuplja tijekom zivota u unutra$njim
organima, najvisSe u jetri (15%) 1 u bubrezima (50% od ukupne koli¢ine kadmija u
organizmu).

Bubreg je jedan od glavnih ciljnih organa za toksi¢ne uc¢inke kadmija pri dugotrajnoj
izloZenosti niskim dozama kadmija. Razine kadmija u bubrezima su 10 do 15 puta vece od
onih u jetri i u pedesetogodiSnjaka iznose oko 12 pg/g u nepusaca i 25 pg/g u pusaca koji
puse kutiju cigareta ili visSe na dan. Kadmij se u bubrezima nakuplja do otprilike 50. i 60.
godine zivota nakon Cega ostaje jednak ili opada. U Zena su nadene viSe razine kadmija u
bubrezima u odnosu na muskarce jednake dobi zbog povecanog nakupljanja kadmija tijekom
reproduktivne dobi kada postoji sklonost deficijencijama esencijalnih elemenata. Ostali organi
u kojima se kadmij nakuplja su pluca, gusteraca, slezena i zlijezde s unutarnjim lu¢enjem
(Kostial, 1986; WHO/EHC, 1992; Bhattacharyya i sur., 2000; Nordberg i sur., 2007).

Kadmij se tijekom zivota takoder nakuplja u reproduktivnim organima hipotalamsko-
hipofizno-gonadalne funkcionalne osi u oba spola, a tijekom trudnoce i u posteljici (Chedrese
i sur., 2006; Takiguchi i Yoshihara, 2006; Piasek i sur., 2007; Thompson i Bannigan, 2008).
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1.2.4. Kadmij, posteljica i fetus

Posteljica (lat. placenta: kola¢, od gr¢. plakos: ravan kolaé, ili plak: plo¢a) je privremeni
organ jedinstvene grade s brojnim funkcijama koje su nuzne za prezivljavanje, rast i razvoj
ploda. Tijekom trudnoée dolazi do slozenih medudjelovanja unutar maternalno-placentalno-
fetalne funkcionalne jedinice pri ¢emu fizioloski dogadaji vezani za rast i razvoj fetusa utjecu
na fizioloske promjene u maj¢inom organizmu. Posteljica se nalazi na sucelju i1 ujedno
predstavlja poveznicu izmedu krvotoka majke i krvotoka fetusa.

Najvaznije funkcije posteljice jesu: maternalno-fetalni prijenos esencijalnih
nutrijenata, vitamina i esencijalnih elemenata, odstranjivanje metabolita iz fetusa, razmjena
plinova s unosom kisika u fetus 1 izbacivanjem ugljicnog dioksida iz fetusa. U posteljici se
takoder odvija sinteza nekoliko vrsta hormona, polipeptidnih i steroidnih, o ¢emu ¢e biti rijeci
dalje u radu. Sve te posteljicne funkcije su nuzne za odrzavanje trudnoée do radanja zdravog i
zrelog djeteta, sposobnog za zivot izvan maternice.

U trenutku rodenja, kadmij prakticki nije prisutan u organizmu (Kostial, 1986). Tome
je razlog njegovo zadrzavanje u majcinom organizmu, nakupljanje u posteljici i minimalan
prijenos u fetus. Razvojem metoda koje su omogucile mjerenje kadmija u organima fetusa i
novorodencadi je pokazano da posteljica ipak nije potpuna prepreka za prolaz kadmija do
fetusa, kako se do tada smatralo (Chaube i sur., 1973; Cumbrowski i Auermann, 1980). Stoga
je kadmij posebno opasan za plod u ranoj trudno¢i kad jo$ nije razvijena posteljica i ne postoji
kao djelomic¢na prepreka za prolaz kadmija iz maj¢inog organizma do ploda (Dencker i sur.,
1983; Clarkson i sur., 1985). U nedavnom radu Piasek i suradnika (2014) je prikazano da su
razine kadmija u posteljicama Stakorica peroralno izloZenih kadmiju ¢ak do 20 puta vece od
vrijednosti izmjerenih u krvi Stakorice.

Zbog nakupljanja kadmija u posteljici ne dolazi do izravnih uc¢inaka kadmija na fetus
in utero kao $to je to slucaj s drugim toksi¢énim metalima koji se lako prenose kroz posteljicu
(olovo 1 metil Ziva). Medutim, neizravni u€inci kadmija nakupljenog u posteljici mogu imati
veoma nepovoljne ucinke remecenjem posteljicne funkcije u prijenosu esencijalnih
nutrijenata od majke do fetusa i sintezi postelji¢nih hormona, ukljucujuéi steroidne hormone.
To sve moze dovesti do niza nepovoljnih neposrednih i dugotrajnih posljedica, kako na
prezivljavanje fetusa in utero i perinatalni rast i razvoj, tako i na smanjene fetalne koli¢ine
Zeljeza i anemiju nakon rodenja te fetalne i novorodenacke deficijencije cinka, bakra i drugih

esencijalnih nutrijenata nuznih za rast i razvoj ploda (Beck, 1981; Levin i sur., 1983;
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Pasqualini i Kincl, 1985; Piasek i sur., 2007; Henson i Chedrese, 2004; Carter i sur., 2012;
Caserta i sur., 2013).

Istrazivanja starijeg datuma su pokazala kako nakupljanje kadmija u ljudskoj posteljici
moze uzrokovati promjene u njezinoj tkivnoj strukturi (Copius Peereboom-Stegeman i sur.,
1983; van der Velde i sur., 1983; Guiet-Bara i sur., 1991). Sezdesetih godina prosloga stoljeéa
su nadene karakteristicne promjene u vaskularizaciji postelji¢nog tkiva Stakorice u uvjetima
izlozenosti visokim dozama kadmija (Patizek, 1964; 1983). Takoder su nadene morfoloske
promjene u posteljici s mogucénoscu uginuca fetusa u ovisnosti o uvjetima izloZzenosti kadmiju
(Levin i Miller, 1981; Levin 1 sur., 1983; 1987). Nalazi dobiveni elektronskom
mikroskopijom su pokazali oSte¢enja u posteljicnom tkivu pokusnih zivotinja ve¢ Sest sati
nakon izlaganja kadmiju (di Sant' Agnese i sur., 1983).

Istrazivanja provedena posljednjih desetljea diljem svijeta uporabom bioloSkih
biljega izlozenosti toksi¢nim metalima u ljudskim posteljicama su pokazala povecane
vrijednosti kadmija u posteljicama zena izlozenih, u najvecoj mjeri, duhanskom dimu, u kojih
su vrijednosti koli¢ina kadmija 10 do 100 puta vece od vrijednosti koncentracija kadmija u
majc¢inoj krvi (Esteban-Vasallo 1 sur., 2012). Najvise se kadmija nakuplja u posteljici pri kraju
trudnoce, $to se moze objasniti poveéavanjem povrSine za razmjenu tvari izmedu majéinog i
fetalnog krvotoka kao i povecanim volumenom krvi u tijelu majke (Hendrickx i Houston,
1970; Magos i Webb, 1983; Pasqualini i Kincl, 1985). Istodobno su razine kadmija u krvi
pupkovine, kao pokazatelja koli¢ine kadmija u fetusu, i do nekoliko stotina puta manje od
vrijednosti kadmija u posteljici (Piasek i sur., 2014).

Mehanizmi nakupljanja 1 zadrzavanja kadmija u posteljici nisu u potpunosti
razjasnjeni 1 ne postoji puno viSe saznanja o tome negoli ih je bilo prije viSe od dva desetljeca,
kada je postavljeno nekoliko klju¢nih pitanja o tome kako to da se kadmij zadrzava u
posteljici, a istodobno se odvija olakSan transplacentarni prijenos esencijalnih elemenata
cinka 1 bakra kao 1 drugih nutrijenata od majke do fetusa (Goyer, 1995). Nadeno je da se u
Stakorica izloZzenih kadmiju (parenteralno) do pocetka skotnosti povisuje koncentracije
kadmija i MT u plazmi tijekom skotnosti i da se to zbiva zbog mobilizacije kadmija
nakupljenog u jetri, pa je tako pove¢ana moguénost nakupljanja kadmija u bubregu i posteljici
(Chan i Cherian, 1993; Chan i sur., 1993). Smatralo se da je to moguce objasniti vezanjem
kadmija za MT ¢iju sintezu kadmij potice u posteljicnom sinciciotrofoblastu (Goyer, 1995).
Tako su Kippler i suradnici (2010) pokazali da je ekspresija MT bila znatno poviSena u
trudnica kojima su izmjerene visoke koncentracije kadmija u posteljici, §to je navelo na

zakljucak da bi MT mogao biti odgovoran za zadrzavanje kadmija u posteljici. S druge strane,
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izmjerene vrijednosti kadmija u fetusu pokazuju da dio kadmija ipak prolazi kroz posteljicu
do fetusa, Sto bi znacilo da MT ne sprjecava sasvim prolaz kadmija kroz posteljicu. Nedavno
istrazivanje koje su proveli Nakamura 1 suradnici (2012) na Stakoricama peroralno izlozenima
sudjeluje u zadrzavanju kadmija u posteljici, ali da ne sudjeluje u prijenosu kadmija od majke
do fetusa. Sli¢no je pokazano u istrazivanjima na miSevima izlozenima kadmiju u tekuc¢ini za
pice tijekom skotnosti i dojenja gdje MT nije imao klju¢nu ulogu u sprjeCavanju prijenosa
kadmija od majke do fetusa kroz posteljicu (Brako i sur., 2003). Najnovija istrazivanja
pokazuju da bi u prenosenju kadmija kroz posteljicu mogli sudjelovati prijenosnici iz obitelji
ZIP proteina, ZIP8 i ZIP14. Na te zakljucke navode nalazi visoke ekspresije obaju
prijenosnika u ljudskoj posteljici (Jenkitkasemwong i sur., 2012) kao 1 otkrica da ZIPS i
ZIP14 proteini imaju visoki afinitet za vezanje kadmija i vaznu ulogu u unosu kadmija u

stanice (Fujishiro i sur., 2009; Girijashanker i sur., 2008).

1.3. Stetni u¢inci kadmija u organizmu sisavaca ukljuujuéi ljude

Kadmij je toksi¢an metal za koji nisu dokazani povoljni fizioloski u€inci u organima sisavaca,
ukljucujuci ljude. Uzevsi u obzir nedavno postavljen koncept tzv. ekspozoma, koji obuhvaca
sveukupnu izloZenost iz okoliSa od zace¢a do smrti (Rappaport, 2012; Wild, 2012) te
¢injenicu da je kadmij sveprisutan metal u ljudskom okoliSu i moze biti povezan s brojnim
kroni¢nim bolestima 1 zdravstvenim poremecajima, koji su nastali dijelom i zbog perinatalne
izlozenosti preko majke, istrazivanja kadmija pri tome imaju posebnu vaznost. Stetni uinci
kadmija u organizmu ovise o uvjetima izloZenosti, dakle unesenoj koli¢ini (dozi) kadmija,
trajanju izloZenosti 1 putovima izloZenosti te specificnim znacajkama svake osobe koja je
1zlozena. Kadmij je kumulativan otrov 1 njegovi su toksi¢ni ucinci povezani s dugotrajnom
(kroni¢nom) izloZenoS¢u. To je slabije istraZzeno od ocitih, akutnih otrovanja, pa su moguci
toksi¢ni ucinci zbog duge izloZenosti niskim dozama opasniji i nisu uvijek prepoznati

(Kostial, 1986; WHO/EHC, 1992; Nordberg i sur., 2002; 2007).
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1.3.1. AKutni udinci kadmija

U ljudima se akutni ucinci otrovanja kadmijem javljaju u plu¢ima nakon udisanja Cestica i
dimnih plinova koji sadrze kadmij i u zelu¢anocrijevnom sustavu nakon unosenja kadmija per
0S. U danasnje se vrijeme javljaju kao sluCajna (akcidentalna) otrovanja ili, kako je vec
naprijed spomenuto, u uvjetima profesionalne izloZzenosti i imaju posebne znacajke (Blanusa i
sur., 2005; Varnai i sur., 2009).

Akutna otrovanja su se Cesto javljala u proslosti kao posljedica udisanja dimova i
Cestica kadmija nakon otapanja ili razgradnje spojeva koji sadrze kadmij ili pri poslovima
lemljenja sa srebrom i kadmijem. Prvi slucaj otrovanja udisanjem Cestica s kadmijem opisao
je Sovet 1858. godine nakon poliranja srebra prahom kalcijevog karbonata (Sovet, 1858). U
danas$nje vrijeme do akutnog otrovanja kadmijem dolazi uglavnom nakon izloZenosti
kadmijevim dimnim plinovima ili prasini. Razli¢ita topljivost razli¢itih kemijskih oblika
kadmija u vodi moze utjecati na razinu toksi¢nosti kadmija pri udisanju (Oberdorster i sur.,
1985). Procijenjena smrtna doza kod osmosatne izlozenosti kadmijevom oksidu je 5 mg/m?,
iako su ve¢ pri izloZzenosti dozi od 1 mg/m3 u jednakom razdoblju primije¢eni znakovi
otrovanja u osjetljivih ljudi (Friberg i sur., 1974). Znakovi otrovanja koji se javljaju 24 sata
nakon udisanja Cestica kadmija jesu: suha i nadrazena sluznica nosa, usta i zdrijela, kihanje,
glavobolja, vrtoglavica, temperatura, groznica, bol u prsima, povrac¢anje i proljev. U teZim
slu¢ajevima otrovanja moZe do¢i do razvoja pluénog edema 1 akutnog kemijskog
pneumonitisa, §to moze imati smrtni ishod. Zbog oSteCenja sluznice moze do¢i do
intraalveolarnog krvarenja 1 iskasljavanja krvi. Nakon otrovanja udisanjem kadmija uglavnom
dolazi do potpunog oporavka, no u slucajevima pluénog edema ili akutne nekroze bubreznih
kanali¢a moZe do¢i i do smrti (Carmichael i sur., 1982; WHO/EHC, 1992; Godt i sur., 2006;
Nordberg i sur., 2007).

Znakovi akutnog otrovanja kadmijem u Zeluanocrijevnom sustavu u ljudi nastaju
zbog konzumiranja hrane ili pi¢a iz ambalaze koja je oblozena kadmijem, preko hrane koja je
kuhana u posudu koje sadrzi kadmij ili nakon Sto kadmij dospije u vodu iz armatura ili
hladnjaka u uredajima za vodu. Nakon $to koncentracija kadmija u vodi prijede 15 mg/l
javljaju se prvi znakovi otrovanja u obliku povracanja. Ostali znakovi akutnog otrovanja
kadmijem su mucnina, glavobolja, pojacano izlu¢ivanje sline, bolovi 1 gréevi u trbuhu i
proljev. S obzirom na to da spajanjem kadmija iz organskih soli sa solnom kiselinom u Zelucu
nastaje kadmijev klorid koji izaziva povracanje 1 da je apsorpcija kadmija u

zelu¢anocrijevnom sustavu relativno mala, nakon otrovanja relativno brzo dolazi do
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oporavka. U slucajevima teSkog otrovanja moze do¢i do Soka zbog gubitka tekuéine i smrti
unutar 24 sata ili akutnog zatajenja bubrega sa zakazivanjem funkcija srca i pluca. Potonje
moze dovesti do smrti unutar jednog ili dva tjedna nakon otrovanja. U slucajevima

prezivljavanja mogu zaostati trajna oSte¢enja jetre i bubrega (Carmichael i sur., 1982;

WHO/EHC, 1992; Nordberg i sur., 2007).

1.3.2. Kroni¢ni ucinci kadmija

U danasnje vrijeme kroni¢ni ucinci i/ili otrovanja kadmijem nastaju zbog neodgovarajuce
zaStite radnika u industrijama u kojima su izlozeni kadmiju te u slucajevima dugotrajnog
peroralnog unosa kadmija iz okoliSa. Simptomi kroni¢nog otrovanja kadmijem se ocituju,
izmedu ostaloga, poremecajima diSnog sustava ili funkcije i strukture bubrega te prijelomima

kostiju (Blanusa i sur., 2005; Nordberg i sur., 2007; Varnai i sur., 2009).

Ucinci kadmija u pluéima
Uc¢inci kadmija u diSnom sustavu su mogu¢i u profesionalno izloZenih radnika. Tezina ozljeda
ovisi o duljini, dozi i1 putu izloZenosti. U gornjim di$nim putovima dolazi do kroni¢nih upala
sluznice nosa, zdrijela i grla te moze do¢i i do poremecaja osjeta njuha. U donjim diSnim
putevima moze nastati kroni¢na opstruktivna pluéna bolest razli¢itog intenziteta. Od kada je
Friberg (1950) uocio poremecaje funkcija pluca u profesionalno izloZenih osoba, mnoga
istrazivanja su potvrdila njegova opaZanja i omogucila spoznaje uvjeta 1 srazmjera Stetnosti
1zlozenosti kadmiju u ljudima. Lauwerys 1 suradnici (1974) su nakon razdvajanja pusaca od
nepusaca uocili mala pogorSanja u pluénim funkcijama, koja su se javila tek 20 godina nakon
izloZenosti radnika kadmiju, dok su u puSaca takva pogorSanja opcenito jaCe izraZena, s
moguéim aditivnim ili sinergistickim S$tetnim ucincima. Prognoze za ozdravljenje nakon
ostecenja diSnog sustava su loSe s obzirom na to da se bolest nastavlja i nakon prestanka
1zloZzenosti na radnom mjestu. Moguca su pogorSanja u obliku zatajenja plu¢a $to moze
dovesti do razvoja bubrezne bolesti, a u radnika izlozenima visokim razinama kadmija uo¢ena

je povecana smrtnost (Carmichael i sur., 1982; WHO/EHC, 1992; Nordberg i sur., 2007).
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Ucéinci kadmija na bubreg
Stetni ué¢inci kadmija na bubreg su najvaznija moguéa Stetna posljedica u osoba kroni¢no
izlozenih kadmiju. Kako je prije opisano, kadmij dolazi do bubrega krvlju izravno i/ili iz jetre
u obliku kompleksa Cd-MT. Unutar stanice Cd-MT djeluje zastitno, dok je izvanstani¢ni Cd-
MT nefrotoksi¢an, kako je pokazano u parenteralnim uvjetima unosa Cd-MT (Goyer, 1989).
Reapsorpcijom Cd-MT dolazi do nagomilavanja slobodnog kadmija u bubregu. Kada
koncentracija kadmija u bubreznim kanali¢ima postane previsoka i1 ne moze je pratiti sinteza
MT, dolazi do oSteCenja i nekroze bubreznih stanica. Kadmij u jezgri i citoplazmi inhibira
enzime u mitohondrijima, remeti aktivacije metaloenzima koji sadrze cink i inhibira sintezu 1
transkripciju DNA. Osteéene stanice proksimalnih bubreznih kanali¢a ne reapsorbiraju u
potpunosti proteine, pa se oni pojacano izlucuju u mokraci i dolazi do tzv. proteinurije, koja
upucuje na teza oSteéenja proksimalnih kanali¢a bubrega. Prvi znakovi oSteCenja bubrega
uzrokovanih kadmijem su povecéano izlucivanje proteina male molekulske mase, -
mikroglobulina, os-mikroglobulina (HC protein) i/ili enzima N-acetil-p-D-glukozamidaze
(NAGQG). Koli¢ina izlu¢enog Bo-mikroglobulina u mokraci je najce$¢i rani pokazatelj oStecenja
bubreznih kanaliéa kadmijem i srazmjerna je ozbiljnosti oSteenja organa. Takoder je
pokazana povezanost izlu¢enog B,-mikroglobulina u urinu i doze kadmija (Kjellstrom i sur.,
1977). Mjerljive koli¢ine B,-mikroglobulina se javljaju pri koncentraciji kadmija u mokraci od
3,2 pg Cd/g kreatinina, dok se promjene ostalih bjelancevina male molekulske mase javljaju
pri koncentracijama kadmija u mokrac¢i >10 pg Cd/g kreatinina. S obzirom da je nadeno da
koncentracija Bo-mikroglobulina u mokraci raste s dobi (Tsuchiya 1 sur., 1979), kao 1 da su
razine tog proteina povecane u mokraci u bolestima kao $to su limfom ili multipli mijelom
(Kido 1 sur., 1991), a koncentracija ;-mikroglobulina ovisi o pH mokrace, potrebno je dalje
tragati za specifi¢nijim bioloSkim biljezima ranog otkrivanja oSte¢enja bubreznih kanali¢a
povezanih s izloZeno$¢u kadmijem. Nakon oSteCenja stanica bubrega, povecava se i
koncentracija MT u mokrac¢i srazmjerno povecanju razine izloZenosti kadmiju (Mitane 1 sur.,
1986). Izlucivanje MT mokrac¢om je specifi¢an pokazatelj ostecenja bubrega kadmijem, a MT
se u mokraci izlu€uje jedino nakon izlozenosti toksicnim metalima, kadmiju i Zivi te bakru i
cinku pri visokim, toksi¢nim razinama izloZenosti.

Ostec¢enja bubrega uzrokovana kadmijem dovode i do promjena u glomerularnoj
filtraciji, Sto se oCituje povecanim izluCivanjem proteina visoke molekulske mase poput
albumina i transferina u mokraci. Poveéane razine kreatinina i f-mikroglobulina u serumu
takoder upucuju da je doslo do poremecaja glomerularne funkcije. Friberg (1950) je prvi

uocio smanjenu stopu glomerularne filtracije i proteinuriju u radnika izlozenih kadmiju u
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industriji §to je potvrdeno poslije u istrazivanjima u profesionalno izlozenih osoba i u
poljoprivrednika u Japanu izloZenima kadmiju iz okoliSa (Nordberg i sur., 2002; 2007; 2009).
Istrazivanja u Europi su pokazala da se znakovi oSte¢enja bubrega u opéem stanovnistvu
javljaju pri vrijednosti kadmija u mokraci od oko 2 do 3 pg Cd/g kreatinina (Jarup, 2003).
Smatra se da pri koli¢inama kadmija u bubreznoj kori od 200 pg Cd/g svjeze mase tkiva
dolazi do proteinurije (ATSDR, 2012).

Ozbiljnije posljedice kroni¢ne izloZenosti kadmiju koja dovodi do oSte¢enja bubrega
jesu 1 povecano izluCivanje kalcija i fosfata u mokraci, §to moze dovesti do nastanka
bubreznih kamenaca i demineralizacije kostiju zbog njihove resorpcije iz kostiju (Foulkes,
1986). Stvaranje bubreznih kamenaca uoceno je u radnika profesionalno izlozenih kadmiju
(Jarup, 1998). Ako se osoba ukloni iz podruc¢ja izloZenosti, znakovi kroni¢nog otrovanja
niskim dozama kadmija u bubregu su, u pravilu, reverzibilni. Postepeno se smanjuju
izlu¢ivanje kadmija, a poslije i MT, stanice proksimalnih kanali¢a bubrega se oporavljaju i
nakon nekoliko mjeseci normalno reapsorbiraju proteine male molekularne mase (Bernard i
Lauwreys, 1986). Medutim u slucajevima ozbiljnih oSteéenja bubrega zbog izloZenosti
visokim dozama kadmija, mogu zaostati ireverzibilne promjene u bubregu (WHO/EHC, 1992;
Nordberg i sur., 2007; 2009).

Ucinci kadmija u kostima
Brojna istraZivanja u ljudi su pokazala povezanost izmedu profesionalne izloZenosti kadmiju 1
poremecaja u metabolizmu kalcija u smislu nastajanja bubreZnih kamenaca, proteinurije 1
povecanog izlucivanja kalcija mokracom (hiperkalciurije), a dugotrajna profesionalna
1zlozenost kadmiju od oko 20 godina ili viSe moze izazvati smanjenu gusto¢u kostiju i
osteoporozu (Jarup i sur., 1998; Nordberg i sur., 2007). Smanjena koStana gustoca i povecana
ucestalost lomova kostiju je opisana i u poljoprivrednika u Kini nakon izloZenosti kadmiju
konzumiranjem oneci$¢ene rize tijekom vise od 30 godina (Nordberg i sur., 2002; Wang i
sur., 2003). Kadmij ometa metabolizam kalcija izravno u kostima ili neizravno oStecenjem
bubreznih funkcija (u: Bhattacharyya i sur., 2000).

Kadmij u kostima moze izazvati osteomalaciju i osteoporozu. U Japanu je neposredno
nakon Drugog svjetskog rata opisana tzv. itai-itai bolest, koju je otkrio dr. Noboru Hagino i
koja je bila povezana s izlaganjem kadmiju u okoliSu (u: Tscuhiya, 1978). U podrucju duz
rijeke Jinzu, koje je bilo izrazito oneciS¢eno kadmijem pojavili su se bolesnici, uglavnom

zene starije dobi, koje su imale jake bolove u zglobovima i kostima od ¢ega dolazi 1 naziv
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bolesti itai-itai Sto na japanskom jeziku znaci zapomaganje "jao-jao". Radilo se o bolnim
deformacijama kostura s povecanim gubitkom kostane mase te ucestalim prijelomima kostiju
u postmenopauzalnih Zena, koje su tijekom reproduktivne dobi imale visestruke trudnoce i
porodaje. Uoceni su i poremecaji u bubreznim funkcijama zbog kroni¢ne izloZenosti kadmiju.
Radilo se o onecis¢enju vode kadmijem iz rudnika cinka i olova kojom su natapana rizina
polja nizvodno od rudnika. Kadmij nije bio jedini ¢imbenik razvoja te bolesti ve¢ su tome
pridonijeli 1 nedostatna prehrana, koja se uglavnom sastojala od rize, pa je bio smanjen unos
proteina, vitamina topljivih u mastima kao i esencijalnih elementa, pogotovo Kkalcija.
Deficijencija esencijalnih elementa je nastala zbog viSestrukih trudnoca. Itai-itai bolest je
1968. godine bila prva sluzbeno priznata bolest u svijetu nastala zbog onecis¢enog okolisa.
Njene znacajke navedene u literaturi su sljedece: osteomalacija s osteoporozom, zatajenje
bubrega, deficijencija esencijalnih makro- i mikroelemanata i anemija. U tako teSkom obliku
kao $to je bila itai-itai bolest takav poremecaj povezan s izlaganjem kadmiju nije se vise
nikada ponovio nigdje u svijetu. Desetlje¢ima nakon izbijanja, bolest je proucavana u nizu
medunarodnih projekata. Na temelju pokusa provedenih na miSevima i psima u radovima
Bhattacharyya (1991) 1 Bhattacharyya 1 suradnici (2000) su pretpostavljeni sljedeci
mehanizmi i znakovi ucinaka kadmija na kost: inhibicija aktivacije D vitamina u bubregu,
ucinak na smanjenu apsorpciju kalcija u crijevima koja dovodi do smanjene raspolozivosti
kalcija u tijelu 1 do dekalcifikacije kostiju, pojacano izlucivanje kalcija, fosfata i proteina
mokrac¢om te izravan ucinak na kostano tkivo remeéenjem metabolizma kolagena $to dovodi
do smanjene mehanicke jakosti 1 gipkosti kostiju.

Apsorpcija kalcija u crijevima i mineralizacija kostiju ovise o 1,25-dihidroksi-
vitaminu D3. Nakon uno$enja u organizam, D3 vitamin se u jetri pretvara u neaktivni oblik
25-hidroksi-vitamin D3, koji se zatim u mitohondrijima stanica bubreznih kanali¢a pretvara u
aktivan oblik 1,25-dihidroksi-vitamin D3. S obzirom da kadmij moze oStetiti stanice
bubreznih kanali¢a, moze se smanjiti pretvorba neaktivnog D vitamina u aktivni oblik, do¢i
do smanjene apsorpcije kalcija 1 smanjene mineralizacije kostiju. To posljedi¢no moze dovesti
do omeksavanja kostiju, osteomalacije (Carmichael i sur., 1982; WHO/EHC, 1992; Jérup,
2003; Bhattacharyya i sur., 2000; Nordberg i sur., 2002; 2007).
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1.3.3. Kadmij kao uzro¢nik kroni¢nih i malignih bolesti

Izlozenost kadmiju u niskim ili visokim dozama mozZe dovesti do razvoja drugih kroni¢nih
bolesti poput diabetesa mellitusa, hipertenzije, bolesti perifernih arterija (ateroskleroze),
kroni¢ne sréane bolesti i sréanog udara, periodontalnih bolesti, ozbiljnih poremecaja vida
zbog makularne degeneracije i brojnih malignih bolesti. Opisana je povezanost izlozenosti
kadmiju i malignih bolesti, leukemije te karcinoma pluca, gusSterace, bubrega, mokraénog
mjehura, debelog crijeva, dojke, sluznice maternice (endometrija) i prostate (Jarup, 2003;
Satarug i Moore, 2004; Godt i sur., 2006; Nordberg i sur., 2007; Satarug i sur., 2010).
Medunarodna agencija za istrazivanje raka, International Agency for Research on Cancer,
(IARC) je 1993. godine uvrstila kadmij u skupinu 1 ljudskih kancerogenih tvari. To je bilo
temeljeno na epidemioloSkim istraZzivanjima 1 rezultatima dobivenim na pokusnim
zivotinjama, kojima su pokazane povezanosti izlozenosti kadmiju i raka plu¢a. Napomenuto
je da je procjena bila utemeljena na istrazivanjima provedenima u radnicima profesionalno
izloZzenima kadmiju pri ¢emu nije bilo moguce sasvim razdvojiti u¢inke kadmija od ucinaka
izlozenosti drugim mogué¢im kancerogenim anorganskim elementima, arsenu i niklu, kao ni
istodobne ucinke pusenja. Verougstraete i suradnici (2003) su upozorili da su podaci dobiveni
nakon profesionalne izlozenosti kadmiju do 2003. godine pokazali manji rizik za razvijanje
bolesti u skupinama koje su bile izloZene samo kadmiju i u odsutnosti arsena i nikla, u odnosu
na skupine u kojima su arsen i nikal bili prisutni uz kadmij. Unato¢ tome, autori smatraju da
su dobiveni podaci dovoljni za uvrStavanje kadmija u Al skupinu dokazanih ljudskih
kancerogenih tvari s Cime se do sada slazu 1 stru¢njaci u IARC (1993).

Op¢enito nema puno istraZivanja o uc¢incima kadmija iz okoliSa na razvoj raka pluca.
Istrazivanje koje su proveli Nawrot i suradnici (2006) je pokazalo da postoji povezanost
izmedu povecanog rizika za razvoj raka pluca i izloZenosti kadmiju iz okoliSa. Autori su u
obradu ukljucili podatke o izlu€ivanju kadmija mokrac¢om, a u obzir su uzeli 1 podatke o
puSenju 1 izloZenosti arsenu. lako je to istraZivanje potvrdilo da kadmij moZe imati
kancerogene ucinke zbog izloZenosti iz okoliSa, potrebna su daljnja istraZivanja koja bi to
potvrdila. Istrazivanja na Stakorima su pokazala da izloZenost kadmiju udisanjem dovodi do
razvoja raka plu¢a u ovisnosti o dozi (Takenaka i sur., 1983; Jin i sur., 2002; Waalkes, 2003).

Pokazana je povezanost izlozenosti kadmiju 1 raka bubrega (Kolonel, 1976; Mandel 1
sur., 1995), mada sva istrazivanja to nisu potvrdila. Povecani rizik za nastajanje raka u
stanicama bubrega naden je u ljudi profesionalno izloZenih kadmiju. Pokazano je da Zene

imaju vedi rizik za razvoj raka u stanicama bubrega u odnosu na muskarce nakon izlaganja
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visokim dozama kadmija zbog veceg unosa i nakupljanja kadmija u Zena u odnosu na
muskarce (Pesch i sur., 2000). Hu i suradnici (2002) su nasli povezanost rizika za nastajanje
raka u stanicama bubrega s duljinom izloZenosti kadmiju u muskaraca §to nije bilo potvrdeno
u Zena, jer ih je premalen broj bio izloZzen kadmiju.

Iako su objavljeni podaci o povezanosti kadmija s povecanim rizikom za nastanak raka
prostate u radnika izlozenih kadmiju (Kipling i Waterhouse, 1967), to nije potvrdeno u svim
epidemioloskim istrazivanjima (Kazantzis 1 sur., 1988). U istrazivanju provedenom na
Stakorima (Wistar) je uoceno da potkozno ubrizgavanje kadmijevog klorida moze izazvati rak
prostate, da visoke doze kadmija mogu uzrokovati nekrozu testisa S§to moze dovesti do
malignog tumora na mjestu ubrizgavanja kadmija i da razvoj raka prostate ovisi 0 nastajanju
testosterona u testisima (Waalkes i sur., 1988). U¢inci kadmija na ekspresije MT, gena p53 i
protoonkogena mogu biti vazni za razvoj raka prostate i testisa u Stakora (Arisawa i sur.,
2001; Nishijo i sur., 1995). U istrazivanjima in vitro je nadeno da ponavljana izloZenost
kadmiju moze uzrokovati maligne promjene u epitelnim stanicama ljudske prostate (Achanzar
1 sur., 2001; Nakamura i sur., 2002). U stanovnicima podrucja oneciS¢enog kadmijem u Kini
su nadena oSte¢enja prostate te povezanost razine kadmija u mokra¢i 1 povecanih razina
specifi¢nog antigena prostate (PSA) u serumu (Zeng i sur., 2004). Osim kadmija, ¢imbenici
rizika za razvoj raka prostate su pretilosti i unos zivotinjskih masti i crvenog mesa, dok
konzumiranje povrca, zitarica i D vitamina imaju zastitnu ulogu (Ekman, 1999). Pokazano je
da su muskarci koji nisu svakodnevno unosili dovoljno cinka u organizam imali povecane
koncentracije kadmija u mokraci 1 povecan specificni antigen PSA (van Wijngaarden 1 sur.,
2008). Zanimljivo istrazivanje je pokazalo 4,7 puta poveéanu mogucnost za nastajanje raka
prostate u ljudi koji su imali >0,03 pg Cd/g nokta noznog prsta u odnosu na ljude s
koli¢inama <0,007 pg Cd/g nokta (Vinceti 1 sur., 2007).

Povecan rizik za razvoj raka dojke je naden u trudnica koje su pocele pusiti unutar 5
godina nakon prve menstruacije kao i u Zena koje nisu nikada rodile i koje su pusile vise od
20 cigareta na dan ili >20 kutija cigareta na godinu (Band i sur., 2002). Mc Elroy i suradnici
(2006) su uocili povezanost izmedu razvoja raka dojke i izlozenosti kadmiju, koja je bila 2,29
puta veca u Zena koje su imale >0,58 pg Cd/g kreatinina u odnosu na Zene s <0,26 ng Cd/g
kreatinina u mokrac¢i. U Stakoricama koje su bile izloZzene kadmiju opazeno je povecanje
mlijeénih Zlijezda u odnosu na neizloZene Stakorice. Te promjene su uocene i1 u Stakorica
kojima su odstranjeni jajnici i dokazano je da kadmij oponasa djelovanja estrogena u dojkama

Stakorica (Johnson 1 sur., 2003). Stoga se kadmij moZe smatrati tzv. metaloestrogenom. U
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zena koje su unosile viSe od prosjecne vrijednosti kadmija na dan (>15 pg Cd) je naden 2,9
puta veéi rizik za razvoj raka endometrija (Akesson i sur., 2008).

Povecane vrijednosti kadmija u serumu i izlozenost kadmiju tijekom poljoprivrednih
aktivnosti mogu se povezati s rizikom nastajanja raka gusterace (Kriegel i sur., 2006). Rak
debelog crijeva je uocen najvise u ljudi s genetskim poremecajima u popravku krivo sparenih
baza. U kvascima u kojima je popravak krivo sparenih baza bio smanjen niskim dozama
kadmija, uoceno je 2000 puta viSe mutacija (Jin 1 sur., 2003). IzloZenost stanica debelog
crijeva kadmiju preko zuci 1 stolice u ljudi koji prehranom unose visoke koli¢ine kadmija
moze utjecati na razvoj raka debelog crijeva. Pokazano je da D vitamin ima zaStitnu ulogu u
razvoju raka debelog crijeva kao i raka prostate (Lamprecht i Lipkin, 2003).

Iako molekulski mehanizmi ucinaka kadmija na razvoj malignih bolesti nisu do kraja
razjaSnjeni, definirano je nekoliko ¢imbenika koji tome pridonose: pojacanje mitogenih
signala, ometanje mehanizama popravka DNA i otpornost stanica na apoptozu zbog
izlozenosti kadmiju (Goyer i sur., 2004). Najnovija istrazivanja su pokazala da kadmij moze
mijenjati konformaciju E-kaderina, transmembranskog glikoproteina koji veze kalcij i koji
ima vaznu ulogu u adheziji stanica, posebno u pokrovnim stanicama koze (epidermisu). Ta
otkri¢a upucuju da bi E-kaderin mogla biti ciljna molekula za toksi¢ne i kancerogene ucinke

kadmija (Prozialeck i Lamar, 1999).
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1.4. Esencijalni elementi i njihova medudjelovanja s kadmijem

1.4.1. Zeljezo i kadmij

Zeljezo je vazan esencijalan metal u organizmu s ulogama u brojnim bioloskim funkcijama
ukljucujuéi prijenos i skladiStenje kisika, prijenos elektrona, sintezu DNA i enzimsko oksido-
redukcijske reakcije. Zbog svega toga je uloga zZeljeza nuzna za rast, razvoj 1 prezivljavanje
organizma. Zeljezo je u hem i ne-hem obliku prisutno u svim stanicama organizma. U tijelu
odraslog muskarca ima 55 mg zeljeza, dok u tijelu odrasle zene ima 45 mg Zeljeza na
kilogram tjelesne mase (Ponka i sur., 2007; Piasek i Mikoli¢, 2009). Od organa, najveci dio
Zeljeza se nalazi u jetri (30%), a ostalo je u koStanoj srzi, slezeni, miSi¢ima i sluznici crijeva
(Gallagher, 2008). Vecina zeljeza u organizmu (60 do 70%) se nalazi u eritrocitima vezana za
hemoglobin. Hem Zeljezo je sastojak dvaju zivotno vaznih proteina, hemoglobina u
eritrocitima i mioglobina u misi¢nim stanicama. Uloga hemoglobina je vazna u prijenosu
plinova, kisika od pluca do tkiva i uglji¢nog dioksida od tkiva do pluca preko kojih se izdise,
dok je mioglobin skladi$ni oblik kisika u misi¢ima.

U namirnicama je zeljezo prisutno u dva oblika, ne-hem zeljezo koje se nalazi u
namirnicama biljnog i Zivotinjskog podrijetla i hem Zeljezo, koje je prisutno samo u
namirnicama Zivotinjskog podrijetla. Apsorpcija hem Zeljeza u organizmu je visoka i iznosi
15-35%, dok je apsorpcija ne-hem Zeljeza samo oko 10% i ovisi o ravnotezi inhibitora i
pojacivaca apsorpcije zeljeza u hrani kao 1 o tjelesnim zalihama Zeljeza u organizmu
(Zimmermann i Hurrell, 2007; Hurrell i Egli, 2010). Apsorpciju ne-hem zeljeza iz hrane
smanjuju oksalna kiselina u $pinatu i cokoladi, fitinska kiselina u mekinjama i leguminozama,
tanin u ¢ajevima, polifenoli u kavi i crnom ¢aju i kalcijev karbonat kao dodatak prehrani
(Mahan i Escott-Stump, 2008). Zivotinjska tkiva olak$avaju apsorpciju ne-hem Zeljeza, dok
proteini poput albumina, proteina mlijeka i proteina jaja djeluju kao inhibitori apsorpcije
zeljeza u crijevima. Askorbinska kiselina (C vitamin) pospjeSuje 1 olakSava apsorpciju zeljeza
redukcijom feri u fero oblik i svojstvom keliranja zeljeza (Hurrell i Egli, 2010). U normalnim
uvjetima iz hrane se apsorbira otprilike 1 mg Zeljeza na dan, a ravnoteza ukupnog Zeljeza u
organizmu se odrzava gubitkom oko 1 mg Zeljeza na dan (Ponka i sur., 2007).

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, 2001), pomanjkanje
Zeljeza je najceSca prehrambena deficijencija u svijetu i rasprostranjeno je i u nerazvijenim i u
razvijenim zemljama. Najc¢eS¢e se javlja u djece do 14. godine Zivota i u Zena tijekom

reproduktivnog razdoblja, posebno u trudnica i dojilja. U djece je nedostatak Zeljeza najcesce
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posljedica nedovoljnog unosa zeljeza hranom, posebice u razdoblju kada maj¢ino mlijeko vise
nije dostatan izvor Zeljeza u postnatalnoj dobi. Neodgovarajuéi unos zeljeza hranom, gubitak
zeljeza krvarenjima, visoki unos prehrambenih vlakana kao i viSestruke trudnoc¢e su glavni
uzroci pomanjkanja zeljeza u zena, ukljucuju¢i razdoblja trudnoce i laktacije. Tijekom
trudnoce se potrebe za zeljezom povecavaju na oko 1 g na dan. Za fetus i posteljicu je
potrebno oko 300 mg, za povecanu masu eritrocita 500 mg, a izluc¢uje se oko 200 mg zeljeza
na dan (Merck Manual, 2012). U muskaraca i postmenopauzalnih Zena je smanjenje zeljeza
Cesto povezano s krvarenjem u zeluCanocrijevnom sustavu i njegova se zeluCanocrijevna
apsorpcija opéenito smanjuje u starijoj dobi, dok su u Zena reproduktivne dobi najces¢i uzroci
smanjenja zeljeza menstrualna krvarenja i gubitak krvi tijekom porodaja (Ponka i sur., 2007).

Nedostatak zeljeza tijekom trudno¢e moze imati Stetne posljedice i za majku i za fetus.
Djeca majki s pomanjkanjem Zeljeza tijekom trudno¢e imaju povecane izglede rodenja prije
roka i sa smanjenom porodajnom tezinom (Allen, 2000) kao i sa smanjenim koli¢inama
zeljeza u jetri (Singla i sur., 1985). Istrazivanja na pokusnim glodavcima in vivo su pokazala
da manji nedostatak majc¢inog Zeljeza nije utjecao na broj i tjelesne mase fetusa kao ni na
masu posteljica (Sherman i Moran, 1984) dok je veliki nedostatak Zeljeza tijekom graviditeta
bio povezan sa smanjenim tjelesnim masama majki, plodnosti i prezivljavanjem fetusa
(Tojyo, 1983). Nedostatak zeljeza u Stakorica je utjecao i na smanjene tjelesne mase njihovih
fetusa koji su imali i nedovoljne koli¢ine Zeljeza, nizi hematokrit i nize razine Zeljeza u jetri
(Gambling i sur., 2002). Posljedice nedovoljne koli¢ine zeljeza u majke mogu biti dugotrajne
1 teSko nadoknadive te mogu Stetno utjecati na razvoj djeteta i u postnatalnom razdoblju.
Istrazivanja su pokazala Stetne ucinke na razvoj 1 funkcije dje¢jeg mozga pri ¢emu ni
nadoknadivanje Zeljeza dodacima u prehrani nije umanjilo nepovoljne posljedice smanjenih
koli¢ina Zeljeza u prenatalnom razdoblju (Lozoft, 2006).

Dugotrajni ucinci nedostatka maj¢inog Zeljeza na zdravlje potomaka proucavani su u
eksperimentalnim 1 epidemioloskim istrazivanjima devedesetih godina proSloga stoljeca.
Pokazano je da prehrana 1 koli¢ine Zeljeza u organizmu majke mogu utjecati na tjelesnu masu
novorodenceta te da postoji povezanost snizene tjelesne mase novorodenceta i povecanog
rizika za razvoj sr€anih i krvozilnih bolesti, pretilosti, mozdanog udara, diabetesa mellitusa,
malignoma i depresije u odrasloj dobi (Gambling i sur., 2011).

Perinatalno pomanjkanje zeljeza je ozbiljan zdravstveni poremecaj koji moze utjecati
na rast, razvoj 1 funkcije organa prije i nakon rodenja. Djeca sa smanjenim koli¢inama Zeljeza
u perinatalnom razdoblju predstavljaju rizi€nu skupinu za razvoj pomanjkanja Zeljeza tijekom

cijelog razdoblja djetinjstva, ali 1 u odrasloj dobi. Takoder prevelike koli¢ine Zeljeza u
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perinatalnom razdoblju mogu biti Stetne za razvoj organa jer je Zeljezo i element s
nepovoljnim prooksidacijskim djelovanjem (Rao i Georgieff, 2007).

Mutacije u genima koji kodiraju proteine kljuéne u metabolizmu odredenog metala
uzrokuju ozbiljne genetske poremecaje. U slucaju zeljeza su to nasljedni poremecaji i bolesti
kao hemokromatoza, razni oblici talasemija i aceruloplazminemija. Hemokromatoza je
autosomalan recesivan nasljedni poremecaj metabolizma zeljeza kod kojega dolazi do
povecanog unosa zeljeza u crijevima s posljedicnim nakupljanjem toksi¢nih razina zeljeza u
tzv. parenhimnim organima, jetri, gusteraci 1 srcu Sto moze dovesti do ciroze, diabetesa
mellitusa i poremecaja sréanih funkcija. U tijelu je razina zeljeza regulirana na razini crijevne
apsorpcije povecanim odnosno smanjenim unosom u ovisnosti o tjelesnim zalihama Zzeljeza.
Ostecenja u tkivima se uocavaju tek nakon Sto koli¢ine Zeljeza postanu 20 do 50 puta vece od
normalnih vrijednosti. Bolest se najceS¢e moze otkriti tek izmedu 40. 1 60. godine zivota
mada se u literaturi mogu prona¢i podaci i o neonatalnoj hemokromatozi, kao i o
hemokromatozi u djece i mladih ljudi. Poremecaj se javlja ¢eS¢e u muskaraca negoli u Zena,
Sto se moze objasniti razli¢itostima u stupnju Zelucanocrijevne apsorpcije zeljeza ovisno o
spolu zbog redovitih gubitaka Zeljeza menstrualnim krvarenjima u zena (Ponka i sur., 2007).

Nekoliko je vrsta bolesti nazvanih talasemija, ovisno o tezini bolesti. Talasemija nije
poremecaj u metabolizmu Zeljeza, nego je to genetski poremecaj u sintezi jednog ili vise
globinskih lanaca hemoglobina zbog ¢ega dolazi do prekomjernog nakupljanja Zeljeza u
razli¢itim organima, prvo u jetri i slezeni te u sréanom miSicu. NajceS¢i klini¢ki oblici
talasemija su o i B talasemija. Nakupljanja Zeljeza su ¢eSc¢a u odraslih osoba koje boluju od a
talasemije. Aceruloplazminemija je nasljedni autosomalan recesivni poremecaj kod kojega
zbog mutacija na genu za ceruloplazmin dolazi do nakupljanja Zeljeza u razlic¢itim tkivima i
organima, ukljucujuéi jetru, gusteratu (Langerhansove otoci¢e) i mozak, u bazalnim
ganglijima, mikroglija stanicama i neuronima. IstraZivanja su pokazala da ceruloplazmin ima
klju¢nu ulogu u metabolizmu Zeljeza jer sudjeluje u oksidaciji Zeljeza iz fero u feri oblik Sto
omogucava vezanje Zeljeza na prijenosni protein transferin. U odsutnosti ceruloplazmina
zZeljezo se brzo uklanja iz krvotoka i nakuplja u jetri i drugim organima. U pacijenata oboljelih
od aceruloplazminemije uocene su neurolo$ke promjene, diabetes mellitus i degenerativne
promjene na mreZnici (DiDonato 1 Sarkar, 2000; Ponka 1 sur., 2007).

Kako je ve¢ prije spomenuto, danas su dobro poznata medudjelovanja Zeljeza i
kadmija, koja mogu nastati na razini zelucanocrijevne apsorpcije obaju metalnih iona zbog
njihovog natjecanja za ista vezna mjesta zajednickih prijenosnika DMT1 i MTPI u

dvanaesniku. Na ekspresiju tih prijenosnika utjecu unos 1 stanje Zeljeza u organizmu te unos
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kadmija u crijevima. U uvjetima nedostatka Zeljeza je pojacana ekspresija DMT1 i MTP1
prijenosnika u crijevima §to utjeCe na povecanu apsorpciju kadmija u zelu€anocrijevnom
sustavu i1 posljedi¢no veci prijenos kadmija krvotokom do unutrasnjih organa (Park i sur.,
2002; Bressler i sur., 2004; Ryu i sur., 2004; Bridges i Zalups, 2005; Martelli i sur., 2006;
Kim 1 sur., 2007; Thevenod, 2010). Osobe ¢ije su rezerve zeljeza u tijelu smanjene mogu
unositi povecane koli¢ine kadmija u organizam. To su uglavnom Zene u reproduktivnoj dobi i
djeca u razvoju u kojih su povecane fizioloske potrebe za esencijalnim elementima (Akesson i
sur., 2002; Piasek i sur., 2004; 2007; Kippler i sur., 2007; 2009). Zbog toga Zene starije dobi
imaju vece koli¢ine kadmija u tijelu u odnosu na muskarce jednake dobi (Jérup i sur., 1998;
Nordberg i sur., 2007). Obrnuto postoji takoder utjecaj kadmija na prijenos zeljeza u
crijevima. U istrazivanju provedenom na Caco-2 stanicama (ljudskim stanicama raka debelog
crijeva) je pokazano da je unos Zeljeza prijenosnikom DMTT1 bio inhibiran visokom dozom od
500 uM kadmija (Bannon i sur., 2003).

Prilikom prijenosa elemenata kroz posteljicu moze do¢i do medudjelovanja kadmija i
zeljeza pri ¢emu kadmij nakupljen u posteljicnom tkivu moZe ometati prijenos zeljeza do
fetusa. Moguce Stetne posljedice su nedostatak zeljeza u fetalnom i postnatalnom razdoblju i
nastanak anemije nakon rodenja (Carmichael i sur., 1982; Piasek i sur., 2004; 2007; Kippler i
sur., 2010). U hemokorijalnim posteljicama, kao Sto su i ljudska, i Stakorska posteljica,
trofoblast je u izravnoj vezi s maj¢inim krvotokom. Kako je shematski prikazano na slici 1, na
temelju dosadaS$njih saznanja se smatra da se Zeljezo vezano na transferin (Tf) u krvotoku
majke veze za Tf receptore na apikalnoj membrani sinciciotrofoblasta i ¢itav kompleks ulazi u
posteljicu pomocu vezikula u procesu endocitoze. Ulaskom protona u vezikule snizava se pH
vrijednost na 5,5, zeljezo se odvaja od Tf i pomoc¢u endosomalne reduktaze se trovalentno
(feri) zeljezo reducira u topljivije dvovalentno (fero) Zeljezo. Reducirani oblik zeljeza izlazi iz
vezikula u citosol pomoc¢u prijenosnika DMT1, a Tf i Tf receptor se vrac¢aju na povrsinu
stanice. 1z sinciciotrofoblasta Zeljezo izlazi kroz bazolateralnu membranu pomocu feroportina
(FPN1 ili IREGI) u dvovalentnom obliku nakon ¢ega se natrag oksidira u trovalentno Zeljezo

pomocu hefestina (bakarne oksidaze) i veze na fetalni transferin (McArdle i sur., 2008;
Carter, 2012).
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Slika 1. Shematski prikaz prijenosa zeljeza kroz ljudsku i Stakorsku posteljicu (preuzeto iz:

McArdle i sur., 2008)

U istrazivanjima in vivo 1 in vitro Gambling i suradnici (2001) su pokazali da
nedostatak zeljeza u pokusnih Stakorica utjeCe na povecanu ekspresiju proteina za prijenos
zeljeza kroz posteljicu. Opazili su povecane ekspresije Tf receptora i DMT1 na razini mRNA
1 proteina u pokusima na gravidnim Stakoricama koje su hranjene krmivom sa smanjenom
koli¢inom zeljeza. Ekspresija FPN1 je bila nepromijenjena. Takoder je zbog nedostatka
zeljeza i posljedicno povecane ekspresije Tf receptora naden poveéan unos zeljeza u ljudskim
stanicama koriokarcinoma, takozvanim BeWo stanicama. Rezultati tog istrazivanja pokazuju
da nedostatak zeljeza u buducoj majki dovodi do promjena u prijenosu Zeljeza kroz posteljicu
kojima se ublazava nedostatak Zeljeza u fetusu. Navedena otkri¢a su potvrdila pretpostavku da
smanjene koli¢ine Zeljeza u organizmu majke mogu uzrokovati nedostatak zZeljeza u fetusu,
iako u manjoj mjeri negoli je njegov manjak u organizmu trudnice. To je zato Sto se tijekom
trudnoce zalihe zZeljeza prvenstveno troSe za opskrbu fetusa i do kraja trudnoce se >70%
zeljeza unesenog hranom prenosi u fetus (Gambling i sur., 2002). Takoder je nadeno da razine
zeljeza u jetri fetusa reguliraju ekspresiju Tt receptora u posteljici $to utjeCe na unos zeljeza iz

majcine krvi (Gambling i sur., 2009).
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Mehanizam prijenosa zeljeza kroz stanice trofoblasta pomo¢u DMT1 jo$ uvijek nije
do kraja razjaSnjen. U nizu pokusa na knock-out miSevima Gunshin i suradnici (2005) su
pokazali da DMT1 (SLC11A2) nije neophodan za prijenos zeljeza do fetusa. Sli¢no su Hojyo
1 suradnici (2011) istrazivali ulogu transmembranskog prijenosnika Zzeljeza ZIP14
(SLC39A14) u prijenosu zeljeza kroz posteljicu 1 pokazali da su okoc¢eni knock-out misevi
imali dovoljne koli¢ine Zeljeza $to upuéuje na zaklju¢ak da ni taj prijenosnik nije imao
klju¢nu ulogu u prijenosu Zeljeza do fetusa. Ti rezultati pokazuju da postoje neki drugi
neotkriveni prijenosnici kojima se zeljezo prenosi kroz posteljicu. Najvjerojatniji mehanizam
pri tome bi mogao biti pomocu prijenosnika ZIP8, koji prenosi cink i zastupljen je u velikoj
mjeri i u posteljici, a otkrili su ga Begum i suradnici (2002). Wang i suradnici (2011) su
pokazali na Zip8 knock-out miSevima da je prijenosnik ZIP8 nuzan za razvoj u najranijoj
dobi, budu¢i da nakon smanjene ekspresije ZIP8 u posteljici, Zumanjcanoj vreci i fetusu
homozigotnih miSeva zivotinje nisu prezivjele nakon okocéenja. Zbog prisutnosti ZIPS8
prijenosnika u mnogim organima, uklju¢ujuéi pluéa, posteljicu, gusteracu, jetru, bubrege i
druge, pretpostavlja se da bi taj prijenosnik mogao sudjelovati i u metabolizmu Zeljeza u tim

organima (Jenkitkasemwong i sur., 2012; Wang i sur., 2012).
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1.4.2. Cink i kadmij

Cink je esencijalan mikroelement koji je Siroko rasprostranjen u okoliSu. Prvi rezultati o
esencijalnosti cinka su dobiveni u istrazivanju u kojem je pokazana vaznost cinka za rast
gljivice Aspergillus Niger. Nakon toga su provedena istrazivanja na biljkama i laboratorijskim
Zivotinjama o ulogama cinka u fizioloskim funkcijama (Prasad, 1979). Prije pedeset godina su
prepoznate prve posljedice nedostatka cinka u ljudskom organizmu i to upravo na rast djece.
Nakon toga su uslijedila druga brojna istrazivanja o vaznosti cinka za ljudsko zdravlje (u:
Salgueiro i sur., 2000; Sanstead i Au, 2007).

Cink je dio >300 enzima preko kojih sudjeluje u sintezi i razgradnji ugljikohidrata,
lipida, proteina i1 nukleinskih kiselina. Medudjeluje s drugim mikronutrijentima s kojima je u
homeostazi. Cink stabilizira molekulske strukture stani¢nih dijelova i membrana te tako
odrzava cjelovitost stanica, tkiva i organa. Ima esencijalnu ulogu u ekspresiji gena, sastojak je
mnogih proteina i ima klju¢nu ulogu u cjelokupnom metabolizmu organizma (Salgueiro i sur.,
2000; FAO/WHO, 2001; Piasek i Mikoli¢, 2009). U enzimima i proteinima Se cink nalazi u
obliku tioneina, proteina koji se sastoji od 60 do 68 aminokiselina i u kojem 20 aminokiselina
cisteina veze sedam iona cinka u dva klastera Sto dovodi do nastanka MT. Metalotionein je
redoks aktivan i njegovi sulfihdrilni ligandi vezu cink. Osim uloge u skladiStenju cinka i
vezanja slobodnih iona cinka, MT je vazan i za dostupnost cinka koji se tako moze vezati na
enzime i proteine (Maret, 2004).

Cink u jezgri stanica ima vaznu ulogu u odrZavanju genetske stabilnosti i ekspresije
gena jer sudjeluje u procesima diferencijacije, proliferacije i apoptoze stanice (Maret i
Sanstead, 2006). Jedna od najvaznijih uloga cinka je antioksidacijska zaStita bioloSkih
struktura od oksidacijskog stresa i oStecenja slobodnim radikalima (Salguiero i sur., 2000). To
se moze odvijati na nekoliko nacina: 1) smanjenjem produkcije hidroksilnih radikala zbog
natjecanja cinka sa Zeljezom 1 bakrom koji kataliziraju nastajanje hidroksilnih radikala; 2)
odrzavanjem optimalnih razina MT tako Sto cink potice nastajanje MT, koji djeluje kao
»hvatac¢“ slobodnih radikala; 3) kao bitan sastojak antioksidacijskog enzima Cu/Zn SOD 1 4)
kao zaStitna komponenta u kompleksu sa sulthidrilnim i drugim kemijskim skupinama
(Salgueiro i sur., 2000; Formigari i sur., 2007; Prasad i sur., 2008).

Preporuceni dnevni unos cinka iznosi 11 mg za muSkarce 1 8 mg za Zene (Maret i
Sandstead, 2006). U tijelu odraslog muskarca ¢ija je tjelesna masa 70 kg nalazi se 2 do 3 g
cinka §to je 30 do 40 mg Zn/kg tjelesne mase, dok su u Zena te koli¢ine cinka u tijelu manje.

Koli¢ina cinka je otprilike upola manja od koli¢ine Zeljeza u organizmu. Vecina cinka u
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organizmu se nalazi u misi¢ima (60%), zatim u kostima (30%), kozi i kosi (8%, jetri (5%),
zeluCanocrijevnom sustavu i gusteraci (3%) i u ostalim organima (<1%) (Wastney i sur.,
1986).

Na unos cinka u organizam utjecu koli¢ine cinka u organizmu i apsorpcija u crijevima
jer se u uvjetima povecanih koli¢ina cinka u hrani stopa Zeluanocrijevne apsorpcije smanjuje
zbog zasi¢enja prijenosnih mehanizama za cink. Hrana sa smanjenim razinama cinka,
obrnuto, povecava apsorpciju cinka u crijevima u svim dobnim skupinama, $to je regulirano
homeostatskim mehanizmima (Lonnerdal, 2000). Apsorpcija cinka je homeostatski regulirana
I odstranjivanjem cinka u stolici (Ziegler i sur., 1989).

Istrazivanja u ljudima u kojima je apsorpcija cinka iz jednog obroka iznosila oko 18 do
20 pmol, dok je apsorpcija cinka iz vodene otopine bila 80 do 100 pumol, pokazuju da se
crijevna apsorpcija cinka razlikuje ovisno o tome je li cink unesen hranom ili vodenim
otopinama (Lonnerdal, 2000). Izbjegavanje unosa crvenog mesa i veganska prehrana
povecavaju rizik za pomanjkanje cinka u organizmu. Proteini su glavni izvor cinka u prehrani,
a povecan unos proteina prehranom dovodi do poveéanog unosa i veée bioloske dostupnosti
cinka (Lonnerdal, 2000). Bioloska dostupnost cinka iz hrane ovisi i o drugim sastojcima hrane
kao $to su netopljiva vlakana, lignin, fitati i produkti Maillardovih reakcija, koji svi vezu cink
i tako sprjecavaju apsorpciju cinka u crijevima (Maret i Sandstead, 2006). Takoder pojedina
vrsta proteina moze utjecati na biolosku dostupnost cinka; zivotinjski proteini (govedina, jaja,
mlije¢ni sir) mogu smanjivati inhibitorni u¢inak fitata na apsorpciju cinka, a kazein iz mlijeka
smanjuje crijevnu apsorpciju cinka (Lonnerdal, 2000). Kalcij iz mlijeka takoder moze
sprijeciti apsorpciju cinka (Wood 1 Zheng, 1997) i1 stvaranjem netopljivih kompleksa s
fitatima pojacati negativan ucinak fitata na apsorpciju cinka (Ferguson i sur., 1989). Rezultati
istraZivanja o u¢incima sumplementacije Zeljezom tijekom duljeg razdoblja koji mogu dovesti
do zasi¢enja 1 utjecati na mehanizme unosa i prijenosa cinka su razli€iti. Toksi¢ne razine
kadmija mogu utjecati na crijevnu apsorpciju cinka, ali nije poznato na koji nacin nize razine
kadmija u odredenoj hrani utjecu na apsorpciju cinka u ljudi. Na apsorpciju cinka utjecu i
razli¢ita fizioloSka stanja u kojima su povecane potrebe za cinkom kao §to su trudnoca i
dojenje, odnosno tijekom razdoblja povecanog rasta i razvoja u djece (Lonnerdal, 2000).

Ve¢ je prije opisano da je homeostaza cinka u organizmu regulirana procesima tijekom
unosa egzogenog cinka i odstranjivanjem endogenog cinka stolicom. Najnovija istrazivanja
pokazuju da se ravnoteZa cinka na stani¢noj razini odrzava pomocu 14 prijenosnika iz ZIP
obitelji proteina koji reguliraju ulaz cinka u stanice i 10 prijenosnika iz obitelji cinkovih

prijenosnika ZnT koji reguliraju njegov izlaz iz stanica (Fukada i Kambe, 2011). Od svih tih
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prijenosnika je najjasnija uloga ZIP 4 proteina koji se nalazi na luminalnoj povrsini enterocita
gdje posreduje u prijenosu cinka unesenog hranom (Andrews, 2008). Istrazivanje koje su
proveli Wang i suradnici (2002) je pokazalo da mutacija gena ZIP4 uzrokuje nedostatak cinka
i dovodi do nastajanja metaboli¢kog poremecaja tzv. acrodermatitis enteropathica cije su
glavne znacajke usporeni rast i razvoj te upalne promjene na kozi oko prirodnih otvora (usta i
¢mar) i na udovima, gubitak kose i proljev. Pomanjkanje cinka u tih bolesnika uspjelo se
nadoknaditi peroralnom suplementacijom cinkom §to upucuje na zakljucak da postoje i drugi
mehanizmi prijenosa cinka u crijevima. Buduéi da se apsorpcija cinka u Zelu€anocrijevnom
sustavu odvija u tankom crijevu, najviSe u dvanaesniku i ileumu (Krebs, 2000), postoji
moguénost da prijenosnici ZIP8 i ZIP14 imaju ulogu ,rezervnih®“ prijenosnika cinka s
obzirom na to da se oba nalaze na luminalnoj membrani epitelnih stanica dvanaesnika (He i
sur., 2006; Girijashanker i sur., 2008). Uloga MT u apsorpciji cinka u crijevima do sada nije
razjasnjena (Krebs, 2000; Salgueiro i sur., 2000).

Pomanjkanje cinka je prisutno u oko 20% stanovnistva diljem svijeta i moguce i u
zemljama u razvoju, i u razvijenim zemljama. Nedostatak cinka se javlja u osoba c¢ija
prehrana ne sadrzi dovoljne koli¢ine cinka ili sadrzi tvari koje smanjuju bioloSku dostupnost
tog mikroelemenata. Drugi niz razloga nedostatka cinka u organizmu mogu biti bolesti koje
smanjuju apsorpciju cinka u crijevima i/ili povecavaju njegov gubitak kao Sto su kroni¢ne
bolesti crijeva i jetre. Kroni¢na krvarenja, pojacano izlucivanje cinka u mokra¢i kod nekih
bubreznih bolesti, ciroza jetre, kroni¢ni alkoholizam, stres, pojafani katabolizam 1 kroni¢ne
upalne bolesti koje povisuju razine interleukina-1 jesu stanja koja mogu takoder utjecati na
pomanjkanje cinka u organizmu (Sandstead 1 Au, 2007). Rizi¢ne skupine za nedovoljan unos
cinka u organizam jesu: novorodenc¢ad, djeca, adolescenti te trudnice i1 dojilje zbog povecanih
potreba za unosom cinka koji se prenosi u fetus odnosno novorodence. Klinicka slika
ozbiljnog pomanjkanja cinka u ljudi je usporeni rast, zakaSnjeli razvoj spolnih zlijezda 1
kostiju, proljevi, gubitak kose, gubitak apetita, povecana osjetljivost na razne upalne procese
zbog narusenih funkcija imunosnog sustava i promjene u ponaSanju. Pokazatelji blagog
nedostatka cinka u organizmu su vidljivi u poremecajima rasta i imunosnog odgovora, dok su
poremecena osjetila okusa 1 sporo zacjeljivanje rana uoceni u nekoliko istraZivanja
(FAO/WHO, 2001). Suvisak cinka u organizmu je rijedak zbog dobre homeostaze cinka u
organizmu. Ako dode do otrovanja cinkom povecanim akutnim ili kroni¢nim unosom cinka
peroralnim putem (najceS¢e aditivima u hrani), mogu nastati u€inci na imunosni odgovor
vjerojatno inhibicijom apsorpcije Zeljeza ili bakra zbog slicnih kemijskih i biokemijskih

karakteristika tih elementa (Briefel i sur., 2000). Simptomi akutnoga otrovanja cinkom jesu
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tahikardija, vaskularni Sok, mucnina, povracanje, proljevi i oSteCenja parenhima gusterace i
jetre (Kamenczak i sur., 1990).

Istrazivanja provedena na pokusnim Zzivotinjama i u ljudi su pokazala klju¢nu vaznost
cinka za razvoj ploda u maternici kao i djeteta nakon rodenja. Cink je narocito potreban u
prvim godinama zivota zbog ubrzanog rasta (Fung i sur., 1997). Zbog vazne uloge cinka u
brojnim biokemijskim putovima koji epigenetski mogu utjecati na molekulu DNA i histone,
nedostatak cinka u fetalnom razdoblju moze predstavljati opasnost za razvoj bolesti u odrasloj
dobi (Maret i Sandstead, 2008). Nedostatak cinka u perinatalnom razdoblju moze imati
ozbiljne Stetne posljedice jer je cink nuzan za normalan rast i razvoj fetusa, razvoj imunosnog
sustava, kao i za nastajanje mlijeka tijekom dojenja (Wellinghausen, 2001; Salgueiro i sur.,
2002). Pomanjkanje cinka tijekom perinatalnog razvoja moze imati posljedice i u odrasloj
dobi (Keen 1 sur., 2003). Istrazivanja na pokusnim misSevima su pokazala da su poremecaji u
imunosnom sustavu koji su nastali zbog nedostatka cinka tijekom graviditeta uoceni u drugoj
i trecoj generaciji potomaka (Beach i sur., 1982). Istrazivanja provedena na laboratorijskim
Zivotinjama su pokazala povezanost cinka i metabolizma kostiju jer cink pojacava ucinak D
vitamina stimuliranjem sinteze DNA u kostanim stanicama (Brandao-Neto, 1995).

Cink moze utjecati na rast na nekoliko na¢ina: promjenama u apetitu i osjetima mirisa
1 okusa $to moze utjecati na unos hrane u organizam; djelovanjem na sintezu DNA i RNA §to
utjeCe na replikaciju i diferencijaciju stanica hondrocita, osteoblasta i fibrobasta, transkripciju
stanica i sintezu somatomedina C, kolagena, osteokalcina i alkalne fosfataze; djelovanjem na
metabolizam ugljikohidrata, lipida 1 proteina; sudjelovanjem u sintezi i izlu¢ivanju hormona
rasta te njegovom djelovanju na sintezu somatomedina C u jetri i aktivaciju somatomedina C
u koStanoj hrskavici; djelovanjem na D vitamin i hormone Stitnjace, inzulina i testosterona
koji su neizravno povezani s rastom (Salgueiro i sur., 2002). Zastoj rasta fetusa u maternici je
jedna od veoma vaznih posljedica nedostatka cinka tijekom trudnoce ¢ime se mogu povecati
mogucnosti za obolijevanja i smrtnost novorodenog djeteta. Teratogeni ucinci cinka zbog
pomanjkanja cinka u prehrani tijekom graviditeta su nadeni u brojnim vrstama pokusnih
zivotinja ukljucujuéi miseve, Stakore, ovce, kokosi 1 Zabe (Keen, 1996; Falchuk i Montorzi,
2001). Istrazivanja na pokusnim Stakorima su pokazala da prehrana deficijentna cinkom
tijekom skotnosti dovodi do poremecaja razvoja unutrasnjih organa. Posljedice pomanjkanja
cinka na razvoj nastaju na dva nacina: 1) istraZivanja na Stakorima in vivo su pokazala da
nakon akutnog nedostatka cinka u prehrani koncentracija cinka u serumu Stakorice pada i ne
moze zadovoljiti potrebe ploda; 2) istrazivanja in vivo i in vitro su pokazala da promjene u

koncentraciji cinka brzo dovode do promjena u metabolizmu stanice ukljucujuci porast
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oksidacijskog stresa, pomaka u redoks stanju, povecanog DNA vezanja aktivator proteina-1
(AP-1), smanjene aktivnosti vezanja nuklearnog faktora-xB (NF-«kB), poremecéene funkcije
mitohondrija i konacno do apoptoze stanice (Oteiza 1 sur., 2000; Duffy 1 sur., 2001).
Nedostatak cinka u djece se danas javlja sve ¢esS¢e, pogotovo u zemljama u razvoju gdje je
dostupnost cinka prehranom manja $to uzrokuje brojne ozbiljne posljedice ukljucujuéi zastoj
u rastu, porast incidencije zaraznih bolesti i kognitivne poremecaje (Salgueiro i sur., 2002).

Medudjelovanja kadmija 1 cinka su rezultat kemijske slicnosti tih dvaju metala 1
moguca su na ovim razinama: apsorpcija u crijevu, raspodjela u organizmu, odstranjivanje iz
tijela 1 u raznim bioloskim ulogama cinka. Oba metala pripadaju istoj skupini u periodnom
sustavu elemenata i imaju jednaki elektronski naboj. U bioloskim sustavima prilikom vezanja
na makromolekule kadmij i cink reagiraju s donorima S-, O- i N- te se vezu s jednakim
proteinima, albouminom u krvi i MT u raznim tkivima. lako oba metala imaju visoki afinitet za
vezanje na proteine i enzime koji sadrze sulfhidrilne skupine, kadmij ima veci afinitet za
vezanje na S-ligande i N-donore u odnosu na cink zbog ¢ega kadmij moze zamijeniti cink u
mnogim biolo§kim procesima (Brzéska i Moniuszko-Jakoniuk, 2001). Kako je ve¢ spomenuto
naprijed, medudjelovanja kadmija i cinka su povezana s MT, koji moze vezati najvise cinka
od svih proteina u viSih eukariota. Cink i kadmij poti€u sintezu MT regulacijom
transkripcijskog faktora MTF-1 (Martelli i sur., 2006). Kadmij jace poti¢e sintezu MT i ima
veci afinitet za vezanje na MT od cinka (Klaasen 1 sur., 1999). Osim toga, vrijeme bioloSkog
poluzivota Cd-MT in vivo je dulje u odnosu na Zn-MT. Poticanjem sinteze MT kadmij moze
remetiti metabolizam cinka na crijevnoj 1 tkivnoj razini. Kadmij moZe uzrokovati oksidacijski
stres u stanici vezanjem na mjesta vezanja cinka ili bakra u antioksidacijskim
metaloenzimima poput Cu/Zn SOD 1/ili katalaze (CAT) §to dovodi do inhibicije tih enzima i
povetanog nastajanja reaktivnih kisikovih spojeva (reactive oxygen species, ROS)
(Bhattacharyya i sur., 2000).

Na razini zelucanocrijevne apsorpcije medudjelovanje kadmija i cinka nastaje zbog
visokog afiniteta obaju metala za MT u crijevima §to ukljucuje poticanje sinteze MT kao 1
natjecanje kadmija i cinka za vezanje na MT. Tako, s jedne strane, kadmij ometa apsorpciju
cinka, a s druge strane, cink unesen hranom utjeCe na apsorpciju kadmija. Istrazivanja na
pokusnim Stakorima su pokazala da suplementacija cinkom u hrani u uvjetima peroralne
1zlozenosti kadmiju povecava koncentraciju MT u crijevima i da je zbog vezanja kadmija na
MT smanjen prijenos kadmija iz crijeva do jetre. Zamjenjujuéi cink, kadmij remeti

apsorpciju, razdiobu i prijenos cinka do stanica i moze inhibirati njegove fizioloske uloge na
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brojnim razinama S§to moze imati ozbiljne posljedice za zdravlje (Ohta i Cherian, 1991;
Brzoska i Moniuszko-Jakoniuk, 2001).

Mehanizam medudjelovanja kadmija i1 cinka u posteljici nije do kraja razjasnjen, ali
nekoliko istrazivanja upucuje na mogucénost da nakupljanje kadmija u posteljici potice sintezu
MT koji bi mogao utjecati na povec¢ano zadrzavanje ne samo kadmija ve¢ i cinka u posteljici
¢ime se remeti prijenos cinka do fetusa (Goyer, 1995; Torreblanca i sur., 1992; Ronco i sur.,
2006; Sorkun 1 sur., 2007). Istrazivanja provedena na posteljicama zena koje su pusile tijekom
trudnoce pokazuju povecane koli¢ine kadmija, MT 1 cinka u tkivu posteljice (Kippler i sur.,
2010; Stasenko i sur., 2010). S obzirom na to da nije uo¢ena povezanost izmedu cinka i MT
kao ni kadmija i cinka u posteljici, Kippler i suradnici (2010) su pretpostavili da povecana
ekspresija MT nije razlogom smanjenog prijenosa cinka do fetusa. Potrebna su daljnja
istrazivanja kako bi se rasvijetlilo medudjelovanje kadmija i cinka u posteljici, jer se najveci
dio kadmija zadrzava u posteljicnom tkivu dok cink i drugi nutrijenti prolaze do fetusa i u

uvjetima izlozenosti budu¢e majke kadmiju.

34



1.4.3. Bakar, Zeljezo i kadmij

Bakar je esencijalan mikronutrijent i kljucan dio brojnih enzima preko kojih sudjeluje u
bioloSkim procesima ukljucujué¢i stani¢no disanje preko citokrom C oksidaze,
antioksidacijsku obranu preko Cu/Zn SOD, stvaranje vezivnog tkiva preko lizil oksidaze i
povezanih proteina, biosintezu neurotransmitera dopamin beta hidroksilaze, dozrijevanje
peptidnih  hormona peptidnim a-amidirajuéim enzimom, pigmentaciju tirozinazom,
povezivanje keratina sulfhidril oksidazom te homeostazu zeljeza ceruloplazminom i
hefestinom (WHO, 1998; ATSDR, 2004). Bakar moze biti ukljucen i u procese mijelinizacije,
reguliranje cirkadijurnog ritma, koagulacije, angiogeneze i metabolizma sfingolipida (u:
Ellingsen i sur., 2007). Metabolizam bakra se mijenja tijekom upalnih procesa, infekcija i
malignih stanja i bolesti. Tijekom upale i infekcija razine bakra i ceruloplazmina u serumu
porastu, a razine ceruloplazmina pozitivno koreliraju sa stupnjem razvoja malignoma. Bakar
je kljuc€an i za uspjesne imunosne odgovore (u: Arredondo i Nufiez, 2005).

Preporuceni unos bakra u odraslog covjeka iznosi 0,9 mg na dan ili 0,013 mg Cu/kg
tjelesne mase na dan $to se tijekom trudnocée poveéava na 1,0 mg i tijekom dojenja na 1,3 mg
na dan. Vecina bakra se unosi u organizam prehranom i njegov unos ovisi o prehrambenim
navikama 1 koli¢ini u hrani koja se konzumira. Vodom za pice se unosi 6 do 13% bakra, no
moze znatno pridonijeti svakodnevnom unosu bakra ako su upotrijebljene bakrene cijevi
(Gaetke 1 Chow, 2003). Jestive iznutrice (jetra i bubrezi) sadrze najvise razine bakra, a ostali
izvori bakra u hrani jesu ribe, voce, Zitarice, oraSasti plodovi i zeleno povrée (pr. grasak).
Nesto niZe razine bakra se nalaze u mesu dok mlijecni proizvodi i mlijeko sadrZe niske
koli¢ine bakra (ATSDR, 2004).

Koli¢ine bakra u organizmu su rezultat ravnoteze izmedu apsorpcije 1 izlucivanja
bakra (Linder i Hazegh-Azam, 1996). Apsorpcija bakra u organizmu ovisi 0 brojnim
¢imbenicima ukljucujuci unesene koli¢ine, kemijski oblik bakra i prisutnosti drugih elemenata
u prehrani kao $to je cink. IstraZivanja na pokusnim Zzivotinjama su pokazala da visoki
peroralni unos cinka moze potaknuti sintezu MT u crijevima. Zbog veéeg afiniteta za MT od
cinka, bakar ¢e se vezati za MT u enterocitima nakon ¢ega dolazi do odumiranja stanica i
izlu€ivanja bakra stolicom. Takav mehanizam medudjelovanja bakra i cinka je naden samo pri
unosu veoma velikih koli¢ina cinka (u: Ellingsen 1 sur., 2007). Proteini Zivotinjskog
podrijetla, aminokiseline, fitati, vlakna, askorbinska kiselina 1 ugljikohidrati takoder utjecu na
zelucanocrijevnu apsorpciju bakra (WHO, 1998). Oko 30 do 50% bakra unesenog prehranom

u sisavaca apsorbira se u tankom crijevu dok se mala koli¢ina apsorbira ve¢ u zelucu.

35



Jo§ uvijek nisu do kraja razjaSnjeni mehanizmi apsorpcije bakra u enterocite pomocu
prijenosnika za bakar Ctrl i DMT1 (Gaetke i Chow, 2003; Ellingsen i sur., 2007). U
istrazivanju na ljudskim stanicama raka debelog crijeva Caco-2 je pokazano da bakar inhibira
unos zeljeza i obrnuto (Arredondo 1 sur., 2003). Nakon §to se zadovolje nutritivne potrebe za
bakrom, nagomilavanje bakra se moze sprijeciti pomoc¢u nekoliko mehanizama. Visak bakra
apsorbiran u stanicama zeluc¢anocrijevnog sustava inducira sintezu i veze se na MT. Nakon
odumiranja stanica, bakar vezan za MT u crijevima se prenosi u jetru, otpusta u Zuc¢, prenosi u
crijeva 1 izlucuje stolicom. U normalnim fizioloskim uvjetima oko 98% bakra se izlucuje
stolicom, a ostalih 2% mokracom. U slucajevima kada je reapsorpcija u bubreznim
kanali¢ima poremecena, kao $to je slucaj u Wilsonovoj bolesti, bubrezna filtracija ima vazniju
ulogu u izluc¢ivanju bakra od prije opisane (Linder i Hazegh-Azam, 1996; ATSDR, 2004,
Ellingsen i sur., 2007). Bakar je prisutan u svim organima odraslih osoba najvise u jetri (3 do
10 pg/g), mozgu (4 do 6 pg/g), srcu (3 do 4 ng/g) i bubregu (1,5 do 4,7 pg/g). Kolic¢ine bakra
u jetri novorodencadi su najvise nedugo nakon rodenja i viSe 5 do 10 puta nego u odraslih
osoba. Posebno visoke koli¢ine bakra u jetri nadene su u osoba s kroni¢nim jetrenim
bolestima. U posteljici su nadene koli¢ine bakra oko 5 pg /g svjeZe mase tkiva (u: Ellingsen 1
sur., 2007).

Nedostatak bakra u organizmu odraslih je rijedak, ali su brojni sluc¢ajevi nedostatka
bakra uoceni u dojencadi i djece. Kao sastojak ceruloplazmina, bakar sudjeluje u oksidaciji
fero u feri oblik Zeljeza prije njegovog vezanja na transferin. Odsutnost ceruloplazmina nema
ozbiljne posljedice na metabolizam bakra, ali dovodi do $tetnog nagomilavanja zeljeza u jetri
1 drugim parenhimnim organima. MozZe do¢i 1 do razvoja mikrocitne hipokromne anemije
jednako kao 1 pri nedostatku Zeljeza. Refrakterna anemija je u zdravih osoba inace najcesca
posljedica nedostatka bakra i povezana je s fero-oksidaznom aktivno$¢u ceruloplazmina u
makrofazima retikuloendotelnog sustava. Do anemije uzrokovane nedostatkom bakra moZe
do¢i 1 u slucaju dugotrajnog lijecenja preparatima koji sadrze cink zbog medudjelovanja svih
triju tri mikronutrijenta, bakra, cinka i Zeljeza (u: Ellingsen i sur., 2007). Osim navedenih,
moguce posljedice nedostatka bakra u organizmu su i poremecaji u kostima nadeni u male
djece rodene s niskom porodajnom masom, povecane moguénosti za razvoj infekcija,
povecane koncentracije kolesterola 1 proteina male molekulske mase, promijenjen sréani
ritam, zastoj u rastu djece i hipopigmentacija kose (WHO, 1998).

Opisane moguce Stetne posljedice pokazuju da je metabolizam bakra usko povezan s
metabolizmom Zeljeza. Bakar je klju€an za apsorpciju i iskoristivost Zeljeza te za nastajanje

hemoglobina ¢ime sprjeCava pomanjkanje zeljeza i1 nekoliko vrsta anemija. U posljednjem
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koraku u biosintetskom putu hema u citosolu eritroblasta, Zeljezo se prenosi do mitohondrija,
gdje se ugraduje u protoporfirin iz kojega nastaje hem. Ta reakcija je katalizirana hem
sintetazom u mitohondriju kojoj je supstrat oksidirani feri oblik vezan za transferin, pri cemu
je potreban enzim citokrom ¢ oksidaza koja sadrzi bakar i donira elektrone izravno na feri
zeljezo. U mitohondrijima koji ne sadrze citokrom c¢ oksidazu je smanjena sinteza hema.
Osim nedostatka citokrom c oksidaze, nedostatak ceruloplazmina takoder moze utjecati na
metabolizam Zeljeza u smislu smanjenog prijenosa zeljeza od retikuloendotelnih stanica do
transferina te od stanica parenhima jetre do transferina. IstraZzivanja provedena na pokusnim
zivotinjama koje su imale nedovoljne koli¢ine bakra su pokazala da niske vrijednosti krvnih
pokazatelja mogu biti uzrokovane nedostatkom ceruloplazmina i citokrom c oksidaze. Osim
nedostatka bakra, i viSak bakra moze poremetiti metabolizam Zeljeza, ali u manjoj mjeri
(Williams i sur., 1976; Ramirez-Cardenas i sur., 2005).

Povezanost metabolizma bakra i zeljeza je takoder veoma vazna tijekom graviditeta.
Andersen 1 suradnici (2007) su pokazali da je prehrana osiromasena bakrom u pokusnih
skotnih Stakorica utjecala na koli¢ine Zeljeza u majcinoj jetri 1 fetusu kao i na povecanu
ekspresiju prijenosnika Zeljeza, Tf receptora i DMTI, dok je ekspresija FPN1 bila
nepromijenjena. Nije bilo ucinka na ekspresiju mRNA prijenosnika za bakar u posteljici
Stakorica hranjenih hranom s nedovoljnom koli¢inom bakra. Ti su nalazi u sukladnosti s
rezultatima prijaSnjeg istrazivanja iste skupine autora u kojem je nedostatak zeljeza u prehrani
majke na jednaki nacin utjecao na ekspresiju prijenosnika Zeljeza (Gambling i sur., 2001).

Nedostatak bakra moze Stetno utjecati na ishod trudnoce, razvoj fetusa 1 na rast 1
zdravlje novorodenog djeteta. Posljedice nedostatka bakra u trudnoci ovise o stupnju njegove
deficijencije. Veliki nedostatak bakra u trudno¢i moze dovesti do rane smrti embrija 1 teskih
oblika malformacije fetusa, dok manji nedostatak bakra moZe ugroziti prezivljavanje
novorodencadi odnosno utjecati na porodajnu masu. Nedostatak bakra u prenatalnom
razdoblju moze uzrokovati malformacije ploda, poremecaje u funkcijama pluca 1
neurokemijskim procesima te smanjene razine noradrenalina i porast razina dopamina u
odredenim podrucjima mozga. IstraZzivanja na pokusnim glodavcima su takoder pokazala da
nedostatak bakra u ranom postnatalnom razdoblju moze uzrokovati poremecaje u razvoju
ukljucujuéi strukturne promjene srca i imunosne poremecaje u domacih 1 laboratorijskih
zivotinja. Nedostatak bakra u postnatalnom razdoblju moze uzrokovati nedostatak zeljeza i
utjecati na funkcije Stitnjace §to moze dovesti do funkcionalnih ispada senzomotornih
aktivnosti. Osim kratkotrajnih posljedica na ishod graviditeta, u pokusnih Zivotinja postoje

dokazi i o dugotrajnim posljedicama nedostatka bakra koji uklju¢uju poremecaje motorike i
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ponasanja. Poremecaji u razvoju embrija, fetusa i djeteta nakon rodenja nastaju kao izravna
posljedica nedostatka bakra tijekom razvoja ploda in utero (u: Gambling i sur., 2011).
Izlozenost poviSenim razinama bakra moze Stetno utjecati na zdravlje 1 uzrokovati
oStecenja jetre 1 bubrega, smanjenu razinu zeljeza, imunotoksi¢nost 1 imati Stetne posljedice
na rast i razvoj. Vecina tih ucinaka nastaje zbog oksidacijskog oste¢enja stanicnih membrana i
makromolekula u kojima se bakar moze vezati na sulfhidrilne skupine u nekoliko enzima,
ukljucujuéi glukoza-6-fosfatazu i1 glutation reduktazu. Na taj se nain moze ometati zastita
stanica od oStecenja slobodnim radikalima. NajceS¢e posljedice Stetnih ucinaka bakra na
zdravlje jesu zelucanocrijevni znakovi muc¢nina, povracanje i/ili bol u trbuhu, koji se javljaju
ubrzo nakon konzumiranja vece koli¢ine bakra iz otopine bakrenog sulfata, iz pi¢a koja su
¢uvana u limenkama koje sadrze bakar ili vodom koja je odstajala u bakrenim cijevima. Ti
poremecaji ne traju dugo i1 nisu povezani s ostalim ucincima na zdravlje. Istrazivanja na
pokusnim zivotinjama su takoder pokazala Zeluanocrijevne poremecaje nakon konzumiranja
bakrenog sulfata krmivom, a moze do¢i i do iritacija sluznica disnog sustava (ATSDR, 2004).
Rijetki genetski poremecaji metabolizma bakra u ljudi jesu Wilsonova i Menkesova
bolest. U osoba koje imaju Wilsonovu bolest je smanjeno izlu¢ivanje bakra u Zuci §to ima za
posljedicu nagomilavanje bakra u jetri, bubrezima i mozgu. Do te bolesti dolazi zbog mutacije
na ATP7B genu ¢ija je najveéa ekspresija nadena u jetri i bubrezima i ne$to manja u plu¢ima i
posteljici. Gen ATP7B je takoder ukljuen u stvaranje proteina koji regulira normalan
cirkadijurni ritam, pa zbog toga ti bolesnici mogu imati i smetnje spavanja. U osoba oboljelih
od Menkesove bolesti postoji deficijencija bakra u organizmu. Radi se o genetskom
poremecaju u metabolizmu bakra s poteSko¢ama u apsorpciji bakra unesenog hranom 1
ozbiljnim poremecajima u medustani¢nom prijenosu bakra. Javlja se u djece muskog spola
zbog poremecaja na X kromosomu s mutacijom na genu ATP7A, ¢ija ekspresija je nadena u
svim tkivima 1 organima osim u jetri. Bakar se ne moZe prenijeti do vaZnih enzima Sto
rezultira fenotipom s nedostatkom bakra, pa djeca rodena s tim poremecajem umiru prije trece
godine Zivota. Karakteristicna su progresivna neuroloska oStecenja, poremecaji u vezivhom
tkivu 1 neobi¢no kruta kosa. Dolazi do nakupljanja bakra u tkivima, osim u jetri i mozgu, §to
potice nastajanje velikih koli¢ina MT (DiDonato i Sarkar, 2000; Ellingsen i sur., 2007).
Mehanizmi prijenosa bakra kroz posteljicu nisu do kraja razjasnjeni, a dosadasnja
saznanja su shematski prikazana na slici 2 (McArdle i sur., 2008). Poznato je da bakar iz
majc¢inog Krvotoka ulazi u posteljicu nakon vezanja na prijenosnik za bakar Ctrl. Dokazana je
ekspresija Ctrl prijenosnika u posteljici kao i da je taj prijenosnik nuzan za rast i razvoj

embrija (Lee i sur., 2001). Pretpostavlja se da se nakon ulaska u posteljicu bakar prenosi na
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slican nacin kao i u drugim tkivima i veZe na prateci protein (chaperon), vjerojatno ATOX1,
koji ga prenosi do jedne od dvije bakrove ATP-aze Cija je ekspresija nadena u posteljici.
Nakon vezanja na ATP7A, poznatom i pod nazivom Menkesov protein, ili ATP7B, Wilsonov
protein, bakar prolazi kroz stanicne membrane trofoblasta i ulazi u krvotok fetusa na nacin

koji jo$ uvijek nije poznat (McArdle i sur., 2008).

Maika

Slika 2. Shematski prikaz prijenosa bakra kroz ljudsku i Stakorsku posteljicu (preuzeto iz:
McArdle i sur., 2008)

Hardman i suradnici (2004) su istrazivali ekspresiju 1 lokalizaciju ATP7A 1 ATP7B u ljudskoj
posteljici 1 pokazali su da se ATP7A nalazi u razli¢itim stanicama, dok je ATP7B naden samo
u sinciciotrofoblastu. Razine tih proteina se ne mijenjaju tijekom trudnoce, pa se povecani
unos bakra pri kraju graviditeta moze povezati s promjenom njihove lokacije u posteljici. U
istrazivanjima na stanicama trofoblasta, isti autori su pokazali da se ATP7A nalazi na
bazolateralnoj membrani i da prenosi bakar iz posteljice do fetusa, dok u slucaju viska
ATP7B prenosi bakar natrag u maj¢in krvotok (Hardman 1 sur., 2007).

Metali kadmij, cink 1 bakar su povezani razli¢itim medudjelovanjima koja su sva
povezana s MT (Carmichael i sur., 1982). To je detaljno opisano u povezanosti s rezultatima

ovog istrazivanja u dijelu Rasprava.
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1.5. Stvaranje spolnih hormona u steroidogenim organima i kadmij

1.5.1. Razvoj i struktura posteljice

Posteljica je privremeni organ u sisavaca (plodvasa ili Placentalia), uklju¢ujuéi ljude. Ima
brojne funkcije koje se mijenjaju tijekom graviditeta i ¢ine poveznicu izmedu majke i fetusa s
kojima tvori jedinstvenu maternalno-postelji¢no-fetalnu funkcionalnu jedinicu. Nakon
oplodnje i nastanka blastociste dolazi do razvoja posteljice na mjestu implantacije blastociste
u sluznicu maternice (endometrij). Posteljica se razvija na mjestu razgrani¢enja trofoblasta
(vanjskog sloja stanica u blastocisti) kao embrionalno-fetalnog dijela i sluznice maternice kao
majcinog dijela, koji se zove decidua i odljusti nakon porodaja. Trofoblast poslije tijekom
razvoja posteljice zamijeni vanjska embrionalna ovojnica tzv. korion, koja predstavlja fetalnu
stranu posteljice i koja je u neposrednom dodiru s maternicom. U ljudi se implantacija i
nastanak posteljice u naj¢es¢oj jednoplodnoj trudnoé¢i dogadaju na jednom mjestu u maternici,
a u glodavaca u dva roga maternice. Posteljice ljudi i glodavaca (pokusnih Stakora) su
korioalantoisnog tipa zbog opskrbe koriona krvlju iz krvnih Zila alantoisa. U ljudi je posteljica
potpuno razvijena izmedu 10. 1 13. tjedna trudnoce, a u Stakora i miSeva do 12. dana skotnosti
(Duanci¢, 1972; Furukawa i sur., 2011). Funkcije posteljice prije njezinog stvaranja u Stakora
obavlja zumanjcana vreca. Posteljica Stakora je, slicno kao i u ljudi, hemokorijalnog tipa Sto
zna¢i da su stanice trofoblasta u izravnom dodiru s maj¢inom krvlju. Sustav fetalnih 1
maj¢inith krvnih prostora (lakuna) oblikuje dva odvojena krvotoka razdvojena posteljicnom
membranom (trofoblastom). Prema broju slojeva trofoblasta hemokorijalne posteljice mogu
biti hemomonokorijalne (u ljudi), hemodikorijalne 1 hemotrikorijalne (u Stakora i miseva). U
Stakora je vanjski sloj trofoblasta uronjen izravno u majcin optok krvi dok su unutarnja dva
sloja sincicijska. U hemomonokorijalnim posteljicama, kao Sto je ljudska, korionske se resice
tijekom prvog tromjesecja sastoje od unutarnjeg sloja (citotrofoblasta) 1 povrSinskog sloja
(sinciciotrofoblasta ili sincicija). Kako trudnoc¢a napreduje, nestaje unutarnji sloj, a povrsinski
sloj postepeno gubi funkciju i prelazi u homogenu masu i zbog toga se takva posteljica naziva
hemomonokorijalnom posteljicom (Furukawa i sur., 2011; Serman i Serman, 2011).
Stakorska posteljica ima oblik diska i moZe se podijeliti na fetalni i majéinski dio.
Fetalni dio posteljice se sastoji od zone labirinta i bazalne zone. U zoni labirinta su krvi majke
i fetusa blizu i na tom sucelju se odvija maternalno-fetalna razmjena svih hranjivih i otpadnih
tvari. Kako skotnost napreduje, zona labirinta zauzima sve veci dio posteljice. U bazalnoj zoni

se nalaze kanali¢i koji odvode maj¢inu krv iz posteljice 1 u toj zoni fetalne kapilare nisu
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prisutne. Maj¢in dio posteljice se sastoji od decidue i endometrija. Decidua je epitelni dio
maternice ili endometrija u koji se ugnijezdila blastocista. Moze stvarati razli¢ite hormone,
citokine, hormon rasta i imunomodulatorne molekule uklju¢ene u pronalazenje specifi¢nih
imunosnih stanica i rast posteljice. Fetalne membrane koje okruzuju fetus Stakora su amnion i
Zumanjcana vre¢a. Amnion je unutra§nja membrana ispunjena amnionskom teku¢inom unutar
koje se nalazi i pluta fetus tijekom kasne skotnosti i koja §titi fetus od ozljeda. Zumanjéana
vreca Stakora se sastoji od dva dijela, visceralne ZumanjCane vrece koja okruzuje embrio s
amnionom 1 parijetalne ZumanjCane vrece nasuprot koriona. Sredinom skotnosti parijetalna
Zumanjcana vreca puca, a visceralna Zumanj¢ana vreca ostaje izloZena unutrasnjosti maternice
i naziva se reverznom zumanjcanom vre¢om (u: Furukawa i sur., 2011).

Zbog odredenih sli¢nosti u gradi ljudske i1 Stakorske posteljice kao i1 fazama ranog
razvoja posteljice, Stakorska posteljica moze posluziti kao koristan model u istrazivanjima
razvojne i reproduktivne toksi¢nosti kemijskih tvari i lijekova (Beck, 1981; de Rijk i sur.,
2002; Furukawa i sur., 2011; Serman i Serman, 2011). Pri tome se trebaju imati na umu ove
razlike izmedu ljudske 1 Stakorske posteljice: 1) omjer embrionalnog/fetalnog razdoblja je u
Stakora 3/1, a u ljudi 1/4; 2) vrsta implantacije je u Stakora ekscentricna, a u ljudi
intersticijska; 3) uloga zumanjcane vrece koja u Stakora obavlja posebne funkcije tijekom
cijele skotnosti, dok u ljudi predstavlja privremeni organ vazan tijekom organogeneze i
nestaje koncem prvog tromjesecja trudnoce; 4) struktura posteljice i sinteza steroidnih

hormona (Furukawa i sur., 2011).
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1.5.2. Steroidogeneza u ljudi i Stakora tijekom trudnoée odnosno skotnosti

Izmedu brojnih vaznih funkcija koje ima tijekom graviditeta posteljica je aktivan steroidogeni
organ koji odrzava razinu steroidnih hormona nuznih za odrzavanje trudnoce, razvoj fetusa i
ro¢ni porodaj zdravog novorodenceta (Solomon, 1988; Piasek i sur., 2007; Miller i Auchus,
2011). U ljudskom posteljicnom sinciciotrofoblastu odvijaju se sinteza progesterona iz
kolesterola preko pregnenolona i sinteza estrogena nakon pretvorbe androgena (muskih
spolnih hormona) u nadbubreznoj zlijezdi fetusa. Sinteza progesterona u ljudskoj posteljici
zapocinje nakon tzv. lutealno-placentalnog pomaka izmedu sedmog i devetog tjedna trudnoce
do porodaja i u tom se razdoblju ne odvija sinteza progesterona u Zutom tijelu jajnika. Razina
potrebnog progesterona tijekom trudnoce se odrzava jedino i isklju¢ivo njegovim stvaranjem
u posteljici. Progesteron je nuzan tijekom trudnoe u pripremi maternice za implantaciju,
sprjeCavanju kontrakcija maternice do porodaja i opéenito ima ulogu u odrzavanje trudnocée
do porodaja u roku. Sinteza progesterona u posteljici jednako kao i u jajnicima izvan trudnoce
ovisi 0 dostupnosti lipoproteina niske gustoce (LDL) iz krvotoka majke i medustani¢noj
hidrolizi kolesterol estera u slobodni kolesterol. U sinciciotrofoblastu se jednako kao i u
jajnicima izvan trudnoce i u nadbubreznoj zlijezdi kolesterol pretvara u pregnenolon pomocu
enzima iz obitelji citokroma koji odcjepljuje bo¢ni lanac u kolesterolu tzv. CYP11A (ili
P450scc prema starom nazivlju). Nakon sinteze pregnenolona moze do¢i do pretvorbe
pregnenolona u progesteron pomocu enzima 3B-hidroksisteroidne dehidrogenaze (3HSD) u
posteljici ili do 17a-hidroksilacije pregnenolona u 17a-hidroksipregnenolon pomoc¢u enzima
17a-hidroksilaze/17,20-liaze (CYP17 ili P450c17) u nadbubreznoj Zlijezdi fetusa. U fetalnoj
nadbubreznoj Zlijezdi se 17a-hidroksipregnenolon pretvara u dehidroepiandrosteron (DHEA)
pomoc¢u CYP17 enzima 1 u fetalnoj jetri dehidroepiandrosteron sulfat (DHEAS). U posteljici
djelovanjem steroidnih sulfataza, enzima 3BHSD, 17HSD i1 CYP19 (P450aromataze) iz
DHEA kao supstrata nastaje estradiol. Na taj su nacin u steroidogenezi, narocito u stvaranju
estrogena u posteljici tijekom trudnoce, ukljucena sva tri segmenta funkcionalne maternalno-
placentalno-fetalne jedinice. Tijekom steroidogeneze u trudnoci, zbog nedostatka CYP17
enzima u posteljici, dio pretvorbe do DHEA se dogada u fetusu. To medutim nije slucaj u
posteljici Stakora gdje je nadena ekspresija CYP17 enzima i1 zato se u njoj stvaraju i
progesteron, i testosteron (Payne i Hales, 2004; Goodman, 2009; Sanderson, 2009; Miller i
Auchus; 2011).

Jos§ je nekoliko razlika u steroidogenezi tijekom graviditeta u zena i Stakorica. Dok je u

ljudskoj posteljici ekspresija enzima CYP11A nadena u stanicama sinciciotrofoblasta, u
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posteljici Stakorica je CYP11A enzim izrazen u gigantskim stanicama trofoblasta sredinom
skotnosti. Tijekom trudnoce glavno mjesto ekspresije CYP19 enzima je posteljica pa se zato u
njoj stvaraju estrogeni, dok u posteljici Stakora nije nadena ekspresija tog enzima tijekom
skotnosti i on postoji u zutim tijelima jajnika Stakorice u kojima se zbog toga sinteza
estrogena odvija tijekom cijelog trajanja skotnosti. U prvom dijelu skotnosti, steroidogeneza u
Zutim tijelima je stimulirana prolaktinom i luteiniziraju¢im hormonom (LH) koje izlucuje
hipofiza, a estradiol se sintetizira iz androgenog prekursora koji nastaje u jajnicima. Sredinom
skotnosti, zbog smanjenja aktivnosti prolaktina i LH Stakorska posteljica poCinje sintetizirati
androgene koji su supstrati/prekursori za povecanu sintezu estradiola u jajnicima. Zbog toga
su u Stakorica za razliku od Zena tijekom skotnosti, uz posteljicu, u sintezu progesterona i
estradiola ukljuceni i Zuta tijela u jajnicima i hipofiza (Payne i Hales, 2004).

ulogu u odrzavanju funkcije zutih tijela u drugom dijelu skotnosti. Tada dolazi do pomaka pri
¢emu iz pregnenolona, umjesto progesterona, nastaje androgen koji postaje glavni supstrat
sinteze estrogena u jajnicima. lako je od 12. do 16. dana skotnosti pokazana 2 do 4 puta veca
sinteza androstendiona u odnosu na testosteron, sinteza testosterona u zadnjem dijelu
skotnosti raste u odnosu na androstendion i najvecéa je 18. dana skotnosti (3 do 5 dana prije
okocenja). U drugom dijelu skotnosti u zutim tijelima jajnika dolazi do sinteze estrogena iz
posteljicnih androgena (androstendiona i testosterona) koji imaju vaznu ulogu u odrzavanju
funkcije jajnika u tom razdoblju skotnosti. lako nisu sasvim poznati mehanizmi regulacije
sinteze testosterona u posteljici, a istrazivanja su pokazala da to nije ovisno o hipofizi i broju
posteljica, za sintezu testosterona u jajnicima je dokazana vazna uloga posteljice koja
osigurava supstrat — androgene za sintezu estrogena u zutim tijelima jajnika (Matt i

Macdonald, 1984; Jackson i Albrecht, 1985; Sridaran i Gibori, 1987).
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1.5.3. U¢inci kadmija na sintezu steroidnih hormona u posteljici i spolnim Zlijezdama

Ucinci kadmija na steroidogene organe, gonade i posteljicu, uvelike ovise o bioloskoj vrsti i
soju, dobi, spolu, fizioloSkom 1 patoloSkom stanju te razini izlozenosti i vrsti prehrane (Piasek
I Laskey, 1994; Henson i Chedrese, 2004; Chedrese i sur., 2006; lavicoli, 2009; Henson i sur.,
2010).

Zbog vaznosti 1 odrzavanja optimalnih razina steroidnih hormona u posteljici, bilo
kakve promjene u njihovoj biosintezi mogu imati Stetne ucinke na sveukupnu steroidogenezu
koja se tijekom skotnosti Stakorice odvija u posteljici 1 Zutim tijelima jajnika. Istrazivanja koja
su zapocela devedesetih godina proSloga stoljeCa o steroidogenezi u ljudima te su
nadopunjavana istrazivanjima in vivo i in vitro na ljudima i pokusnim modelima zivotinja,
ukljucujuéi Stakore, su pokazala da kadmij moZze djelovati i kao kemijska tvar sa svojstvima
izazivanja endokrine disrupcije (ED) zenske reprodukcije. U svojim djelovanjima, kemijske
tvari sa svojstvima ED, mogu medudjelovati pri, u pravilu, niskim razinama izloZenosti, s
endogeno stvorenim hormonima i tako oponaSati (imitirati), pojacavati 1/ili inhibirati
djelovanja hormona u tijelu te imati $tetne u¢inke na reproduktivne i druge funkcije u brojnim
zivotinjskim vrstama, ukljucujuéi sisavce 1 ljude. Zbog toga se metali, ukljucujuci i kadmij,
koji imaju svojstva endokrinih  disruptora Cesto nazivaju ksenoestrogenima,
metaloestrogenima ili okolisnim estrogenima odnosno opcenito metalnim endokrinim
disruptorima (Johnson i sur., 2003; Henson i sur., 2010).

Ucinci kadmija na smanjeno stvaranje progesterona u posteljicnom trofoblastu su
pokazani u ljudskoj posteljici u istrazivanjima ex vivo (Piasek i sur., 2001; 2007) i in vitro
(Jolibois i sur., 1999a). Istrazivanja in vitro su pokazala da dolazi do inhibicije sinteze
progesterona ovisno o trajanju i primijenjenoj dozi kadmija u kulturama sinciciotrofoblasta
pri ¢emu se ne remeti nastanak postelji¢nog funkcionalno aktivnog tkiva sinciciotrofoblasta iz
citotrofoblasta, u kojemu se odvija sinteza progesterona (Henson i Chedrese, 2004; Piasek i
sur., 2007). Mehanisti¢ka istraZivanja na ljudskim posteljicama in vitro su pokazala da kadmij
inhibira produkciju progesterona djelovanjima na nekoliko mjesta: na LDL receptore
membrane steroidogene stanice i na enzime CYP11A (P450scc) i 3BHSD koji sudjeluju u
sintezi progesterona (Jolibois 1 sur., 1999a; 1999b; Kawai 1 sur., 2002). Sli¢no su rezultati
istrazivanja provedenih na Stakoricama Sprague-Dawley pokazali snizene koli€ine
progesterona u posteljicama Stakorica koje su bile izlozene kadmiju parenteralno (u potkozno
postavljenim pumpicama u dozi od 5 mg kadmija/kg tjelesne mase od 1. do 19. dana

skotnosti) 1 koje su istodobno bile hranjene krmivom sa smanjenim Zeljezom. Pri tome nije
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bilo vidljivih morfoloskih promjena u posteljicnom tkivu $to znaci da su promjene u funkciji
nastale prije Stetnih ucinaka na funkcionalno aktivne strukture steroidogenog organa -
posteljice (Piasek i sur., 2000; 2002).

Podaci iz literature upucuju da bi se izloZzenost majke kadmiju mogla povezati s
reproduktivnim razvojem i Stetnim ucdincima kadmija na buduéu plodnost potomaka. U
istrazivanju na Stakorima koji su bili peroralno izlagani subteratogenoj dozi kadmija (20
mg/kg/dan) za vrijeme intenzivne organogeneze (od 6. do 14. dana skotnosti) uocene su
malformacije kostura i organa fetusa. U zenskih je potomaka nakon okocenja primije¢eno
kasnjenje u otvaranju rodnice. Izlozenost majke kadmiju imala je ucinke i na promjene u
spolnom ponasanju potomaka obaju spolova §to su autori povezali s mogu¢im ucincima
kadmija na hipotalamsko-hipofizno-gonadalnu funkcionalnu os, odnosno s mogucéim
djelovanjem kadmija kao endokrinog disruptora (Salvatori i sur., 2004). U istrazivanju koje su
poslije toga proveli Couto-Moraes i suradnici (2010), peroralna izloZenost Stakorica kadmiju
je bila niza ili jednaka (10 ili 20 mg/kg/dan) u kasnoj skotnosti (od 18. do 21. dana skotnosti) i
do 7. dana dojenja Sto je uzrokovalo smanjenje duljine 1 teZine tek oko¢ene mladuncadi. U
daljnjem tijeku postnatalnog Zivota mladuncadi je naden smanjeni anogenitalni razmak te
zakasnjeli razvoj tijela i1 refleksa u mladunaca izlozenih viSoj dozi kadmija preko majke.
Primjena testosterona odmah nakon okocenja nije utjecala na zakasnjelo spustanje testisa i
poremecaje anogenitalnog razmaka. Autori su objasnili utjecaj izloZzenosti majke kadmiju na
pokazatelje spolnog razvoja u muskih potomaka ucincima na maskulinizaciju koja je
regulirana iz hipotalamusa. U nastavku istraZivanja su nasli promjene u spolnom ponasanju
muskih potomaka perinatalno izloZenih kadmiju pri jednakim dozama izloZenosti kada je
postnatalna primjena testosterona djelomice ublazila te u¢inke kadmija (Couto-Moraes i sur.,
2012).

Ji i suradnici (2011) su procjenjivali ucinke izlozenosti kadmiju u pokusnih miSica
tijekom Cetiri dana u razdoblju kasne skotnosti (0,5 mg CdCly/kg/dan intravenozno, od 13. do
17. dana skotnosti) na steroidogenezu musSkih potomaka. NaSli su smanjene tjelesne mase
fetusa, tjelesne duljine od glave do vrha repa i tezine testisa. Takoder su nadene smanjene
razine testosterona u serumu, smanjena ekspresija steroidogenog akutnog regulatornog
proteina (StAR) i nekoliko klju¢nih enzima potrebnih za sintezu testosterona u testisima
fetusa. U odraslim potomcima majki koje su bile izloZene kadmiju su razine testosterona u
serumu i testisima te ekspresija enzima CYP11A (P450scc) u testisima bili smanjeni. Autori

su zakljucili da se zbog zadrzavanja ve¢ine kadmija u posteljici 1 sprjeCavanja prijenosa
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kadmija do fetusa, ireverzibilna oStecenja zbog izlozenosti majke kadmiju tijekom skotnosti
ne mogu pripisati izravnim uc¢incima kadmija na testise fetusa.

Istrazivanja u proSlosti su pokazala da akutno dane visoke doze kadmija (iznad 1
mg/kg tjelesne mase) mogu uzrokovati nekrozu testisa u odraslih pokusnih glodavaca iako se
relativno mala koli¢ina kadmija nakuplja u testisima (Gun i Gould, 1970). Nakon izlozenosti
kadmiju u trajanju od nekoliko tjedana nadena je smanjena tezina testisa koji je bio atrofican i
kalcificiran (Elinder, 1986). I u pokusnih Stakorica su pri akutnim visokim dozama kadmija (1
do 6 mg/kg tjelesne mase) opisana reverzibilna vaskularna ostecenja jajnika s krvarenjima,
degeneracijom folikula i nekrozom (u: Pafizek, 1983).

Novija istrazivanja na pokusnim zivotinjama ili gonadama pokusnih Zivotinja su
pokazala da izloZenost kadmiju moZe uzrokovati reproduktivne ucinke pri nizim dozama
izloZenosti izazivanjem promjena u produkciji steroidnih hormona u jajniku i testisu i bez
izazivanja njihovih morfoloskih promjena (Laskey i sur., 1984; Piasek i Laskey, 1994; Piasek
I sur., 1999; 2002; Chedrese i sur., 2006, Takiguchi i Yoshihara, 2006). Pokazano je da
izlozenost niskim dozama kadmija ne uzrokuje atrofiju testisa ali moZze poremetiti
steroidogenezu u smislu smanjene razine testosterona u serumu (Laskey i sur., 1984).
Mehanizmi djelovanja kadmija na sintezu testosterona nisu jo§ ni do danas do kraja
razjaSnjeni. Istrazivanje Zenga i suradnika (2003) je pokazalo da kadmij moze razlicito
djelovati na produkciju testosterona ovisno o putu unosa u organizam. Kroni¢na peroralna
izloZenost kadmiju uzrokovala je poviSene razine testosterona u serumu pa su autori
pretpostavili da se mehanizmi djelovanja kadmija na sintezu testosterona u ovom slucaju
razlikuju u odnosu na mehanizme prilikom parenteralnog (potkoznog ili intraperitonealnog)
izlaganja kadmiju. Utjecaj soja na otpornost testisa na ucinke kadmija je pokazan u
istrazivanju na pokusnim miSevima gdje je divlji soj bio osjetljiv dok su mutirani sojevi bili
otporni na Stetne ucinke kadmija (Taylor i sur., 1973).

U¢inci kadmija na steroidogenezu u jajnicima in vivo su nadeni u razli¢itim fazama
estrusnog ciklusa Stakorica nakon jednokratnog potkoznog ubrizgavanja kadmija (u dozi od 3
ili 5 mg/kg tjelesne mase) na dan diestrusa ili 7. odnosno 16. dan skotnosti. OpaZeni su ucinci
na viSe mjesta u biosintetskom putu steroidnih hormona u jajniku sa smanjenim produkcijama
testosterona i estradiola u proestrusu i 8. dana skotnosti, dok je 17. dana skotnosti bila
povecana produkcija progesterona (Piasek i1 Laskey, 1994). Neposredan u¢inak kadmija na
sintezu hormona u stanicama jajnika je naden 1 in vitro pri ¢emu je kadmij najvise utjecao na
sintezu progesterona i testosterona u fazi proestrusa, manje u ranoj skotnosti, a u kasnoj

skotnosti nisu nadeni ucinci na steroidogenezu. Pri rabljenim dozama in vitro nije bilo u¢inka
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na sintezu estradiola u jajnicima (Piasek i Laskey, 1999). U istrazivanju kojeg su proveli
Zhang 1 suradnici (2008) je takoder pokazano da kadmij moze inhibirati stvaranje
progesterona i estradiola u jajniku Stakorice u razli¢itim fazama estrusnog ciklusa u uvjetima
izlaganja in vivo i in vitro.

U kulturama granuloza stanica ljudskog jajnika su nadene morfoloske promjene i
promjene u sintezi progesterona nakon 48-satne izloZenosti kadmiju in vitro (Paksy i sur.,
1997). Najniza doza kadmija od 16 uM koja je utjecala na smanjenu produkciju progesterona
je bila oko 3,5 puta veca od razine kadmija izmjerene u jajniku pusacica. Inhibicija sinteze
progesterona kadmijem nadena je i u kulturama granuloza stanica Stakorskih jajnika (Paksy i
sur., 1992; 1996).

Ucinci kadmija na neuroendokrinu regulaciju su pokazani u istraZivanjima na odraslim
Stakorima muskoga spola koja su proveli Lafuente i suradnici (2003) gdje je kadmij razlicito
djelovao na hormone hipofize. U¢inak kadmija na prolaktin i adrenokortikotropni hormon
(ACTH) ovisio je o danoj dozi. Pri niskim dozama kadmija (5 mg/l u vodi za pice) razine
prolaktina u plazmi su bile poveéane, dok su vise doze kadmija (25 i 50 mg/l) bile povezane
sa snizenjem razina prolaktina. Razine ACTH u plazmi su bile poveéane pri dozama od 5 do
50 mg Cd/l, dok su pri najvecoj dozi od 100 mg Cd/I bile nepromjenjive. U¢inci kadmija na
hormon rasta, tireotropni hormon (TSH), folikulostimuliraju¢i hormon (FSH) i LH nisu ovisili
o dozi.

Dosada3nja istraZzivanja pokazuju da kadmij moZe djelovati razli¢ito na reprodukciju
ovisno o razini izloZenosti u ljudima i pokusnim zivotinjama. Iako je pokazano da kadmij
najcesce inhibira sintezu progesterona u posteljici 1 jajnicima, nalazi istrazivanja pokazuju da
kadmij mozZe 1 stimulirati steroidogenezu u jajnicima. Pokazno je da kadmij moZe utjecati na
povecanje koncentracija progesterona u serumu Stakora (Piasek i Laskey, 1994; Paksy i sur.,
1996; Paksy i sur., 1997) i stimulirati sintezu progesterona u granuloza stanicama svinjskih
jajnika (Massanyi 1 sur., 2000; Henson 1 Chedrese, 2004; Chedrese 1 sur., 2006) i zlo¢udnim
stanicama trofoblasta (JAr stanicama koriokarcinoma) (Powlin i sur., 1997). Posebno su
zanimljivi nalazi dobiveni u istraZivanjima provedenima u kulturama granuloza stanica
svinjskih jajnika koji su pokazali da postoji dvojaki u¢inak kadmija na biosintezu steroidnih
hormona u ovisnosti 0 razini izloZenosti (dozi) kadmiju pri ¢emu su nize doze od 0,6 do 3
umol Cd stimulirale, a visoke doze od 5 pmol Cd inhibirale ekspresiju gena enzima citokrom
CYP11A (P450scc) i sintezu progesterona (Smida i sur., 2004; Henson i Chedrese, 2004;
Chedrese i sur., 2006).
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Istrazivanja provedena u uvjetima in vitro i in vivo su pokazala da kadmij moze
djelovati 1 kao metaloestrogen u razlicitim tkivima (Henson i Chedrese, 2004; Chedrese i sur.,
2006; Takiguchi i Yoshihara, 2006). Prvo istrazivanje takve vrste su proveli Garcia-Morales i
suradnici (1994) na ljudskim MCF-7 stanicama karcinoma dojki koji su pronasli da 1 pmol
kadmija oponasa ucinke estrogena inhibirajuci transkripciju gena za estrogenski receptor (ER)
i smanjujuci kolicine mRNA ER. Kadmij takoder oponasa ucinke estrogena poveéanjem
aktivacije gena za progesteronski receptor (PR). Cinjenice da se ucinci kadmija na
transkripciju i promjene u razinama mMRNA i proteina estrogenskog i progesteronskog
receptora mogu Dblokirati antiestrogenom (ICI-164384) te da drugi esencijalni metali
(primjerice cink) nisu oponasali estrogeno djelovanje, potvrduju ucinke kadmija na
transkripciju oponasanjem endogenog estrogena. Kadmij se ¢vrsto veZe na domenu za vezanje
hormona u ERa, sprjecava vezanje estradiola i aktivira ER (Stoica i sur., 2000; Martin i sur.,
2003). Istrazivanja provedena na Stakoricama su pokazala da je kadmij povecao tezinu
maternice 1 ubrzao rast i razvoj mlije¢nih Zlijezda te potaknuo raniji pocCetak puberteta
(Johnson i sur., 2003). Martin i suradnici (2002) su pokazali u istraZivanju na ljudskim
stanicama raka prostate ovisnim o hormonima da kadmij oponasa djelovanje androgena i
utjeCe na rast stanica i ekspresiju gena. Kadmij se moze vezati na domenu za vezanje
hormona na androgenom receptoru (AR) te inhibirati vezanje androgena na AR. Aktiviranje
AR kadmijem se odvija slicnim mehanizmom kao i aktiviranje ERa.

Opisana istraZivanja pokazuju da kadmij pod razli¢itim uvjetima izloZenosti moze
smanjivati ili povecavati razine endogeno stvorenih steroidnih hormona, progesterona i
estrogena (u jajniku 1 posteljici) odnosno androgena (u testisima). Vazno je istaknuti da ED
reproduktivne funkcije u pravilu nastaje pri dozama (razinama izloZenosti) pri kojima ne
dolazi do morfoloskih promjena reproduktivnih organa, pa ED, prema tome, ne slijedi
klasi¢no toksikolosko pravilo doza-reakcija odnosno da ,,doza ¢ini otrov®, ve¢ je potrebna
sama prisutnost tvari koja moze izazvati ED. U daljnjim in vivo i in vitro istrazivanjima tek
treba istraziti uvjete 1 mehanizme pod kojima kadmij mozZe djelovati kao ED zenske
reprodukcije. Pogotovo je to sve velika nepoznanica §to se ti¢e razina izloZenosti kakve su
prisutne u ljudskom okoliSu. Daljnja opsezna istraZivanja ¢e pokazati razine i uvjete
izloZenosti pri kojima moze do¢i do ED reprodukcije u Zena izazvane kadmijem 1/ili drugim
kemijskim tvarima za koje su utvrdena takva svojstva u dosadasnjim istrazivanjima ex Vivo,

in vivo i in vitro.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Ciljevi istrazivanja ovog doktorskog rada su bili procijeniti ucinke peroralne izlozenosti

kadmiju tijekom graviditeta, za §to su podaci u literaturi manjkavi ili nedostaju:

1) na razdiobu kadmija i stanje esencijalnih elemenata Zeljeza, cinka i bakra u tkivnim
odjeljcima Stakorica, krvi, jetri, bubregu i posteljici te u fetusu usporedbom izloZenih
skotnih i neskotnih Stakorica iste dobi i pod jednakim uvjetima izloZenosti;

2) na funkcije posteljice unutar maternalno-postelji¢no-fetalne funkcionalne jedinice
» u prijenosu kadmija i mikronutrijenata zZeljeza, cinka i bakra od majke do fetusa;

» u sintezi steroidnih hormona progesterona i testosterona odredivanjem njihovih

koli¢ina u posteljicnom tkivu i koncentracija u serumu majke blizu roka okocenja.

U opéem stanovniStvu hrana je najce$¢i izvor unosa nutrijenata ali 1 izlozenosti
toksicnim elementima, ukljuujué¢i toksicni metal kadmij. Apsorpcija kadmija u
Zelu€anocrijevnom sustavu sisavaca je relativno niska i u odraslih osoba iznosi 1 do 10%, dok
je u pokusnih $takora 0,3 do 3%. Dosadasnjim istrazivanjima u pokusnih misica je dokazano
da se tijekom skotnosti unos kadmija u crijevima povecava 2 do 3 puta zbog povecanih
potreba ploda za nutrijentima (pr. kalcija, zeljeza, cinka, bakra i drugih) pri ¢emu se pojac¢ano
neselektivno apsorbira i toksi¢an metal kadmij. Tijekom graviditeta kadmij se nakuplja u
postelji¢énom tkivu gdje moZe remetiti funkcije posteljice u prijenosu esencijalnih elemenata
do fetusa 1 sintezi hormona, ukljucuju¢i steroidne hormone. To sve moze imati Stetne
posljedice na odrzanje trudnoe, prezivljavanje fetusa i perinatalni rast i razvoj potomka
(Bhattacharyya i sur., 1991; WHO/EHC, 1992; Piasek i sur., 2007; ATSDR, 2012).

Ucinci kadmija kao moguceg disruptora Zenske reproduktivne funkcije u sisavaca,
ukljucujuc¢i disrupciju steroidogeneze se sve viSe istrazuju (Henson i Chedrese, 2004;
Chedrese 1 sur., 2006; Takiguchi 1 Yoshihara, 2006). Vec¢ina dosada$njih istrazivanja o
uéincima kadmija na steroidogenezu u zena odnosno u Zenki pokusnih glodavaca in vivo je
provedena u uvjetima akutne ili subkroni¢ne parenteralne izloZenosti. U takvim uvjetima
kadmij ulazi izravno u krvni optok, pri ¢emu je njegov unos visestruko veéi nego u uvjetima
zelucanocrijevne apsorpcije. To se u ljudi dogada u uvjetima profesionalne izloZenosti koja je
najcesca udisanjem kadmija, a u opéem stanovnistvu udisanjem duhanskog dima (Esteban-
Vasallo 1 sur., 2012). U pokusima na malim glodavcima parenteralna izloZenost kadmiju se
postize in Vivo ubrizgavanjem (pr. potkozno, jednokratnim ubrizgavanjem ili otpustanjem iz

potkoznih osmotskih pumpica) (Piasek i sur., 2002; 2004).
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Hipoteze ovog istrazivanja su bile ove:

e kadmij se nakuplja u unutrasnjim organima i posteljici peroralno izlozenih skotnih
Stakorica;

e kadmij se slabo prenosi kroz posteljicu do fetusa;

e koli¢ine esencijalnih mikroelemenata Zeljeza, cinka i bakra u fetusu su sniZzene zbog
nakupljanja kadmija u posteljici;

e koli¢ine posteljicnih steroidnih hormona progesterona i testosterona (kao prekursora za
sintezu estradiola u jajniku) mogu biti poremecene zbog nakupljanja kadmija u

postelji¢nom tkivu peroralno izlozenih Stakorica.

Buduéi da je hrana naj¢es¢i put unosa kadmija u opéem stanovnistvu, a u literaturi su
oskudni podaci o tjelesnoj razdiobi kadmija i esencijalnih elemenata u uvjetima izloZenosti
per os tijekom graviditeta, odnosno takvih podataka o u¢incima na steroidogenezu i u ljudi, i
u pokusnih zivotinja prakticki uopée nema, nasa istrazivanja su provedena na modelu
pokusnih §takorica in vivo u uvjetima peroralne izlozenosti kadmiju gotovo cijele skotnosti pri
dozi od 50 mg Cd/l kadmija (u obliku klorida) u tekucini za napajanje. Pri tome su $takorice
bile hranjene standardnim krmivom za male laboratorijske glodavce i imale slobodan pristup
pi¢u i hrani kako bi se imitirali uvjeti pri kojima buduée majke unose kadmij cjelokupnom
prehranom, hranom i vodom, te istodobno postoje medudjelovanja kadmija i ostalih
prehrambenih sastojaka, ukljucuju¢i esencijalne mikronutrijente koji su bili predmetom ovoga
istrazivanja. Do sada u takvim uvjetima izloZenosti kadmiju nisu istrazivani aspekti Koji su
sadrzani u ovome radu, ucinci na funkcije posteljice u prijenosu mikronutrijenata 1 sintezi

steroidnih hormona.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Pokusne Zivotinje

Pokusi su provedeni na spolno zrelim Stakoricama (soj Wistar uzgojen iz mati¢ne jezgre
HsdBrlHan u Jedinici za laboratorijske zivotinje Instituta za medicinska istrazivanja i
medicinu rada u Zagrebu). Zivotinje su tijekom pokusa drzane u nastambi za pokusne
zivotinje Jedinice za laboratorijske Zivotinje Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu
rada u Zagrebu, u kojoj su nadzirani mikroklimatski uvjeti sukladno pozitivnim zakonskim
propisima: prozracivanje s 10 do 15 izmjena svjezeg zraka za odrzavanje kakvocée unutrasnjeg
40 do 60% i odgovarajuce osvjetljenje ukljuéujuéi 12-satnu izmjenu svjetla i tame satnim
uredajem Sto je vazno za odrzavanje estrusnog ciklusa zivotinja. Tijekom cijelog trajanja
pojedinog pokusa Stakorice su imale slobodan pristup (ad libitum) tekucini za napajanje i
standardnom krmivu za pokusne miSeve i Stakore 4RF21 Complete feed for mice and rats,
Mucedola, Settimo Milanese, Italija. Sastav hrane prema izvornom certifikatu je prikazan u
tablici 1, a certifikati o ostalim izmjerenim pokazateljima u godinama kada su obavljani
pokusi su u prilozima 11 2.

Za smjestaj zivotinja tijekom pokusa upotrijebili smo dvije vrste standardnih kaveza
od prozirne (polikarbonatne) plasticne mase s poklopcima i dnima od nehrdajuceg celika za
drzanje malih pokusnih glodavaca na koje se postavljaju standardne bocCice za napajanje s
nehrdaju¢im ¢epom (Ehret, Tulln, Austrija). U kavezima se nalazila sterilizirana stelja od
drvenih strugotina. U srednjim kavezima (veli€ine 57 cm % 37 cm x 20 cm) drZane su 4
Stakorice, a u manjim kavezima (veli¢ine 26 cm x 20 cm X 14 cm) su bili smjeSteni Zenka 1
muzjak tijekom parenja odnosno drZana jedna skotna ili neskotna Zenka tijekom razdoblja
izlaganja kadmiju.

Prije pocetka pokusa su sve zivotinje izvagane 1 rasporedene nasumicno u skupine po
4 zivotinje u kavezu tako da su prosjecne teZine Zivotinja po kavezu bile podjednake. Svaka
zivotinja u kavezu je bila oznacena na repu (crnim vodootpornim markerom) s oznakama: 0,
1, 2 ili 3 crtice. Svaki je kavez 0zna¢en rednim brojem. Svaki drugi dan kavezi su zamijenjeni

¢istima uz dodavanje Ciste sterilizirane stelje od drvenih strugotina.
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Tablica 1. Sastav standardnog krmiva za laboratorijske miseve i Stakore 4RF21
Complete feed for mice and rats (Mucedola, Settimo Milanese, Italija)®

Sastav hrane: pSenica, kukuruz, preprzeni ekstrakt zrna soje, krmivo od bezglutenskih Zitarica,
pSeni¢na slama, riblje brasno, brasno lucerne, dikalcijev fosfat, kalcijev karbonat, natrijev klorid,
sirutka u prahu, sojino ulje, kvasci i kora ljesnjaka.

Energija: 3952 kcal/kg

Analiti¢ki sastav (%)  Masne kiseline (mg/kg hrane) Aminokiseline (mg/kg hrane)
Vlaga 12,0  Palmitinska kiselina 16:0 4387  Arginin 10937
Proteini 18,5 Palmitoleinska kiselina 16:1 202 Cistin 3862
Ulja i masti 3,0 Stearinska kiselina 18:0 675 Lizin 9721
Vlakna 6,0 Oleinska kiselina 18:1 5046 Metionin 4454
Pepeo 7,0 Linolenska kiselina 18:2 12335  Triptofan 2826
Linolenska kiselina 18:3 1169  Glicin 8746
Vitamini (na kg hrane) Minerali (na kg hrane)
Vitamin A 1.U. 14400 Fosfor mg 7589
Vitamin D3 1.U. 1260 Kalcij mg 9163
Vitamin B1 mg 17,2 Natrij mg 3618
Vitamin B2 mg 15,2 Kalij mg 8335
Vitamin B6 mg 10,7 Magnezij mg 1980
Vitamin B12 mg 0,027 Klor mg 4383
Vitamin E mg 64,3 Mangan mg 86
Vitamin K3 mg 3,2 Zeljezo mg 480
Niacin mg 95,8 Bakar mg 25,7
Folna kiselina mg 2,3 Cink mg 103
d-Pantotenska kiselina mg 24.8 Kobalt mg 0,85
Biotin mg 0,40 Jod mg 1,0
Kolin mg 2256

*Prema certifikatu proizvoda¢a Mucedola
(http://mucedola.it/UploadFiles/file/eARF21_GLP_certificate.pdf)

Podaci o toksi¢nim sastojcima, ukljucujuéi kadmij, kao i o drugim podacima u krmivu u godinama kad
je ono rabljeno u provedenim pokusima 2009. i 2010. godine su dani u prilozima 1 i 2.
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Dob Stakorica odabranih za pokuse je bila 10 do 13 tjedana (70 do 90 dana), a
prosjecne tjelesne mase oko 200 g. Svi podaci ukljucujuéi pocetan broj i tezine Stakorica na
pocetku svakog pokusa sadrzanog u ovom istrazivanju su navedeni u tablici 2.

Postupci tijekom pokusa na laboratorijskim Stakoricama su bili u potpunom suglasju s
nacelima vazeéeg Zakona o zastiti zivotinja (NN 135/06) koji se odnosi na provodenje pokusa
na malim laboratorijskim glodavcima. Provedeni su unutar razdoblja odobrenih istrazivanja u
okviru znanstvenoistrazivackog projekta Ministarstva znanosti, obrazovanja 1 sporta
Republike Hrvatske. Za provodenje istrazivanja na pokusnim Stakoricama su bile dobivene
sve potrebne suglasnosti nadleznog Etickog povjerenstva Instituta za medicinska istrazivanja i
medicinu rada i sluzbena odobrenja Uprave za veterinarstvo Ministarstva poljoprivrede,

ribarstva i ruralnog razvoja Republike Hrvatske.

3.2. IzloZenost kadmiju

3.2.1. ObrazloZenje odabira doze kadmija i puta izloZenosti

Istrazivanje je provedeno u uvjetima peroralne subkroni¢ne izlozenosti Stakorica kadmiju
tijekom 19 odnosno 20 dana otopinom pripremljenom iz kadmijevog klorida (CdCl,xH,0) u
koncentraciji od 50 mg Cd/l. To je bila ispitivana doza u ovom istrazivanju, koja je odabrana
prema podacima u literaturi, ukljucujuéi rezultate prijasnjih istraZivanja provedenih u
jedinici u kojoj je rad izraden, jer su pri toj razini izloZenosti kadmiju opisani Stetni u¢inci na
plod bez ozbiljnih toksi¢nih u¢inaka u organizmu izravno izloZene skotne Stakorice.

Doza 50 mg Cd/l u otopini za napajanje je uobicajena doza i nacin izloZenosti malih
pokusnih glodavaca u in vivo istrazivanjima reproduktivne i perinatalne toksi¢nosti kadmija te
medudjelovanja kadmija 1 esencijalnih elemenata u izloZenoj buducoj majci 1 preko nje u
perinatalno izlozenih potomaka. Ovo je istrazivanje nadogradeno na dosadaSnje rezultate i
iskustva istrazivaca jedinice u kojoj je rad izraden (Kostial i sur., 1993; Schonwald, 1993;
Piasek i sur., 1996a; 1996b) kao i drugih autora koji su istrazivali takve u¢inke kadmija pod
sli¢nim uvjetima izloZenosti i rabili jednaku dozu kadmija u tekuéini za napajanje (Sowa i
Steibert, 1985; Sorell i Graziano, 1990; Chmielnicka i Sowa, 1996) za izlaganje per os prije
1/ili tijekom graviditeta, a u nekih i tijekom laktacije. I u najnovije vrijeme se rabe sli¢ni uvjeti
1zlozenosti, ukljucuju¢i dozu od 50 mg Cd/l u tekucini za napajanje pokusnih Stakora u
istrazivanjima specificnih neurotoksi¢nih, reproduktivnih, perinatalnih i drugih toksi¢nih

ucinaka u organizmu buduce majke i/ili u njihovih perinatalno izloZenih potomaka obaju
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spolova (Ronco i sur., 2009; Samuel i sur., 2011; Castillo i sur., 2012; Stolakis i sur., 2013). U
prilogu 3 su prikazani literaturni podaci s glavnim rezultatima istrazivanja pod jednakim ili
slicnim uvjetima izlozenosti kadmiju, naroc¢ito pri dozi od 50 mg/l u malih pokusnih
glodavaca. Ti su nalazi obrazlozeni usporedno s vlastitim rezultatima u dijelu Rasprava.
Budu¢i da je doza od 50 mg Cd/I u vodi za pi¢e sa slobodnim pristupom napajanja
Cesto rabljen model peroralne izloZenosti, moze se smatrati jednom od standardnih doza u
istrazivanjima reproduktivne i perinatalne toksi¢nosti kadmija i njegovog medudjelovanja s
mikronutrijentima. Ta je doza u ovom istrazivanju odabrana i za prou¢avanje mogucih Stetnih
ucinaka kadmija na stvaranje steroidnih hormona u posteljici tijekom skotnosti Stakorice. Pri
takvom pokusnom modelu je nuzno odrediti prosjeCan unos popijene tekuéine kako bi se
procijenila doza kadmija na jedinicu tjelesne mase zivotinje u pokusu. Iz toga se potom moze
procijeniti unesena koli¢ina kadmija Zelucanocrijevnom apsorpcijom, kako je ucinjeno i
opisano u dijelu Rasprava. Takav nacin dugotrajnog izlaganja per 0S je narocito prikladan
tijekom osjetljivih razdoblja poput skotnosti i dojenja i ima prednosti pred unoSenjem
ispitivane tvari sondom izravno u Zeludac. Tako se izbjegavaju opasnosti od ozljede jednjaka
s posljediénim uginuéem pokusne Zivotinje kao i uznemiravanje i dugotrajne manipulacije
skotnih pokusnih zivotinja koje mogu izazvati pobacaj ili prerano okoéenje, a tijekom dojenja

kanibalizam mladunaca u leglu.

3.2.2. Priprema otopine za izlaganje

U postupku pripreme ispitivane otopine prvo je pripremljena koncentrirana temeljna (stock)
otopina koncentracije 200 mg Cd/l (otapanjem 358,2 mg kadmijevog klorida CdCl,xH;0,
Cistoce p.a., Kemika, Zagreb, relativhe molekularne mase 201,32) u volumenu od 1000 ml
demineralizirane vode, koja je bila prakticna za pohranjivanje i rukovanje. Potrebne koli¢ine
kadmijevog klorida (CdCl,xH20) su izvagane na analiti¢koj vagi podjeljka d=0,0001 g (M-
120, Denver Instruments, SAD). Za pripremu otopina za napajanje izloZzenih Stakorica u
zeljenoj dozi od 50 mg Cd/l alikvoti temeljne otopine su razrijedeni demineraliziranom
vodom (250 ml temeljne otopine do 1000 ml). Temeljna otopina i otopina za napajanje

Stakorica su ¢uvane u Cistim bocama zapremine 1 1 u hladnjaku na +4 °C.
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3.3. Plan pokusa

U ovom su radu procjenjivani ucinci subkronicne peroralne izlozenosti kadmiju u dozi od 50
mg Cd/l u obliku klorida u otopini za pice tijekom skotnosti na raspodjelu kadmija i stanje
esencijalnih elemenata Zeljeza, cinka i bakra u unutrasnjim organima $takorice i fetusu te na
funkcije Stakorske posteljice u prijenosu nutrijenata i sintezi steroidnih hormona, progesterona
1 testosterona. Detalji o odabiru rabljene doze i uvjeta izloZenosti detaljno su opisani u
odjeljcima Obrazlozenje teme, Materijali i metode (Izlozenost kadmiju) i Rasprava.
Istrazivanje je provedeno u okviru tri zasebna pokusa u nizu, pri ¢emu je prvi pokus bio
orijentacioni preliminar, a unutar dva sljedeca pokusa su provedena planirana istrazivanja s
odgovarajuc¢im statistiCkim obradama podataka unutar svakog pokusa. U tablici 2 su prikazani
podaci o ukupnom broju i pocetnim tjelesnim masama ishodiSnih skupina Stakorica u
pripremnoj fazi svakog pokusa, broju Stakorica s ¢etverodnevnim estrusnim ciklusima koje su
se parile, broju skotnih $takorica te oznakama i broju Zzivotinja u pojedinim ispitivanim
skupinama na pocetku svakog pokusa. Kao pocetak pokusa je oznacen pocetak peroralnog
izlaganja kadmiju u dozi od 50 mg Cd/I u tekuéini za napajanje Sto je u gravidnih Zenki bio i

pocetak skotnosti.

Znacajke pojedinog provedenog pokusa mogu se sazeti ovako:

Pokus 1 (preliminaran pokus) — proveden na skotnim $takoricama, na malom
pocetnom broju zivotinja (N=20) i minimalnom broju Stakorica u pokusnim skupinama (N=3)
kako bi se dobio orijentacioni uvid u razlike ispitivanih pokazatelja u Stakorica izloZenih
kadmiju u dozi od 50 mg Cd/l u vodi za pi¢e od 1. do 19. dana skotnosti u usporedbi s
kontrolama. Tijekom pokusa su razradivani protokoli, dobiven uvid u ocekivani postotak
skotnosti i uvjete izlaganja te razvijani postupci uzorkovanja i priprema uzoraka za planirane
analize elemenata i steroidnih hormona (Kati¢ i sur., 2008). Takoder je izracunat najmanji
potreban broj skotnih Zivotinja Sto je primijenjeno poslije u Pokusima 2 i 3 na temelju
rezultata Pokusa 1 o u¢inku kadmija na promjenu koli¢ina spolnih hormona u posteljici.
Uzete su u obzir dobivene srednje vrijednosti i standardne devijacije postelji¢nih hormona u
izloZenoj i neizlozenoj skupini u Pokusu 1 te razlike u posteljicnoj koncentraciji spolnih
hormona od 30% izmedu izlozenih zivotinja 1 kontrola 1 izracunato je da je za postizanje
snage od 0,80 u Studentovom t-testu za nezavisne uzorke pri razini znacajnosti a = 0,05
najmanji potrebni broj zivotinja 8 skotnih zenki po skupini. Stoga je u Pokusima 2 i 3 bilo

planirano ukljuciti 10 skotnih zenki u svakoj ispitivanoj skupini.
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Pokus 2 — proveden na skotnim S§takoricama, na vecem pocetnom broju Zivotinja
(N=40) i skupinama $takorica izlozenima kadmiju u dozi od 50 mg Cd/l u vodi za pice od 1.
do 19. dana skotnosti i usporednoj kontroli, u svrhu daljnjeg razvoja plana pokusa,
poboljsanja uvjeta i odgovarajuc¢ih priprema uzoraka, planiranja analiza i statisticke obrade.

Pokus 3 — proveden na skotnim u usporedbi s neskotnim $takoricama, na veéem
pocetnom broju zivotinja (N=46) 1 skupinama Stakorica izlozenima kadmiju u dozi od 50 mg
Cd/l u vodi za pi¢e od 1. do 20. dana skotnosti, odnosno istodobno tijekom 20 dana na
neskotnim Stakoricama pod jednakim uvjetima izlozenosti. Rabljene su suvremene metode
razaranja uzoraka prije analiza elemenata ¢ime je bitno smanjena moguénost oneciS¢enja
uzoraka neizloZzenih zivotinja (Sto je uofeno kao nepovoljna okolnost u prethodnim
pokusima). Procjenjivani su pokazatelji steroidogeneze uporabom dviju imunokemijskih
metoda radi usporedbe analiza u izlozenih skotnih Stakorica blizu roka okoc¢enja u uvjetima
peroralne izlozenosti kadmiju gotovo cijelo razdoblje skotnosti (Mikoli¢ i sur., 2014; Piasek i

sur., 2014).

Tablica 2. Pregled provedenih pokusa s podacima o ishodi$nim skupinama Stakoricama (na
pocetku pripremne faze prije pocetka pokusa) te o broju Stakorica i oznakama skupina tijekom
peroralnog izlaganja kadmiju u dozi od 50 mg Cd/l u tekuéini za napajanje u pojedinom
pokusu

Podaci o ishodi$nim skupinama $takorica Ukupan broj i skupine $takorica
u pripremnoj fazi pokusa tijekom izlaganja kadmiju
Pokus Uk Podetne  °Broj Stakorica koje
bUpf"‘n tjelesne su se parile (N) Broj : -
roj mase (N) Oznaka skupine (opis)
(N) ) Ukupno  Skotne
Pokus1 20 2504275 12 8 3 Kontrola otne stakorice)
3 Izlozene
Pokus 2 40 168+18,7 34 20 9 Kon:[ rola (skotne Stakorice)
11  Izlozene
32 26 13 K;)n:[rolna (skotne Stakorice)
Pokus3 46 180+159 - Iéo(;lztfg;
- - 15 Izozene (neskotne Stakorice)

Rezultati tjelesne mase izraZeni su kao aritmetic¢ka sredina + standardna devijacija.
“Stakorice za koje je utvrden ujednacen Cetverodnevni estrusni ciklus tijekom Cetiri tjedna pracenja
rodnic¢kih razmaza.

Na tablici 2 je vidljivo da je postotak skotnih Stakorica u svakom pokusu bio oko 50% od
pocetnog broja upotrijebljenih Zivotinja.
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3.3.1. Postupci tijekom istraZivanja

Unutar svakog pokusa su provedeni postupci koji se mogu svrstati u ove Cetiri cjeline:

A) Odredivanje faza estrusnog ciklusa i utvrdivanje S$takorica s ujednacenim
éetverodnevnim ciklusima;

B) Razvrstavanje Stakorica u pokusne skupine nakon odabira Stakorica za parenje i
utvrdivanja skotnosti;

C) Pocetak pokusa s peroralnim izlaganjem $takorica kadmiju u dozi od 50 mg Cd/I
teku¢inom za napajanje u skotnih Stakorica (Pokusi 1 i 2) odnosno u skotnih i
neskotnih $takorica (Pokus 3) i postupci tijekom izlaganja;

D) Postupci i uzorkovanje na zavrSetku pokusa 19. ili 20. dana peroralnog izlaganja

kadmiju.

A) Odredivanje faza estrusnog ciklusa

Reproduktivni ciklus Stakorica naziva se estrusni ciklus i naj¢esce traje 4 ili 5 dana. Sastoji se
od Cetiri uzastopne faze razli¢itog trajanja: proestrus (P), estrus (E), metestrus ili diestrus I
(D1) i diestrus ili diestrus II (D2). U razdoblju izmedu proestrusa do kraja estrusa dolazi do
ovulacije. Svaku od cetiri faze ciklusa karakteriziraju razli¢iti udjeli triju vrsta stanica u
ispirku rodnice: kubicne epitelne stanice, pokrovne plocaste epitelne stanice 1 leukociti (Fox 1
Laird, 1970; Marcondes i sur., 2002). U tablici 3 su prikazani udjeli pojedine vrste stanica,

trajanje 1 ponaSanje Stakorice u pojedinoj fazi estrusnog ciklusa.

Tablica 3. Nazivi i znacajke pojedinih faza estrusnog ciklusa Stakorica (preuzeto prema Fox i
Laird, 1970)

Naziv faze estrusnog  Vrste stanica u vidnom polju pod Ponasanje $takorice u

ciklusa (kratica) svjetlosnim mikroskopom Trajanje blizini muzjaka

PROESTRUS (P)  epitelne stanice s jezgrom 12p  Prihvatanje muZjaka blizu
zavrsetku faze

ESTRUS (E) pokrovne plotaste epitelne stanice 12p  Prihvaanje muZjaka i
parenje

METESTRUS Ie(ijkl;?)(\:lll?é locaste epitelne stanice 21h neprihvacanje muzjaka

(DIESTRUS 1, D1) ~ PoXrovheplocaste €p p j j

i epitelne stanice s jezgrom
DIESTRUS leukociti 57h neprihvacanje muzjaka

(DIESTRUS 2, D2)
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Faze estrusnog ciklusa Stakorica smo utvrdivali citoloskim pregledom ispiraka rodnice
pod svjetlosnim mikroskopom s poveéanjima 160x i 320%. Svakog jutra u isto vrijeme (oko
9,00 h) tijekom cetiri tjedna smo uzimali rodnic¢ke ispirke kapaljkom i uporabom mlake
obi¢ne vodovodne vode. Po jednu kap ispirka rodnice svake Stakorice nanosili smo redom
(prema oznakama Stakorica u kavezima) na staklenu plocCicu s jazicama. Nakon toga smo u
ispircima svjetlosnim mikroskopom odredivali vrste oljuStenih stanica epitela rodnicke
sluznice u vidnom polju medu kojima smo razlikovali tri vrste stanica: epitelne stanice s
jezgrom (velike okrugle svijetle stanice s jezgrom), pokrovne ploCaste epitelne stanice bez
jezgre (velike stanice nepravilnog oblika) i1 leukocite (okrugle stanice s jezgrom koje su
znatno manje od epitelnih stanica). Pojedinu fazu estrusnog ciklusa za promatrani dan smo
utvrdili na temelju vrsta 1 brojcanog odnosa karakteristi¢nih vrsta stanica kako prikazuje slika
3. Udjele pojedinih stanica u vidnom polju i procijenjenu fazu estrusnog ciklusa smo
zabiljezili u dnevnik pokusa, u obrasce za svakodnevna ocitanja faze ciklusa i tako pratili

estrusni ciklus svake Stakorice.
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Slika 3. Fotomikrografski prikaz vidnog polja pod svjetlosnim mikroskopom u pojedinim
fazama estrusnog ciklusa Stakora: a, b — proestrus (P); ¢, d — estrus (E); e, f — metestrus (D1);
g, h — diestrus (D2). Stanice oznacene unutar slike pojedine faze: L - leukociti; E - epitelne

stanice s jezgrom; C - pokrovne plocaste epitelne stanice bez jezgre (preuzeto iz: Marcondes i
sur., 2002).
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B) Razvrstavanje Stakorica u pokusne skupine

Na temelju rezultata prac¢enja citoloskih nalaza u rodnickim ispircima tijekom cetiri tjedna
utvrdili smo Stakorice s ujednacenim Cetverodnevnim estrusnim ciklusom i u njih je bilo
moguce predvidjeti vrijeme kada ¢e biti spremne za parenje. To je na dan proestrusa, nakon
¢ega preko no¢i slijedi faza estrusa kada stakorica dozvoljava kopulaciju i moZze zanijeti.

Na dan utvrdenog proestrusa Stakorice s ujednacenim estrusnim ciklusom smo stavili u
pojedina¢ne male kaveze s neizlozenim muzjacima (u omjeru 1:1) 1 ostavili ih preko noci.
Sljedeceg jutra smo izvadili muzjaka iz kaveza i pregledali svaku Stakoricu ima li u otvoru
rodnice sluzni ¢ep zaostao nakon parenja Sto upucuje da je zenka vjerojatno zanijela. Svakoj
Stakorici smo potom uzeli rodnicki ispirak i pregledali ga pod svjetlosnim mikroskopom. Ako
smo izmedu pokrovnih plocastih epitelnih stanica karakteristi¢nih za estrus vidjeli spermije
Stakoricu smo smatrali skotnom i taj dan smo oznacili prvim danom skotnosti i prvim danom
pokusa (dan pokusa 1, DP1).

Stakorice koje smo ocijenili skotnima smo izvagali (na vagi PE 1600, Mettler,
Svicarska) i razvrstali u pokusne skupine na na¢in da su imale priblizno jednaku prosje¢nu
pocetnu tjelesnu masu i da je bio jednak broj Stakorica po skupini. Buduéi da sve Stakorice
nisu bile skotne, tek je prilikom uzorkovanja na kraju pokusa utvrden njihov konacan broj po
skupinama, kako je prikazano u tablici 2. i u ostalim tablicama u dijelu Rezultati.

U svim pokusima smo oblikovali ove dvije skupine pokusnih §takorica (Pokusi 1-3):

¢ skotne neizloZene, kontrolne $takorice (Kontrola);

e skotne Stakorice izlozene dozi 50 mg Cd/l per 0s u tekucini za napajanje (/zlozene).
Jedino su u tre¢em pokusu u nizu (Pokus 3), pored gore opisanih pokusnih skupina, postojale
jos dvije dodatne skupine sastavljene od preostalih Stakorica za koje je utvrdeno da nisu bile
skotne, ili da nisu imale ujednacene Cetverodnevne estrusne cikluse pa se nisu parile:

¢ neskotne neizloZene, kontrolne stakorice (Kontrola — neskotne);

e neskotne Stakorice izlozene dozi 50 mg Cd/I per 0s u tekucini za napajanje

(Izlozene — neskotne).

I te su pokusne skupine na pocetku izlaganja kadmiju imale podjednake prosjecne tjelesne
mase po skupini kako bi se mogli usporedivati promatrani pokazatelji po skupinama.

Skotnim Stakoricama smo sljede¢ih nekoliko dana pokusa jos citoloski pratili rodnicke

ispirke kako bismo se uvjerili da su prestale ciklirati, odnosno da su zanijele. Citoloski nalaz
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koji je odgovarao znacajkama metestrusa (D1) je bio dodatna potvrda o skotnosti. Podatke
smo zabiljezili za svaku Stakoricu na pripremljeni obrazac.

S obzirom na to da sve Stakorice nisu bile u jednakoj fazi estrusnog ciklusa svaki dan,
nisu se ni parile isti dan, pa su opisane pokusne skupine Stakorica u sva tri pokusa oblikovane
unutar 3-4 uzastopna dana. U svih skotnih Stakorica, prvi dan skotnosti je bio prvi dan pokusa,
odnosno prvi dan izlaganja kadmiju u izloZenih $takorica. U Pokusu 3, u neskotnih kontrolnih
1 izloZenih Stakorica prvi dan pokusa je bio na dan pocetka izlaganja kadmiju izlozenih
Stakorica. Rezultati svih mjerenja i analiza provedenih tijekom pojedinog pokusa prikazani su
skupno po pokusima i ispitivanim skupinama nakon $to su tijekom statisticke obrade podataka
iskljucene razlike zbog pomaka u kalendarskom datumu pocetka, odnosno zavrSetka pokusa

za pojedinu Stakoricu.

C) Pocetak pokusa s peroralnim izlaganjem Stakorica kadmiju

Skupine izloZenih skotnih odnosno neskotnih $takorica su napajane otopinom kadmijevog
Klorida u demineraliziranoj vodi (¢ija je priprema opisana u tocki 3.2.2), u dozi od 50 mg Cd/I
od 1. do 19. dana skotnosti (Pokusi 1 i 2) ili od 1. do 20. dana skotnosti odnosno 1. do 20.
dana pokusa za istodobno izlagane neskotne Stakorice pod jednakim uvjetima izlozenosti
(Pokus 3). Kontrolne skotne i neskotne Stakorice su napajane demineraliziranom vodom.
Pristup picu je bio slobodan (ad libitum).

Tjelesne mase Stakorica su izvagane u svakom pokusu prvi dan pokusa, potom svaki
tjedan i na kraju pokusa, devetnaestog odnosno dvadesetog dana izlaganja kadmiju. Sve
vrijednosti su zabiljeZene. Iz tih vrijednosti smo izracunali prosjecne tjelesne mase Zivotinja
unutar pokusne skupine za pojedini dan mjerenja kao i prosjecne priraste tjelesne mase
Stakorica unutar skupine tijekom prve odnosno druge polovice graviditeta tj. prve odnosno
druge polovice trajanja pokusa.

Tijekom trajanja svakog pokusa su mjerene prosjecne potroSnje krmiva 1 pica.

Potro$nja (pojedena koli¢ina) krmiva je izvagana (PE 1600, Mettler, Svicarska) za
svaku Zivotinju u pokusu dva puta tjedno (svakog ponedjeljka i ¢etvrtka) iz razlika vrijednosti
koli¢ine postavljene i nadene koli¢ine hrane. Iz dobivenih smo podataka izracunali prosje¢an
unos krmiva po danu za svaku Stakoricu 1 potom za pojedinu skupinu tijekom prve i druge
polovice skotnosti/trajanja pokusa, kao i1 za ¢itavo vrijeme trajanja pokusa. Rezultate smo

izrazili kao prosjecne vrijednosti po skupini u gramima na dan.
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Unos popijene tekucéine ocitavali smo svaki dan. Iz zabiljezenih vrijednosti smo
izraCunali prosjean unos tekuéine za svaku Stakoricu na dan odnosno za svaku pojedinu
skupinu tijekom prve i druge polovice skotnosti/trajanja pokusa, kao 1 za Citavo vrijeme
trajanja pokusa. Rezultate smo izrazili kao prosjene vrijednosti po skupini u mililitrima na
dan. Iz dobivenih podataka o prosje¢nom unosu tekucine na dan za svaku Stakoricu izlozenu
kadmiju u picu smo izracunali i prosjeCan unos kadmija na dan izraZzen u miligramima na
kilogram tjelesne mase za svaku izloZzenu Zivotinju odnosno izlozenu skupinu u svakom

pokusu.

D) Postupci i uzorkovanje na zavrSetku pokusa

Pokusi su zavrSeni 19. dana (Pokusi 1 i 2) ili 20. dana (Pokus 3) izloZenosti kadmiju §to je
bilo blizu roka okoéenja skotnih Stakorica. Budu¢i da je planirano uzorkovati posteljice,
trebalo je okoncati pokuse prije negoli Stakorica pocne kotiti mladunce, §to je izmedu 21. 1 23.
dana skotnosti, jer prilikom okocenja ocisti 1 pozdere sva okocena tkiva oko mladunaca.

Posljednjeg dana pokusa smo svakoj Stakorici izmjerili potroSnju krmiva i popijene
tekuéine, izvagali je i podatke zabiljezili u dnevnik pokusa. Zivotinjama je dana opéa
anestezija intraperitonealnim ubrizgavanjem kombinacije anestetika Narketana u dozi od 0,8
ml/kg i Xylapana u dozi od 0,6 ml/kg tjelesne mase (proizvoda¢ obaju anestetika je
Vetoquinol AG, Ittigen, Svicarska). Dozu svakog anestetika smo prilagodili izvaganoj
tjelesnoj masi Stakorice, a u skotnih smo je nerijetko jo§ morali 1 neSto povecati ako nije bila
djelotvorna, $to je moguce jer se anestetici rasporeduju u obilno masno tkivo i gravidni uterus
tako da je skotnu Zenku teZze uspavati negoli neskotnu. Svaka je Stakorica u opcoj anesteziji
potom postavljena ledima na upijajucu podlogu 1 fiksirana.

Prvo je otvorena trbusna Supljina i uzorkovana krv iz srca. U preliminarnom pokusu
(Pokusu 1) smo krv iz srca uzorkovali u staklenu ¢aSicu i uzorke krvi za analizu elemenata
pripremali metodom suhog razaranja kao i tkiva. U sljedeca dva pokusa (Pokusi 2 i 3) smo
izvadili krv ubadanjem srca i skupili u dvije epruvete s podtlakom (Vacutainer system). Prvi
uzorak za analizu elemenata u punoj krvi je izvaden u plasticnu epruvetu obloZenu
antikoagulansom K,EDTA (BD Vacutainer®, Trace Element K,EDTA, Franklin Lakes, New
Jersey, SAD), a drugi uzorak za odredivanje steroidnih hormona u serumu je izvaden u
plasticnu epruvetu bez antikoagulansa (BD Vacutainer®, Trace Element Serum, Franklin
Lakes, New Jersey, SAD). Uzorke pune krvi smo pohranili do analize na uspravnom stalku u

hladnjaku na temperaturi +4 °C. Krv za odredivanje steroidnih hormona u serumu smo
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centrifugirali na 3000 rpm/15 min (centrifuga ROTANTA/R, Hettich, Njemacka), serume
smo odvojili dekantiranjem i1 pohranili do analize u zacepljenim Eppendorf epruvetama u
zamrzivacu na -20 °C. Iz srca smo takoder uzeli i po dva usporedna uzorka krvi za analizu
hematokrita u krvi majke u originalne heparinizirane kapilarne cjevéice (Pokusi 2 i 3).
Postupci odredivanja hematokrita su opisani u sljede¢em poglavlju.

U skotnih $takorica smo nakon toga otvorili trbusnu Supljinu i izvadili maternicu s
plodovima 1 jajnike te ih postavili na upijaju¢u podlogu. Odvojili smo desni 1 lijevi jajnik,
ocistili ih od okolnog tkiva i na svakom prebrojali zuta tijela. Gravidnu maternicu smo
razrezali uz rub po ispupcenim plodnim mjehurima, od kraja desnog roga preko sredine do
kraja lijevog roga, otvorili je i prebrojali ukupan broj zametaka (implantanata) u svakom rogu
maternice, ukljucujuci sve posteljicno-fetalne jedinice i mjesta s rano ili kasno odbacenim
(resorbiranim) plodovima. Sve podatke smo zabiljezili. Nakon toga smo otvorili svaki plodni
mjehur zarezivanjem ovojnica pri ¢emu je istekla plodna voda i prikazali su se posteljica i
fetus.

Sve posteljice 1 fetuse smo izvadili, postavili na upijaju¢u podlogu, stavili u niz kako
su bili poredani u maternici u plasti¢ne ladice i izvagali njihove ukupne svjeze mase na vagi
podjelika d=0,001 g (PM 400, Mettler, Svicarska) §to smo zabiljezili. Izradunali smo
prosjecne mase svjezeg tkiva posteljice i fetusa za svaku Stakoricu i pojedinu pokusnu
skupinu. Za svaku skotnu Stakoricu smo iz dva fetusa postrani¢nim zarezivanjem na vratu
sakupili uzorke krvi usporedno u dvije originalne heparinizirane kapilarne cjev¢ice za analizu
hematokrita. Po 1 ili 2 krajnja fetusa iz svakog roga maternice smo izdvojili za analize
elemenata i nakon vaganja ih stavili u staklene casice (Pokus 1) odnosno u visoke staklene
epruvete (Pokus 2) gdje su pripremani za analize metodom suhog razaranja (Pokus 1) i
metodom mokrog razaranja uzoraka (Pokus 2). U Pokusu 3 smo fetuse pohranili u ozna¢enim
plasticnim posudicama u kojima su ¢uvani u zamrzivacu na -20 °C do pripreme uzoraka za
analize metodom visokotlatnog mikrovalnog razaranja. Odvojili smo po jednu krajnju
posteljicu iz svakog roga maternice i izvagali za postizanje minimalno 0,5 g svjeze mase tkiva
za analize elemenata. Posteljice smo stavili u staklene ¢aSice (Pokusi 1 i 2), nakon ega su
pripremane metodom suhog razaranja uzoraka, a u zadnjem pokusu (Pokusu 3) smo ih
jednako kao 1 fetuse pohranili u plasticnim posudicama u zamrzivacu na -20 °C do pripreme
tkiva za analize metodom visokotlacnog mikrovalnog razaranja. Takoder smo izdvojili po 2
krajnje posteljice iz svakog roga maternice za odredivanje posteljicnih steroidnih hormona,

izvagali ih za postizanje minimalno 1,2 g svjeze mase tkiva i pohranili u Eppendorf
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epruvetama u zamrzivacu na -20 °C do pripreme uzoraka za analize. Sve podatke smo
zabiljezili u pripremljene tablice.

Stakorice su potom iskrvarene zarezivanjem trbu$ne aorte pri ¢emu su bile usmréene,
makroskopski su pregledani unutra$nji organi in Situ, izvadena cijela jetra, desni i lijevi
bubreg (za analize elemenata smo uzeli samo desni bubreg). Nakon disekcije svaki je organ
prvo stavljen na upijajuu podlogu i oc¢is¢en od okolnog tkiva. Svjeze mase organa su
izvagane i podaci zabiljeZeni jednako kao i u postupcima s uzorcima fetusa i posteljica.
Nakon vaganja, izdvojili smo 3 izreska jetrenog tkiva, jedan srediS$nji i po dva krajnja dijela,
ukupne mase od 1 do 2 g svjeze mase tkiva (ovisno o nacinu daljnje pripreme uzoraka) i
zabiljezili izmjerene vrijednosti. Dijelovi tkiva jetre i desni bubreg namijenjeni za analize
elemenata su pohranjeni u staklene ¢aSice (Pokusi 1 i 2) i pripremani metodom suhog
razaranja uzoraka za analize, odnosno u plasti¢ne zatvorene posudice (Pokus 3) i uzorci tkiva
pohranjeni u zamrzivacu na -20 °C do postupka pripreme uzoraka za analize metodom

visokotlacnog mikrovalnog razaranja.

3.4. Priprema tkiva za analize elemenata

3.4.1. Suho razaranje uzoraka

Metodu suhog razaranja uzoraka tkiva prije analize elementa smo primijenili u prva dva
pokusa (Pokusi 1 i 2). Uzorci pune krvi Stakorica u Pokusu 1 su pripremljeni jednako kao i
uzorci jetre, bubrega, posteljice i fetusa, koji su svi nakon uzorkovanja stavljeni u prethodno
izvagane staklene CaSice volumena 25 ml (Boral, Pula) i suseni tijekom 24 h na temperaturi
105 °C u susioniku ST 01/02 (Instrumentarija, Zagreb). Nakon hladenja, uzorci su izvagani i
u staklenim caSicama stavljeni u mufolnu pe¢ (Gallenkamp, Engleska) gdje su spaljeni
tijekom 24 h uz postupno podizanje temperature do 450 °C. Nakon zavrSetka razaranja, pepeo
uzoraka je ohladen stajanjem u mufolnoj pe¢i do sljedeceg dana 1 nakon toga je svaki uzorak
otopljen u staklenim ¢aSicama dodavanjem 0,25 ml odnosno 0,5 ml (na uzorke krvi u Pokusu
1) koncentrirane dusi¢ne kiseline (65%-tna HNOg, Cistoce p.a., Merck, Njemacka) na grijacoj
plo¢i do isparavanja kiseline. Stijenke staklenih CaSica su isprane dodavanjem deionizirane
vode (do 1 ml) na grijacoj plo¢i dok voda nije prokljucala. Nakon hladenja, otopinama u

staklenim ¢asicama je dodana deionizirana voda do 5 g odnosno 10 g na uzorke krvi (Pokus
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1) (Blanusa i Breski, 1981). Pripremljeni uzorci su prebaceni iz staklenih ¢aSica u oznacene

polipropilenske epruvete s cepom i pohranjeni u hladnjaku na +4 °C do analiza elemenata.

3.4.2. Mokro razaranje uzoraka

Uzorci cijelih fetusa su pripremljeni za analize mokrim razaranjem u drugom pokusu (Pokus
2). Uzorcima fetusa stavljenima u prethodno izvagane visoke staklene epruvete je dodano 2
ml koncentrirane duSi¢ne kiseline (65%-tna HNOs3, Cistoc¢e p.a., Merck, Njemacka). Nakon
stajanja preko noci na sobnoj temperaturi, epruvete su sljede¢eg dana zacepljene plastiénim
¢epovima na navoj s teflonskom membranom i stavljene na razaranje u aluminijski grijaci
blok (Digestion System, DS-40, Tecator, Svedska) gdje je temperatura postupno dizana do 80
°C. Temperaturni program za razaranje uzoraka prikazan je u tablici 4 prema protokolu

laboratorija jedinice u kojoj je rad izraden.

Tablica 4. Temperaturni program za razaranje uzoraka u aluminijskom grijatem bloku
Digestion System, DS-40 (Tecator, Svedska), prema Matek i Blanusa (1998)

Parametar 1 Fazz.a 3.

Temperatura / °C 50 60 80
Vrijeme porasta temperature / min 10 10 10
Vrijeme digestije pri odredenoj temperaturi / min 30 30 300

Nakon razaranja i1 hladenja uzoraka, otopinama je dodana deionizirana voda do 10 g te su
izmijeSani na mijeSalici za epruvete (JureSa 1 BlanuSa, 2003). Pripremljeni uzorci su prebaceni
u oznacene polipropilenske epruvete s cepom 1 pohranjeni u hladnjaku na +4 °C do analiza

elemenata.
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3.4.3. Visokotla¢no mikrovalno razaranje uzoraka

U tre¢em pokusu (Pokus 3) uzorci jetre, bubrega, posteljica i fetusa su pripremljeni za analize
elemenata u suvremenom uredaju s visokotlatnim mikrovalnim razaranjem UltraCLAVE IV
(Milestone S.r.l., Sorisole, Italija) metodom za razaranje bioloSkih uzoraka. Svi prethodno
pohranjeni 1 zaledeni uzorci su nakon odledivanja prebaceni iz plasticnih posudica u
prethodno izvagane kvarcne epruvete. Na uzorke jetre, bubrega i posteljice je dodano po 2 mi
koncentrirane dusi¢ne kiseline 1 2 ml ultra ¢iste vode, dok je na uzorke fetusa dodano 4 ml
koncentrirane dus$i¢ne kiseline i 2 ml ultra Ciste vode radi veée mase uzorka. Rabljena je
koncentrirana  HNOj; dobivena procis¢avanjem 65%-tne HNO; dcistoce p.a. (Merck,
Njemacka) u sustavu SubPUR (Milestone S.r.l, Sorisole, Italija) za destilaciju kiselina.
Epruvete su zacepljene teflonskim ¢epovima i poslozene na odgovarajuéi stalak.

Uzorci su razarani prema temperaturnom programu prikazanom u tablici 5.

Tablica 5. Temperaturni program za razaranje uzoraka u visokotlaénom mikrovalnom
uredaju UltraCLAVE IV (Milestone S.r.1., Sorisole, Italija)

Faza t/ min E/W T./°C T,/°C p/Pa
1. 6 700 70 80 1x10’
2. 15 700 140 80 1x107
3. 7 1000 210 80 1,2x10°
4, 8 1000 250 80 1,4x10°
5. 15 800 250 80 1,4x10’
6. 30 0 20 70 2x10°

Budu¢i da je prosjeCna masa uzorka fetusa bila veca nego mase ostalih uzoraka,
tijekom postupka visokotlaénog mikrovalnog razaranja tih uzoraka smo produljili vrijeme do
postizanja najviSe temperature zagrijavanja u fazi 3. Nakon razaranja i hladenja uzorci su
nadopunjeni ultra ¢istom vodom do 10 g, izmijeSani na mijeSalici za epruvete, prebaceni u

polipropilenske epruvete s ¢epom i pohranjeni u hladnjaku na +4 °C do analize elemenata.
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3.5. Priprema uzoraka tkiva posteljice za analize steroidnih hormona

Uzorke tkiva posteljica za analize steroidnih hormona smo pripremali na izvoran nacin koji je
prethodno razraden za uzorke ljudskih posteljica i po prvi puta je primijenjen na uzorcima
posteljica pokusnih Stakorica. Slijedili smo metode koje su opisali Wilson i suradnici (1984)
za pripremu uzoraka ljudskih posteljica i koje su, u modificiranom obliku, uvedene u jedinici
u kojoj je ovaj rad izraden za postupke prije analiza steroidnih hormona u ljudskim
posteljicama (Piasek i sur., 2001; 2002; Stasenko i sur., 2010). Te postupke smo dodatno
prilagodili za pripremu uzoraka Stakorskih posteljica.

Nakon odledivanja uzorke posteljica smo usitnili Skaricama u staklenim caSicama,
dolili 5 ml 75%-tnog etanola i prenijeli ih u staklene epruvete za homogeniziranje. Epruvete
smo zacepili, sadrzaj dobro promijeSali mijeSalicom za epruvete i pohranili preko no¢i u
hladnjaku na +4°C. Na taj nacin su se ekstrahirali steroidni hormoni iz posteljicnog tkiva.
Sljede¢eg jutra smo nakon mijeSanja sadrzaja u epruvetama na mijeSalici sadrzaj
homogenizirali na ledu laganim pomicanjem ru¢nog homogenizatora (Homogenizer Power
Gen 125, Fisher Scientific UK Ltd, Loughborough, UK). Od homogenata svakog uzorka
otpipetirali smo dva usporedna alikvota od po 500 pul u 2 polietilenske epruvete od 5 ml i
dodali 3 ml 75%-tnog etanola. U oba koraka 75%-tni etanol je bio pripremljen razrjedivanjem
96%-tnog EtOH, cistoce p.a. (Kemika, Zagreb). Nakon mijeSanja tako dobivenog sadrZaja u
epruvetama na mijeSalici, svaki uzorak smo razdijelili u dvije Eppendorf epruvete. Uzorke
smo centrifugirali na 15000 rcf (g)/15 min (Eppendorf Centrifuge 5417 R, Netheler-Hinz
GmBH, Hamburg, Njemacka) i otpipetirali supernatant volumena 1,5 ml u polietilenske
epruvete, koje smo zacepili 1 pohranili u zamrziva¢ na -20 °C. Zamrznuti supernatanti su
nakon toga liofilizirani tijekom 24 sata na temperaturi -50 °C u uredaju za liofilizaciju
(Hetosic, Heto, Birkerad, Denmark). Liofilizati supernatanata dobiveni obradom uzoraka
Stakorskih posteljica su pohranjeni na -20 °C do analiza steroidnih hormona, progesterona i

testosterona.
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3.6. Analiza uzoraka

3.6.1. Odredivanje koncentracija i koli¢ina kadmija

Tijekom istrazivanja su u sva tri pokusa koncentracije kadmija u punoj krvi Stakorica i
koli¢ine kadmija u uzorcima organa Stakorica odnosno fetusu, bez obzira na prethodne nacine
pripreme uzorka, odredivani elektrotermickom tehnikom atomske apsorpcijske spektrometrije
(ET-AAS) na instrumentu Perkin ElImer AAnalyst 600 (Perkin Elmer, SAD) sa Zeemanovom
korekcijom pozadinskog zracenja. Instrumentalni uvjeti i temperaturni program za analizu
kadmija su prikazani u tablicama 6. i 7. Kao inertni plin je upotrijebljen argon (UTP d.o.0.,
Zagreb, Hrvatska — SOL Group, Italija), ¢istoce >99,999%. Modifikator matrice prilikom
mjerenja kadmija je bila kombinacija 0,12 g/l magnezija [Magnesium Matrix modifier, ¥ (Mg)
=10,0 £ 0,2 g/l (Mg(NO3), x 6 H,0O u ca. 17%-tnoj HNO3) Merck, Njemacka] i 1 g/l paladija
[Palladium Matrix modifier, ¥ (Pd) = 10,0 + 0,2 g/l (Pd(NO3), u ca. 15%-tnoj HNO3) Merck,
Njemackal.

Tablica 6: Instrumentalni uvjeti za odredivanje kadmija tehnikom ET-AAS
(Perkin EImer AAanalyst 600)

Izvor svjetla bezelektrodna Zarulja uz izbijanje (EDL)
Valna duljina mjerenja / nm 228,8

Jakost struje / mA 250

Sirina pukotine monokromatora / nm 0,7

Volumen injicirane mjerne otopine / ul 10

Volumen injiciranog modifikatora / pl 5

Vrijeme integracije signala /s 5

Konstrukcija grafitne kivete transverzalno grijana grafitna kiveta
(THGA graphite tube)

Nacin mjerenja povrsina signala

Broj ponovljenih mjerenja 2
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Tablica 7: Temperaturni program grafitne pec¢i za odredivanje kadmija tehnikom ET-AAS
(Perkin Elmer AAanalyst 600)

Vrijeme podizanja  Vrijeme odrZavanja

REELS e temperature / s temperature / s
Susenje 1 110 1 30

Susenje 2 130 15 30

Piroliza 600 10 20

Atomizacija 1600 0 5

Ciscenje 2450 1 3

Svi pripremljeni uzorci su prije mjerenja razrijedeni 1 %-tnom HNO; kako bi
izmjerene koncentracije analita bile unutar mjernog podruc¢ja. Uzorci slijepe probe su
pripremani na jednak nacin kao i1 uzorci tkiva samo S$to je umjesto uzorka razorenog tkiva
koriStena deionizirana voda.

Za mjerenje kadmija u uzorcima pune krvi Stakorica (Pokusi 2 i 3) je upotrijebljena
metoda mjerenja u deproteiniziranoj krvi sto je ukljucivalo prethodno razrjedenje krvi (100
ul) otopinama Triton X-100 (400 pl), 1% HNO;3 (50 ul) i 1,58 mol/l HNO;3 (450 pl). Tako
pripremljeni uzorci krvi su centrifugirani na 10000 rpm/10 min (Eppendorf Centrifuge 5417
R, Netheler-Hinz GmBH, Hamburg, Njemacka) i koncentracija kadmija mjerena u
supernatantu prema prije uvedenoj i opisanoj metodi u laboratoriju jedinice u kojoj je ovaj rad
izraden (Jurasovi¢ i TeliSman, 1993).

Odgovaraju¢e standardne otopine za odredivanje kadmija su pripremane u
koncentracijama od 1 do 40 pg Cd/l iz ishodne otopine koncentracije 1000 mg Cd/l
[Cadmium standard solution, Cd(NOg3), x 4H,O u HNOj3; 0,5 mol/l, Merck, Njemacka].
Otopine standarda su uvijek pripremane i pohranjivane u iste plasticne bocice prethodno
isprane deioniziranom vodom.

Pouzdanost metoda 1 to¢nost odredivanja koncentracije kadmija u punoj krvi, odnosno
koli¢ine kadmija u uzorcima organa je provjeravana mjerenjem ovih referentnih materijala:
Seronorm ™ Trace Elements Whole Blood L-1 i Seronorm ™ Trace Elements Whole Blood
L-2 (Sero AS, Billingstad, Norveska), uzoraka liofiliziranih tkiva govede jetre (Bovine Liver
SRM 1577, National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Maryland, SAD)
1 svinjskog bubrega (Pig Kidney CRM 186, Bureau Communautaire de Référence, Bruxelles,

Belgija). Dobiveni rezultati su bili unutar preporucenih vrijednosti za pojedini standardni
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referentni materijal ¢ime je potvrdena pouzdanost rabljenih metoda i vjerodostojnost

izmjerene koncentracije odnosno koli¢ine kadmija u analitima.

3.6.2. Odredivanje kolic¢ina Zeljeza, cinka i bakra u organima i fetusu

Koli¢ine Zeljeza, cinka i bakra u uzorcima tkiva pripremanima suhim, mokrim ili visokotlacno
mikrovalnim razaranjem u sva tri pokusa su mjereni tehnikom plamene atomske apsorpcijske
spektrometrije (F-AAS), u plamenu mjeSavine zraka i acetilena na uredaju Varian SpectrAA-
300 (Springvale, Australija) s deuterijskim korektorom nespecifi¢ne apsorpcije pozadine.

Instrumentalni uvjeti za analizu Zeljeza, cinka i bakra su prikazani u tablici 8.

Tablica 8: Instrumentalni uvjeti za odredivanje Zeljeza, cinka i bakra tehnikom F-AAS
(Varian SpectrAA-300)

Parametri Fe Zn Cu
Valna duljina / nm 2483 2139 324,7
Sirina pukotine / nm 0,2 1,0 0,5
Vrijeme integracije signala/ s 3 3 3
Broj ponovljenih mjerenja 3 3 3

Prije svakog mjerenja su uzorci tkiva po potrebi razrjedivani 1 %-tnom HNO; kako bi
izmjerene koli¢ine analita bile unutar mjernog podrucja. Uzorci slijepe probe su pripremani
jednako kao i uzorci tkiva deioniziranom vodom umjesto uzorka tkiva.

Za sve elemente su pripremane odgovarajuce standardne otopine u koncentracijama od
0,5 do 4,7 ng Fe/ml, 0,1-1 pg Zn/ml i1 0,1-2,1 pg Cu/ml iz sljede¢ih ishodnih otopina
koncentracija 1000 mg/l: Iron standard solution Fe(NOs)s x 9H,O u HNO3 0,5 mol/l (Merck,
Njemacka); Zinc standard solution Zn(NOg3), x 4H,O u HNO3 0,5 mol/l (Merck, Njemacka) i
Copper standard solution Cu(NO3), x 3H,0 u HNO3 0,5 mol/l (Merck, Njemacka).

Pouzdanost metoda 1 to¢nost odredivanja koli¢ina Zeljeza, cinka i bakra u uzorcima
tkiva je testirana mjerenjem ovih certificiranih standardnih referentnih materijala: uzoraka
liofiliziranih tkiva govede jetre (Bovine Liver SRM 1577b, National Institute of Standards
and Technology, Gaithersburg, Maryland SAD) odnosno svinjskog bubrega (Pig Kidney
CRM 186, Bureau Communautaire de Référence, Bruxelles, Belgija). Dobiveni rezultati su

bili unutar preporucenih vrijednosti za pojedini standardni referentni materijal ¢ime je
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potvrdena pouzdanost rabljenih metoda i vjerodostojnost izmjerenih koli¢ina Zeljeza, cinka

odnosno bakra u analitima.

3.6.3. Odredivanje steroidnih hormona u serumu i posteljicnom tkivu

Koncentracije progesterona 1 testosterona u serumu S$takorica su mjerene izravno
imunokemijskom metodom IEMA (Vitros). Koncentracije progesterona i testosterona su
mjerene u suspenzijama liofilizata supernatanata dobivenih nakon obrade uzoraka
postelji¢nog tkiva uporabom dviju metoda, IEMA (Pokusi 1-3) i imunokemijskom metodom
ELISA (IASON) u tre¢em pokusu (Pokus 3) radi usporedbe i provjere rezultata mjerenja u
uzorcima koji se ne rabe u rutinskim biokemijskim analizama.

Analize standardnom metodom IEMA su provedene u suradnom Kklinickom
laboratoriju uporabom standardnih reagencija (kitova) za progesteron odnosno testosteron
(Ortho-Clinical Diagnostics reagents, Johnson & Johnson, Amersham, UK). Prije mjerenja u
svaki uzorak liofilizata supernatanta dobivenog obradom postelji¢nog tkiva je dodano 1 ml
fizioloske otopine i u tako dobivenom uzorku su odredene koncentracije progesterona
odnosno testosterona. Prema njima su izracunate koli¢ine pojedinog steroidnog hormona u
posteljici uzimajuéi u obzir ishodisnu masu uzorka svjezeg postelji¢nog tkiva.

Koncentracije steroidnih hormona progesterona i testosterona u serumu Stakorica su
izraZene u nanogramima po mililitru, a koli¢ine progesterona odnosno testosterona u posteljici
U nanogramima na gram mase svjezeg tkiva. Donja granica osjetljivosti upotrijebljenih
testova je bila za progesteron 0,079 ng/ml (0,25 nmol/l) i za testosteron 0,009 ng/ml (0,03
nmol/l).

Analize progesterona i testosterona metodom ELISA (Pokus 3) su provedene u istim
uzorcima dobivenim obradom posteljicnog tkiva koji su bili analizirani i metodom IEMA u
ustanovi u kojoj je ovaj rad izraden uporabom standardnih reagencija (kitova) za progesteron i
testosteron (DRG Instruments GmbH, Marburg, Germany) i prema uputama proizvodaca.
Odredene su koli¢ine steroidnih hormona u posteljicnom tkivu na jednaki nacin kako je
opisano prije. Donja granica osjetljivosti tih testova je bila za progesteron 0,045 ng/ml i za

testosteron 0,083 ng/ml.

71



3.6.4. Odredivanje hematokrita u Stakorici i fetusu

Uzorci krvi Stakorice 1 fetusa prikupljeni su kapilarnom elevacijom do visine stupca krvi od
oko 2/3 ukupne duzine (75 mm) standardne heparinizirane kapilarne cjevice s crvenom
oznakom na vrhu (Red-Tip, Lancer, Brunswick Co., SAD). Mikrocjev¢ice su na jednom kraju
zatvorene voskom i centrifugirane na 12000 rpm/5 min. u odgovarajucoj maloj centrifugi
(Heinz Janetzki TH12, Engelsdorf-Leipzig, Njemacka). Vrijednosti hematokrita (u
postocima) su ocitane u pripadaju¢em mikroc¢itacu s pomi¢nom mjernom skalom. Iako
naizgled jednostavan, taj postupak je i delikatan, jer se tijekom centrifugiranja mikrocjevcica
moze slomiti ili rasprsnuti odnosno moze se otvoriti zacepljeni kraj mikrocjevcice pri cemu se
uzorak krvi izgubi. Od svake pokusne Zivotinje smo imali barem jedan od dva usporedno

uzeta uzorka krvi, a ako su oba ostala saCuvana u obzir je uzeta njihova srednje vrijednost.

3.7. Statisticka obrada podataka

Dobiveni rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija i/ili kao
medijan s rasponom najmanje i najveée vrijednosti. Prikazivanje rezultata i daljnja statisticka
obrada unutar svakog pokusa je ovisila o nalazu testiranja hipoteze o normalnoj distribuciji
podataka Shapiro-Wilksovim testom i analize homogenosti varijance Leveneovim testom.
Ako su brojcani podaci bili normalno distribuirani, prikazani su kao aritmeticka
sredina 1 standardna devijacija 1 kao medijan s rasponom, a razlike izmedu pokusnih skupina
(izlozena vs. pripadajuca kontrola) su analizirane Studentovim t-testom. Broj¢ani podaci za
pojedini bioloski pokazatelj koji nisu bili normalno distribuirani su prikazani samo kao
medijan i raspon, a za analizu razlika takvih vrijednosti izmedu pokusnih skupina (izloZena
vs. pripadaju¢a kontrola) smo se koristili ovim neparametrijskim testovima: t-testom s
korekcijom po Satterthwaiteu za nejednake varijance, Wilcoxon rank-sum testom ili
Wilcoxon-Mann-Whitneyev U-testom. Razina znacajnosti prilikom tih analiza je bila 0,05.
Naknadne (post hoc) usporedbe prirasta tjelesnih tezina Stakorica te unosa krmiva i
teku¢ine na dan izmedu prvog i drugog dijela skotnosti/trajanja pokusa su analizirane
dvosmjernom analizom varijance (two-way ANOVA) za ponovljena mjerenja, gdje su prirast
tjelesne mase, unos krmiva na dan 1 unos tekucine na dan upotrijebljeni kao zavisne varijable,
a nezavisne varijable (prediktori) su bili izloZzenost kadmiju i razdoblje skotnosti (prva

polovica skotnosti odnosno druga polovica skotnosti).
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Naknadne (post hoc) usporedbe tjelesnih masa, prirasta tjelesnih masa, masa svjezih
organa, unosa krmiva na dan, unosa tekucine na dan, koncentracija kadmija u krvi i koli¢ina
ispitivanih elemenata u tragovima, kadmija, zeljeza, cinka i bakra u uzorcima organa i fetusu
su analizirane dvosmjernom analizom varijance (two-way ANOVA) s Tukeyevim HSD post
hoc testom na navedene parametre kao zavisne varijable. Nezavisne varijable su bili u¢inak
izlozenosti kadmiju i uc¢inak skotnosti, pri ¢emu je takoder testirana i statisticka interakcija tih
nezavisnih varijabli. Na tablicama su oznaceni simbolom broj¢ani podaci u kojima je naden
znaCajan utjecaj jedne od testiranih nezavisnih varijabli, utjecaj izloZenosti kadmiju i/ili
utjecaja skotnosti. U opisima ispod tablica je navedeno radi li se o utjecaju jedne ili obje
testirane nezavisne varijable, a detaljni opisi rezultata dobiveni dvosmjernim analizama
varijance (two-way ANOVA) su navedeni u tekstu poglavlja Rezultati, po pojedina¢nim
pokazateljima (s navodenjem pripadajucih vrijednosti F i P). Razina znacajnosti prilikom tih
analiza je bila 0,001.

Za cjelokupnu statisticku obradu podataka u ovom istrazivanju rabljen je licencirani
racunalni program STATA/SE 11,1 for Windows (StataCorp LP, College STATION, Teksas,
SAD) uz pomo¢ i1 konzultacije znanstvenog istraziva¢a u ustanovi sa struénim znanjem i

iskustvom u biostatistickim obradama podataka.
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4. REZULTATI

4.1. Op¢i pokazatelji zdravlja Stakorica

4.1.1. Tjelesne mase, mase svjeZih organa i mase fetusa

Peroralna izloZenost kadmiju u vodi za pi¢e (50 mg Cd/l) u skotnih Stakorica izlozenih 19
odnosno 20 dana tijekom skotnosti i u neskotnih Stakorica izloZzenih kadmiju pod jednakim
uvjetima nije izazvala opce toksi¢ne ucinke u pokusnih zivotinja. Sve Stakorice su bile dobrog
opceg stanja, jele su krmivo i pile tekuéinu za napajanje postavljene na kaveze, nije bilo
zastoja u prirastu tjelesnih masa i nije bilo ugibanja zivotinja. Tijekom trajanja svih pokusa
nije bilo promjena u prosjecnim tjelesnim masama izloZenih S$takorica u odnosu na
pripadajuée kontrole tijekom pojedinog pokusa kako je prikazano graficki (slike 4-1, 4-2 i 4-
3).

Rezultati u tablici 9. pokazuju da su na dan zavrSetka peroralne izloZenosti kadmiju
jedino u Pokusu 2 u izlozenih skotnih $takorica bile sniZene tjelesne mase, a u Pokusu 3
poviSene mase bubrega. Osim tih izuzetaka 19. odnosno 20. dana peroralne izloZenosti
kadmiju nije bilo u¢inaka na tjelesne mase izlozenih skotnih i neskotnih Stakorica kao ni na
svjeze mase jetre i bubrega u odnosu na ogovarajuée vrijednosti u kontrolnim skupinama.
Takoder nije bilo promjena u svjezim masama posteljica i cijelih fetusa 19. dana (Pokusi 1 i
2) ili 20. dana skotnosti/ trajanja maternalne izlozenosti kadmiju (Pokus 3).

Nakon naknadno provedene dvosmjerne analize varijance (two-way ANOVA) i
Tukeyevog post hoc HSD testa, 20. dana pokusa (Pokus 3) je naden statisti¢ki znacajan
ucinak skotnosti bez obzira na izloZenost kadmiju, na povecanja tjelesnih masa Stakorica
(Fucinak skotnosi=78,5; P<0,001) i svjezih masa jetre (Fusinak skomosti=110; P<0,001) i bubrega
(Fuginak skotnosti=7,04; P<0,009) (tablica 9, Pokus 3).
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Slika 4-1. Prosjecne tjelesne mase skotnih Stakorica (g) tijekom peroralnog izlaganja kadmiju
(50 mg Cd/l u obliku klorida) u vodi za pi¢e od 1. do 19. dana skotnosti/trajanja pokusa
izmjerene 1., 6., 10., 12. i 19. dana pokusa u Pokusu 1 (N=3 za svaku skupinu, svaki dan
mjerenja).
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Slika 4-2. Prosje¢ne tjelesne mase skotnih $takorica (g) tijekom peroralnog izlaganja kadmiju
(50 mg Cd/l u obliku Klorida) u vodi za pi¢e od 1. do 19. dana skotnosti/trajanja pokusa

izmjerene 1., 10., 17. i 19. dana pokusa u Pokusu 2 (N=9 za kontrole, N=11 za izloZene, svaki
dan mjerenja).
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Slika 4-3. Prosjecne tjelesne mase skotnih Stakorica (g) tijekom peroralnog izlaganja kadmiju
(50 mg Cd/l u obliku klorida) u vodi za pi¢e od 1. do 20. dana skotnosti/trajanja pokusa i u
neskotnih Stakorica izloZenih pod jednakim uvjetima izloZenosti, izmjerene 1., 6., 13. 1 20.
dan pokusa u Pokusu 3 (N=14 za kontrole, N=10 za izlozene, N=5 za neskotne kontrole, N=15

za neskotne izloZene, svaki dan mjerenja).
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Tablica 9. Prosjene tjelesne mase i mase svjezih organa Stakorice, jetre i bubrega te
posteljice 1 fetusa posljednjeg dana peroralnog izlaganja kadmiju (50 mg Cd/l u obliku
klorida) u vodi za pice u skotnih Stakorica izlozenih od 1. do 19. odnosno 20. dana skotnosti i
u neskotnih Stakorica izloZenih pod jednakim uvjetima tijekom 20 dana

Mase svjeZih organa (g)

Pokus/ -rgaeslgs(n E)l
skupina N g Jetra Bubreg Posteljica Fetus
Pokus 1
Kontrola 3 355+21,5 13,540,661 0,963+0,194  0,403+0,039  1,21+0,749
IzloZene 3 335+31.8 11,8+1,46 0,845+0,053  0,405+0,061  1,46+0,792
Pokus 2
Kontrola 9  289+172 11,540,696  0.797+0,066  0,389+0.043 1,34
> > B > B > B (1,26'2,15)
IzloZene 11 266+20,1%* 10,2+1,08 0,798+0,085  0,418+0,055 1,37
B B 5 > B > B (1,30_1,55)
Pokus 3
Kontrola 14 311+34,6° 12,3£1,66°  0,762+0,092°  0,402+0,033  2,16+0,113
IzloZene 10 322+21,1° 12,4+1,12°  0,853+0,089*" 0,411+0,031  2,17+0,165
Kontrola
- neskotne 5 225+13,3 7,56+1,03 0,694:+0,081 - -
IzloZene 15 238+30,8 7,67£1,29 0,730+0,127 - -
- neskotne

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija za normalno distribuirane podatke i samo
kao medijan s rasponom najmanje do najvecée vrijednosti u zagradi za nenormalno distribuirane podatke.
*Statisticki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izlozene i kontrolne skupine testirana Studentovim t-testom za
normalno distribuirane podatke.

“Statisticki znagajan uéinak skotnosti (P<0,05) testiran dvosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Tukeyevim
post hoc HSD testom.
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4.1.2. Prirast tjelesnih masa Stakorica i prosje¢an unos krmiva i tekucine za napajanje

Prirast tjelesnih masa Stakorica, prosjecne vrijednosti unosa krmiva i teku¢ine za napajanje na
dan u skotnih i neskotnih Stakorica u prvoj i drugoj polovici trajanja pokusa od po 10 dana
(DP1-10, DP 11-19/20) su prikazani u tablici 10. U Pokusu 2 je nadeno da su prirast tjelesne
mase u drugom dijelu skotnosti i prosje¢an unos krmiva na dan tijekom cijelog razdoblja
skotnosti bili znacajno nizi u izloZenih skotnih Stakorica nego u kontrola. U sva tri pokusa
(Pokusi 1-3) je prosje¢an unos tekuéine za napajanje na dan bio zna¢ajno nizi u svih izloZenih
Stakorica u odnosu na odgovarajuce kontrolne skupine i to je bilo jace izrazeno u drugom
polovici trajanja svakog pokusa.

Naknadno provedenom dvosmjernom analizom varijance (two-way ANOVA) i
Tukeyevim post hoc HSD testom 20. dana pokusa (Pokus 3) je naden statisticki znacajan
ucinak skotnosti na povecanja prirasta tjelesnih masa i prosjecnog unosa krmiva na dan
tijekom prve i druge polovice pokusa te prosje¢nog unosa tekuc¢ine za napajanje na dan u
drugoj polovici pokusa, bez obzira na izlozenost kadmiju. Nije naden ucinak izloZenosti
kadmija na prirast tjelesnih masa i prosje¢an unos krmiva na dan, ali je naden u¢inak kadmija
na snizenje prosjecnog unosa tekucine za napajanje na dan za 42% (Fuginak kadmija=16,2;
P<0,001) u obje polovice trajanja pokusa.

Dvosmjernom analizom varijance (two-way ANOVA) za ponovljena mjerenja je
potvrden statisti¢ki znacajan ucinak razdoblja skotnosti, tj. jedne od polovica cijelog razdoblja
skotnosti/trajanja pokusa na prirast tjelesnih masa Stakorica (Fuginak razdoblia skotnosi=84,5;
P<0,001), prosje¢an unos krmiva na dan (Fuginak razdoblja skomosi=430; P<0,001) 1 prosjecan unos
teku¢ine za napajanje na dan (Fuginak razdoblja skotnosti=30,6; P<0,001). Nadeno je da je tijekom
druge polovice razdoblja skotnosti/trajanja pokusa prirast tjelesnih masa Stakorica bio 1,6 puta
veci, prosjeCan unos krmiva na dan 1,2 puta veci i prosjecan unos tekucine za napajanje na
dan 1,3 puta veci u odnosu na prvu polovicu pokusa u svih Stakorica neovisno o izlozenosti

kadmiju (tablica 10, Pokus 3).
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Tablica 10. Utjecaj peroralne izlozenosti kadmiju u vodi za pic¢e (50 mg Cd/l u obliku klorida) na prirast tjelesne mase, prosje¢an unos krmiva i
tekucine za napajanje na dan u prvoj i drugoj polovici pokusa u skotnih $takorica izloZenih od 1. do 19. odnosno 20. dana skotnosti i u neskotnih
Stakorica izlozenih pod jednakim uvjetima tijekom 20 dana

Prirast Prosjecan unos Prosjecan unos
tjelesne mase krmiva tekuéine za napajanje

Pokus/ N (9) (g/dan) (ml/dan)

el DP 1-10 DP 11-19/20 DP 1-10 DP 11-19/20 DP 1-10 DP 11-19/20
Pokus 1

Kontrola 3 28,3+6,51 53,0+3,61 12,5+1,56 22,1+1,42 44,1+6,92 58,3+8,00

Izlozene 3 25,7+8,96 50,0+9,00 11,4+1,05 20,4+1,58 34,8+2,12 42,8+2,62*
Pokus 2

Kontrola 9 31,449,36 50,8+8,14 16,7+1,80 19,842,16 51,2+20,1 71,2424.8

IzloZene 11 25,246,834 41,5+9,96* 14,9+1,44* 17,5+1,64* 27,842,99%! 27,6+3,38*
Pokus 3

Kontrola 14 39,2+8,96° 62,6+11,2° 19,9+2,59° 24,742,50° 59,7+17.,2 77,3+14,9°

IzloZene 10 41,5+8,32° 64,2+10,8° 20,0+1,46° 24,6+1,91° 34,3+4,80* 44,9+4 80*°

Kontrola — neskotne 5 12,8+8,79 3,67+1,53 16,1+1,89 16,5+1,33 55,5+14,6 61,0+11,8

Izlozene — neskotne 15 13,8+9,19 7,83+4,47 16,3+2,40 15,8+2,44 35,0+6,09* 38,0+6,35*

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija.

DP - dan pokusa; DP 1-10 — prva polovica pokusa; DP 11-19/20 — druga polovica pokusa (Pokusi 1 i 2 su trajali 19 dana, a Pokus 3 je trajao 20 dana).

*Statisti¢ki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izloZene i kontrolne skupine testirana Studentovim t-testom za normalno distribuirane podatke.
*IStatisticki znatajna razlika (P<0,05) izmedu izloZene i kontrolne skupine testirana Studentovim t-testom s korekcijom po Satterthwaiteu za nejednake varijance.
SStatisti¢ki znagajan u¢inak skotnosti (P<0,05) testiran dvosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Tukeyevim post hoc HSD testom.



4.1.3. Broj zutih tijela u jajnicima te zametaka i fetusa u maternici

U tablici 11. su prikazani medijani s rasponima vrijednosti ukupnog broja zutih tijela u
jajnicima te ukupnih brojeva zametaka, rano i kasno odbacéenih (resorbiranih) zametaka,
uginulih fetusa i1 zivih fetusa u oba roga maternice 19. odnosno 20. dana skotnosti/trajanja
pokusa.

Nije bilo u¢inaka izloZenosti kadmiju ni u jednom od provedenih pokusa (Pokusi 1-3)
na broj zutih tijela u jajnicima, ukupan broj zametaka te broj rano i kasno odbacenih
zametaka. Broj rano odbacenih zametaka nije bio ve¢i od 2, broj kasno odbacenih zametaka
nije bio veci od 1 i broj uginulih fetusa nije bio veéi od 1 (Pokusi 1-3). Ukupan broj zametaka
odgovarao je ukupnom broju zivih fetusa i ukupnom zbroju zutih tijela u oba jajnika svake

Stakorice. Nije bilo razlika izmedu izloZenih i kontrolnih Stakorica.
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Tablica 11. Prosje¢ne vrijednosti ukupnih brojeva zutih tijela u jajnicima, svih zametaka, rano i kasno odbacenih (resorbiranih) zametaka te
uginulih 1 zivih fetusa u oba roga maternice Stakorica posljednjeg dana peroralnog izlaganja kadmiju (50 mg Cd/l u obliku klorida) u vodi za pice
u skotnih Stakorica izloZenih od 1. do 19. odnosno 20. dana skotnosti

oy |y DIV PRI SR S0 ukapanor
jajnik  Lijevi jajnik zametaka sametaka sametaka fetusa Zivih fetusa
Pokus 1
Kontrola 3 6 (4-7) 9 (8-10) 12 (11-19) 0 (0-2) 0 0 12 (11-17)
IzloZene 3 %5 (4-5) % (4-8) 12 (11-13) 1(1-1) 0 0 11 (11-12)
Pokus 2
Kontrola 9 5 (0-8) 5 (2-9) 9 (4-12) 0 (0-2) 0 1(1-1) 9 (4-11)
IzloZene 11 6 (3-8) 5 (0-8) 9 (2-11) 1(0-2) 0 (0-1) 0 (0-1) 8 (2-11)
Pokus 3
Kontrola 14 8 (5-10) 6 (2-8) 12 (4-15) 0 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-1) 12 (4-15)
IzloZene 10 7 (5-12) 8 (3-10) 11 (8-16) 0 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-1) 11 (8-16)

Rezultati su prikazani kao medijan s rasponom najmanje do najvece vrijednosti u zagradi.
a
N=2.



4.2. Kadmij i esencijalni mikroelementi u $takorici i fetusu

4.2.1. Koli¢ine kadmija u unutrasnjim organima Stakorica, posteljici i fetusu

Rezultati analiza koncentracija kadmija u krvi i koli¢ina kadmija u unutrasnjim organima
skotnih i neskotnih $takorica, jetri i bubregu te posteljici i fetusu posljednjeg dana peroralnog
izlaganja kadmiju (50 mg Cd/I u obliku klorida) u vodi za pic¢e su prikazani u tablici 12.

U sva tri pokusa (Pokusi 1-3), peroralna izlozenost kadmiju tijekom 19 odnosno 20
dana u skotnih i 20 dana u neskotnih Stakorica je bila povezana s visSestruko (do 100 puta)
vec¢im koncentracijama kadmija u krvi svih izloZenih Stakorica u odnosu na kontrole. U jetri i
bubregu izloZenih skotnih i neskotnih Stakorica nadene su i do nekoliko stotina puta vece
koli¢ine kadmija u odnosu na odgovaraju¢e kontrolne vrijednosti. Koli¢ine kadmija u
posteljici izloZenih Stakorica su bile do nekoliko tisu¢a puta veée u odnosu na kontrolne
vrijednosti. U fetusu izlozenih majki nadene su takoder statisticki znacajno veée koli¢ine
kadmija od kontrolnih vrijednosti.

Nakon provedene dvosmjerne analize varijance (two-way ANOVA) i Tukeyevog post
hoc HSD testa u Pokusu 3 je naden uc¢inak kadmija na poviSene koncentracije kadmija u krvi
svih izloZenih Stakorica (Fuginak kadmia=508; P<0,001). Takoder je naden ucinak skotnosti na
poviSene koncentracije kadmija u krvi u svih Stakorica bez obzira na izloZzenost kadmiju
(Fuginak skotnosi=27,1; P<0,001). Znacajna interakcija ucinaka kadmija i skotnosti pokazuje da
je povecana koncentracija kadmija u krvi bila izrazenija u izlozenih skotnih nego u izloZenih
neskotnih Stakorica (Fkadmij x skotnost=26,6; P<0,001). Naden je u€inak kadmija na povecanja
koli¢ina kadmija u jetri (Fusinak kadmija=0844; P<0,001) i bubregu (Fucinak kadmija=7745;
P<0,001). Znacajne interakcije uc¢inaka kadmija i skotnosti na povecanja koli¢ina kadmija u
jetri (Fkagmij x skomost =22,0; P<0,001) i u bubregu (Fkadmij x skotnost=7,48; P<0,009) pokazuju da
je 1zloZenost kadmiju jace utjecala na povecanje koli¢ina kadmija u jetri 1 bubregu izloZenih

skotnih nego izloZenih neskotnih $takorica (tablica 12, Pokus 3).
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Tablica 12. Koncentracija kadmija u krvi i koli¢ine kadmija u unutra$njim organima
Stakorice, jetri i bubregu te posteljici 1 fetusu Stakorica posljednjeg dana peroralnog izlaganja
kadmiju (50 mg Cd/l u obliku klorida) u vodi za pi¢e u skotnih Stakorica izloZzenih od 1. do
19. odnosno 20. dana skotnosti i u neskotnih Stakorica izlozenih pod jednakim uvjetima
tijekom 20 dana

Koncentracija kadmija u krvi i koli¢ine kadmija u tkivima

Pokus/ Krv Jetra Bubreg Posteljica Fetus
; N

skupina (ng/ml) (ng/g mase svjezeg tkiva)

Pokus 1

Kontrola 3 %0,350+0,071  31,0+14,1 53,1+10,3 1,80+0,529  1,47+1,17

Izlozene 3 *153+11,9 2517+454*%  4680+850%  248+723%  2,00+0,755

Pokus 2
0,165+0,124 60,0+73,6

Kontrola 9 0,141 17,9 455 4,73 0,953
(0,031-0,391)  (14,3-212) (25,0-250)  (0,784-58,9)  (0,413-7,15)
15,5+2,55 44961408

IzloZene 11 15,7 3997** 4490** 377** 1,57%*
(11,8-19,6)  (2518-6758)  (2882-7159)  (320-589)  (1,26-2,44)

Pokus 3
0,277+0,178

Kontrola 14 0,320° 6,19 15,3 ®0,209 0,191
(0,000-0,515)  (3,07-8,66)  (12,3-35,4)  (0,000-1,07) (0,032-0,982)
18,242,47

IzloZene 10 18,3*" 4478** 8357** 434** 0,726**
(14,1-22,6)  (3912-9082)  (6908-9241)  (363-483)  (0,417-2,21)

Kontrola 0,246+0,128 8,61+1,47

= neskotne 0,176 9,28 18,0 - -
(0,151-0,452)  (6,42-10,1)  (17,7-27.8)

. 11,5+2,63 34394404

Izlozene 1515 3390 §247% - -

- neskotne (6,99-15,0)  (2785-4121)  (5043-9228)

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija i kao medijan s rasponom najmanje do
najvece vrijednosti u zagradi za normalno distribuirane podatke te samo kao medijan s rasponom najmanje do
najveée vrijednosti u zagradi za nenormalno distribuirane podatke. °N=2, °N=13.

*U Pokusu 1 koncentracija kadmija u krvi je mjerena nakon pripreme uzoraka kao i za ostala tkiva i radi toga su
vrijednosti izraZzene kao koli¢ine u ng/g mase svjezeg tkiva.

*Statisticki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izloZene i kontrolne skupine testirana Studentovim t-testom za
normalno distribuirane podatke.

**Statisticki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izloZene i kontrolne skupine testirana Wilcoxon-Mann-Whitney
testom za nenormalno distribuirane podatke.

*IStatisticki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izloZene i kontrolne skupine testirana Studentovim t-testom s
korekcijom po Satterthwaiteu za nejednake varijance.

“Statisti¢ki znacajan u¢inak skotnosti (P<0,05) testiran dvosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Tukeyevim
post hoc HSD testom.
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4.2.2. Kolic¢ine Zeljeza u unutra$njim organima Stakorica, posteljici i fetusu

Tablica 13. prikazuje nalaze koli¢ina Zeljeza u unutra$njim organima skotnih i neskotnih
Stakorica, jetri i bubregu te posteljici i fetusu posljednjeg dana izlaganja kadmiju.

U unutra$njim organima izlozenih skotnih Stakorica, u jetri (Pokus 3) i u bubregu
(Pokusi 2 i 3), nadene su znacajno manje koli¢ine Zeljeza u odnosu na kontrolne vrijednosti.
U Pokusima 2 i 3 su takoder nadene statisticki zna¢ajno manje koli¢ine Zeljeza u fetusu, a nije
bilo razlika u koli¢ini Zeljeza u posteljici.

Nakon provedene dvosmjerne analize varijance (two-way ANOVA) i Tukeyevog post
hoc HSD testa u Pokusu 3 je naden je u¢inak kadmija na snizenja koli¢ina Zeljeza u jetri
(Fuginak kadmija=5,51; P<0,024) i u bubregu (Futinak kadmija=17,9; P<0,001). Takoder je naden i
ucinak skotnosti na snizenja koli¢ina zeljeza u jetri (Fuginak skotmosti=107; P<0,001) i u bubregu
(Futinak skotnosi=41,1; P<0,001). Znacajna interakcija u¢inaka kadmija i skotnosti pokazuje da
je izloZenost kadmiju jace utjecala na sniZenja koli¢ina Zeljeza u jetri (Fkadmij x skotnost=8,99;
P<0,006) i bubregu (Fkadmij x skotnost=5,52; P<0,024) u izlozenih skotnih nego u izlozenih
neskotnih $takorica (tablica 13, Pokus 3).

4.2.2.1. Hematokrit u Stakoricama i fetusima

Vrijednosti hematokrita u skotnih Stakorica, fetusa 1 u neskotnih Stakorica posljednjeg dana
izlaganja kadmiju su prikazane u tablici 14. Peroralna izloZenost kadmiju tijekom 19 odnosno
20 dana skotnosti nije utjecala na vrijednosti hematokrita u $takorica. U Pokusu 2 je naden
viS§i hematokrit u fetusima izloZenih S$takorica u odnosu na vrijednosti u neizloZenih,
kontrolnih $takorica, no u Pokusu 3 nije potvrdena ta razlika. U neskotnih Stakorica nije bilo
razlika u vrijednostima hematokrita.

Wilcoxon-Mann-Whitneyevim testom je utvrden ucinak skotnosti na snizenje

prosje¢nog hematokrita u Stakorica bez obzira na izloZenost kadmiju (tablica 14, Pokus 3).
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Tablica 13. Koli¢ine Zeljeza u unutra$njim organima Stakorice, jetri i bubregu te posteljici i
fetusu Stakorica posljednjeg dana peroralnog izlaganja kadmiju (50 mg Cd/l u obliku klorida)
u vodi za pice u skotnih Stakorica izloZenih od 1. do 19. odnosno 20. dana skotnosti i u
neskotnih §takorica izloZenih pod jednakim uvjetima tijekom 20 dana

Koli¢ine Zeljeza

Pokus/ Jetra Bubreg Posteljica Fetus
. N
skupina (ug/g mase svjezeg tkiva)
Pokus 1
Kontrola 3 167+34,4 98,3+25,1 95,0+13,0 58,0+8,89
Izlozene 3 153+21,8 87,749,50 89,7+26,1 47,3+8,50
Pokus 2
101+£12.5 125+18,5 66,0+£9,38
(130-620) (78,4-118) (85,6-153) (52,1-83,7)
%67,1+12,6 123+19,7 52,9+10,5
Izlozene 11 127 70,3* 126 52,2*
(94,5-602) (48,7-86,8) (86,3-152) (32,1-66,4)
Pokus 3
188+57.6 95,9+13,6 107£12,1
187° 97,1 107 61,1
Kontrola 14 ' ’
(114-313) (68,6-117) (91,3-133) (44,0-67,7)
98,8+14,7 60,3+8,65 102+13.5
IzZloFene 10 08,8+ 58,5%" 105 44,6**
(70,9-117) (44,8-74,6) (70,6-116) (33,0-55,5)
Kontrola 5 348 117 B B
-neskotne (157-380) (98,1-205)
IZlOiekne 15 320 108 B -
~heskotne (257-398) (81,5-239)

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija i kao medijan s rasponom najmanje do
najvece vrijednosti u zagradi za normalno distribuirane podatke te samo kao medijan s rasponom najmanje do
najveée vrijednosti u zagradi za nenormalno distribuirane podatke. *N=8.

*Statisticki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izloZene i kontrolne skupine testirana Studentovim t-testom za
normalno distribuirane podatke.

**Statisticki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izlozene i kontrolne skupine testirana Wilcoxon-Mann-Whitney
testom za nenormalno distribuirane podatke.

*IStatisti¢ki znadajna razlika (P<0,05) izmedu izloZene i kontrolne skupine testirana Studentovim t-testom s
korekcijom po Satterthwaiteu za nejednake varijance.

“Statisti¢ki znagajan u¢inak skotnosti (P<0,05) testiran dvosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Tukeyevim
post hoc HSD testom.
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Tablica 14. Vrijednosti hematokrita u skotnih Stakorica i njihovih fetusa odredeni posljednjeg
dana izlaganja kadmiju (50 mg Cd/l u obliku klorida) u vodi za pi¢e u skotnih Stakorica
izlozenih od 1. do 19. odnosno 20. dana skotnosti i u neskotnih Stakorica izloZzenih pod
jednakim uvjetima tijekom 20 dana

Hematokrit (%)

Pokus/ N Stakorice N Fetusi
skupina
Pokus 2
36,1+4,32 32,3+4,42
Kontrola 8 37,5 9 32,0
(28,0-40,0) (25,5-38,0)
36,1+£1,96 36,0+2,39
Izlozene 11 36,5 11 36,0*
(33,5-39,5) (25,5-39,0)
Pokus 3
Kontrola 12 37,8' 8 45,5
(33,0-40,0) (31,0-53,0)
10 -
IzloZene 355" 10 41,0
(26,5-39,5) (33,5-50,0)
Kontrola 4 39,5 3
-neskotne (36,0-44,0)
IZIOiene 14 43 3

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina =+ standardna devijacija i kao medijan s rasponom najmanje do
najvece vrijednosti u zagradi za normalno distribuirane podatke te samo kao medijan s rasponom najmanje do
najvece vrijednosti u zagradi za nenormalno distribuirane podatke.

*Statisti¢ki znaCajna razlika (P<0,05) izmedu izloZene i kontrolne skupine testirana Studentovim t-testom.
‘Statisticki znatajan uginak skotnosti (P<0,05) testiran Wilcoxon-Mann-Whitneyevim testom.
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4.2.3. Koli¢ine cinka u unutra$njim organima Stakorica, posteljici i fetusu

Na tablici 15. su prikazani nalazi koli¢ina cinka u unutra$njim organima skotnih i neskotnih
Stakorica, jetri i bubregu te posteljici i1 fetusu posljednjeg dana izlaganja kadmiju.

U Pokusu 3 su koli¢ine cinka bile vise u jetri izloZenih skotnih i neskotnih Stakorica u
odnosu na pripadajuce kontrolne skupine, a u izlozenih skotnih $takorica su bile nize koli¢ine
cinka u bubregu. U izloZenih Stakorica su koli¢ine cinka bile nize u posteljici (Pokusi 1-3) i u
fetusu (Pokusi 1 i 2) u odnosu na vrijednosti u kontrolnim Stakoricama.

Dvosmjernom analizom varijance (two-way ANOVA) i Tukeyevim post hoc HSD
testom u Pokusu 3 je naden ucinak kadmija na poviSenje koli¢ine cinka u jetri (Fuginak
kadmija=29,4; P<0,001) i snizenje koli¢ine cinka u bubregu (Fuginak kadmiia=52,10; P=0,029).
Znacajna interakcija u€inaka kadmija 1 skotnosti pokazuje da je izlozenost kadmiju jace
utjecala na snizenje koli¢ine cinka u bubregu izlozenih skotnih nego izlozenih neskotnih

§tak0rlca (FKadm” X skotnost:9,43; P<0,004) (tabllca 15, POkUS 3)

4.2.4. Koli¢ine bakra u unutras$njim organima Stakorica, posteljici i fetusu

Koli¢ine bakra u unutrasnjim organima Stakorica, jetri i bubregu te posteljici i fetusu
posljednjeg dana pokusa su prikazane u tablici 16. Peroralna izloZenost kadmiju tijekom 19
odnosno 20 dana skotnosti odnosno 20 dana u neskotnih $takorica nije utjecala na koli¢ine
bakra u jetri, posteljici i fetusu (Pokusi 1-3). U bubregu izlozenih skotnih $takorica je nadena
manja koli¢ina bakra nego u kontrolnih stakorica (Pokus 3).

Nakon provedene dvosmjerne analize varijance (two-way ANOVA) i Tukeyevog post
hoc HSD testa u Pokusu 3 je naden ucinak skotnosti na smanjenje koli¢ine bakra u jetri
(Fucinak skotnosti=28,9; P<0,001) i poveéanje koli¢ine bakra u bubregu (Fucinak skotmosti=39,2;
P<0,001). Znacajna interakcija ucinaka kadmija i skotnosti u bubregu pokazuje da je
1zloZzenost kadmiju jaCe utjecala na smanjenje koli¢ine bakra u bubregu izloZenih skotnih

nego izlozenih neskotnih $takorica (Fkadmij x skotnost=6,33; P<0.016) (tablica 13, Pokus 3).
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Tablica 15. Koli¢ine cinka u unutra$njim organima Stakorice, jetri i bubregu te posteljici i
fetusu posljednjeg dana peroralnog izlaganja kadmiju (50 mg Cd/l u obliku klorida) u vodi za
pi¢e u skotnih $takorica izloZenih od 1. do 19. odnosno 20. dana skotnosti i u neskotnih
Stakorica izlozenih pod jednakim uvjetima tijekom 20 dana

Kolic¢ine cinka

Pokus/ N Jetra Bubreg Posteljica Fetus
skupina (ng/g mase svjezeg tkiva)
Pokus 1
Kontrola 3 #18,8+5,33 18,4+1,37 11,9+0,751 11,3£2,02
IzloZene 3 23,2+1,30 17,0+1,44 9,97+0,572* 6,44+1,65*
Pokus 2
Kontrola 9 32,9 27,0 14,1 17,0
(29,4-33,9) (23,4-30,9) (11,5-14,8) (12,8-29,9)
IzloZene 33,1 25,3 13,2 15,1**
11
(31,6-38,4) (22,6-93,2) (11,8-14,4)** (11,8-16,3)
Pokus 3
35,8+1,83 30,3£1,35 15,1+0,605 22,7+£2,51
Kontrola 14 36,1 30,4° 15,2 23,0
(31,6-38,6) (27,9-32,6) (13,8-16,2) (17,0-25,7)
40,7+1,61 27,3+1,81 14,240,518 22.2+1,52
IzloZene 10 40,4* 27 4% 14,2* 225
(37,6-43,8) (23,8-30,0) (13,3-15,0) (20,2-25,1)
Kontrola 37,6£2,66 28,6+0,914
-neskotne > 37.8 28,4 B -
(33,8-41,0) (27,7-30,0)
Lo 41,142,90 29,0+2,13
e, 14 e : :
(36,7-47,7) (25,9-34,0)

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija i kao medijan s rasponom najmanje do
najvece vrijednosti u zagradi za normalno distribuirane podatke te samo kao medijan s rasponom najmanje do
najveée vrijednosti u zagradi za nenormalno distribuirane podatke. *N=2.

*Statisticki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izlozene i kontrolne skupine testirana Studentovim t-testom za
normalno distribuirane podatke.

**Statisticki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izlozene i kontrolne skupine testirana Wilcoxon-Mann-Whitney
testom za nenormalno distribuirane podatke.

“Statisticki znacajan u¢inak skotnosti (P<0,05) testiran dvosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Tukeyevim
post hoc HSD testom.
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Tablica 16. Koli¢ine bakra u unutra$njim organima S$takorice, jetri i bubregu te posteljici i
fetusu posljednjeg dana peroralnog izlaganja kadmiju (50 mg Cd/l u obliku klorida) u vodi za
pi¢e u skotnih Stakorica izloZzenih od 1. do 19. odnosno 20. dana skotnosti i u neskotnih
Stakorica izlozenih pod jednakim uvjetima tijekom 20 dana

Koli¢ine bakra

Pokus/ Jetra Bubreg Posteljica Fetus
. N
skupina (ng/g mase svjezeg tkiva)
Pokus 1
Kontrola 3 3,11+0,573 29,1+8,62 2,06+0,140 1,71+0,643
1zlozene 3 10,0+10,4 17,4+2,73 6,03+6,45 1,45+0,545
Pokus 2
5,33+0,319 22,5 +7,67 3,42+0,310 2,03+0,547
Kontrola 9 5,43 21,3 3,41 1,92
(4,94-5,75) (7,73-35,0) (2,85-3,78) (1,35-3,12)
5 5,54+0,568 20,5+6,29 3,09+0,732 1,84+0,484
[zloZene 11 5,58 19,5 2,97 1,89
(4,69-6,68) (8,43-30,2) (1,83-4,50) (1,05-2,39)
Pokus 3
6,21+0,311 28,9+6,37 6,050,949 2,38+0,276
Kontrola 14 6,19° 29,1° 6,11 2,42
(5,84-6,73) (20,2-44,3) (4,23-7,19) (1,95-2,85)
5 6,24+0,305 23,1+4,05 5,83+0,789 2,33+0,206
Izlozene 10 6,19 23,7%% 5,86 2,32
(5,73-6,75) (15,7-27,5) (4,68-6,76) (1,95-2,64)
14,4+3,05
Seskore 56T 14.2 - -
(6,65-6,88) (11,3-17,9)
IzloZene 16,9+4.56
- neskotne 14 6,87 17,6 _ _
(6,52-8,58) (9,65-26,3)

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija i kao medijan s rasponom najmanje do
najvece vrijednosti u zagradi za normalno distribuirane podatke te samo kao medijan s rasponom najmanje do
najvece vrijednosti u zagradi za nenormalno distribuirane podatke.

*Statisticki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izloZene i kontrolne skupine testirana Studentovim t-testom za
normalno distribuirane podatke.

“Statisti¢ki znagajan u¢inak skotnosti (P<0,05) testiran dvosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Tukeyevim
post hoc HSD testom.

90



4.3. Steroidni hormoni u serumu i posteljici Stakorica

Tablica 17. prikazuje koli¢ine progesterona i testosterona u posteljicnom tkivu i serumu
Stakorica posljednjeg dana peroralnog izlaganja kadmiju u vodi za pi¢e (50 mg Cd/l u obliku
klorida) u Stakorica izlozenih 19 odnosno 20 dana tijekom skotnosti. Analize su provedene
metodom IEMA u sva tri pokusa, a u posteljicnom tkivu jo§ i metodom ELISA u tre¢em
pokusu (Pokus 3).

Rezultati dobiveni metodom IEMA su pokazali nepromijenjene koli¢ine progesterona i
testosterona u posteljici izloZenih Stakorica u preliminarnom pokusu (Pokus 1) i u Pokusu 3.
lako su u Pokusu 2 nadene povise koli¢ine progesterona i snizene koli¢ine testosterona u
posteljici Stakorica izlozenih kadmiju u odnosu na kontrolne Stakorice, te se razlike nisu
ponovile u tre¢em pokusu, ni metodom IEMA ni metodom ELISA za koli¢ine obaju
steroidnih hormona u posteljicnom tkivu. Dobivene vrijednosti progesterona i testosterona u
tkivu posteljice mjerene odvojeno metodama IEMA i ELISA su usporedivane testom linearne
korelacije po Pearsonu, kako je prikazano grafi¢ki na slici 5. Nadena je statisticki znacajna
podudarnost (P=0,0001) za izmjerene vrijednosti obaju steroidnih hormona dvjema metodama
s koeficijentima korelacije koji su iznosili 0,74 za progesteron i 0,90 za testosteron.

Nisu pronadene ni razlike u koncentracijama progesterona i testosterona u serumu
Stakorica metodom IEMA izmedu izlozenih i kontrolnih Stakorica 20. dana peroralnog

izlaganja kadmiju tijekom skotnosti (tablica 17, Pokus 3).
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Tablica 17. Koli¢ine progesterona i testosterona u posteljicnom tkivu izmjerene
imunokemijskim metodama IEMA 1 ELISA i u serumu izmjerene metodom IEMA
posljednjeg dana peroralnog izlaganja kadmiju (50 mg Cd/l u obliku klorida) u vodi za pi¢e u

Stakorica izlozenih 19 odnosno 20 dana tijekom skotnosti

Pokus/
skupina N Progesteron Testosteron
Koli¢ina u posteljici (ng/g mase svjezeg tkiva)
Pokus 1 IEMA
Kontrola 3 11,9+1,67 5,37+1,55
1zlozene 3 15,6291 3,95+0,638
Pokus 2 IEMA
Kontrola 9 6,30+3,29
5,54 (3,21-12,0) 4,39 (3,04-7,06)
IzloZene 11 9,91+2,15
10,9 (6,41-12,8)* ®3,09 (2,60-6,48)**
Pokus 3 IEMA
2,04+0,881
Kontrola 13 8,83 (5,62-16,8) 1,71 (0,906-3,74)
2,070,583
Izlozene 10 9,46 (6,73-13,2) 2,02 (1,19-3,31)
Pokus 3 ELISA
12,5+3,16 3,11+1,47
Kontrola 13 13,0 (7,40-18,0) 2,91 (0,89-5,09)
Izlosene 10 11,3+1,77 3,06+0,74
11,3 (8,15-13,5) 3,22 (1,39-4,10)
Koncentracija u serumu (ng/ml)
Pokus 3 IEMA
136+38,6
Kontrola 14 137 (70,1-203) 0,683 (0,519-1,25)
126+25,1
1zlozene 10

115 (97,5-164)

0,698 (0,571-0,995)

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija i kao medijan s rasponom najmanje do
najvece vrijednosti u zagradi za normalno distribuirane podatke te samo kao medijan s rasponom najmanje do
najveée vrijednosti u zagradi za nenormalno distribuirane podatke. *N=8, °N=10.

*Statisticki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izlozene i kontrolne skupine testirana Studentovim t-testom za
normalno distribuirane podatke.
**StatistiCki znacajna razlika (P<0,05) izmedu izlozene i kontrolne skupine testirana Wilcoxon-Mann-Whitney

testom za nenormalno distribuirane podatke.
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Slika 5. Koli¢ine steroidnih hormona progesterona i testosterona u posteljicama svih $takorica
neovisno o izlaganju kadmiju izmjerene dvjema imunokemijskim metodama, IEMA i ELISA, i
usporedene testom linearne korelacije po Pearsonu kojim su pokazane statisticki znacajne
podudarnosti (P=0,0001) upotrijebljenih metoda prilikom mjerenja obaju vrsta posteljicnih
steroidnih hormona.
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5. RASPRAVA

U ovom su istrazivanju procjenjivani ucinci peroralne izlozenosti kadmiju tijekom graviditeta
na funkcije posteljice u prijenosu mikronutrijenata od majke do fetusa i sintezi steroidnih
hormona u posteljici. Obje vrste funkcija su neophodne za odrzavanje trudnoée i prehranu
fetusa kako bi se osigurao normalan rast i razvoj ploda in utero (Hendrickx i Houston, 1970;
Magos i Webb, 1983; Pasqualini i Kincl, 1985; Piasek i sur., 2007; Furukawa i sur., 2011).
Takvih podataka o kadmiju, neizbjeznom onecis¢ivaci ljudskog okoli$a, u uvjetima njegovog
najéeSéeg puta izloZenosti za opce stanovniStvo per 0s, hranom i vodom, kakav smo
primijenili u ovom istrazivanju rabec¢i odabrane pokazatelje do sada nema u literaturi.

Istrazivanje je provedeno u tri pokusa na spolno zrelim pokusnim Stakoricama Wistar
(ukupno 106 Stakorica) s jednim preliminarnim (pilot) istrazivanjem i nakon toga u dva
pokusa u nizu (na ukupno 86 Stakorica). Sve analize su provedene na dan usmréenja pri kraju
skotnosti i, osim pracenja unosa pica, hrane i tjelesnih masa Stakorica, ostali pokazatelji su
odredeni jednokratno i1 presjeCno. Rezultati i provedene statisticke obrade podataka su
prikazani unutar pojedinih pokusa, a istovjetni nalazi nisu zbrajani, niti su statisti¢ki testirane
razlike istovjetnih skupina nalaza izmedu pojedinih pokusa. Konacne zakljucke ovog
istrazivanja temeljimo na rezultatima zadnjeg pokusa u nizu (Pokus 3), u ¢ijoj smo
provedbi i obradi rezultata iskoristili iskustva ste¢ena tijekom prethodnih pokusa u
poboljSanju metoda pripreme uzoraka za analize elemenata u krvi, unutrasnjim organima
Stakorica, posteljicama 1 fetusima te steroidnih hormona progesterona 1 testosterona u
posteljicama 1 serumu (Mikoli¢ 1 sur., 2014).

Novi aspekti ovog istrazivanja su bila mjerenja koli¢ina najvaznijih esencijalnih
mikroelemenata u organizmu buduée majke ukljucujuéi posteljicu i fetus, koji je prvi okoli§
razvoja i rasta novog organizma in utero. Koli¢ine tih mikroelemenata smo usporedili s
nalazima u organizmu neskotne Stakorice jednake dobi i izlozene kadmiju pod jednakim
uvjetima. Pored toga su odredivane 1 koli¢ine steroidnih hormona progesterona 1 testosterona
u posteljici i serumu neposredno prije roka okocenja kako bi se procijenile moguée opasnosti

na steroidogenezu u uvjetima peroralne izlozenosti kadmiju tijekom trudnoce.
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O ulincima peroralne izloZenosti kadmiju na opcée zdravlje izloZene Stakorice

Citavo vrijeme tijekom izlaganja kadmiju u uvjetima primijenjenim u istraZivanju nije bilo
znakova ozbiljnih op¢ih toksi¢nih ucinaka u izloZenih Stakorica, $to je bilo u sukladnosti s
ocekivanim nalazima. To je utvrdeno pradenjem opceg zdravstvenog stanja, izgleda i
ponasanja zivotinja u kavezima 1 mjerenjima prosjeCnog prirasta tjelesne mase te
svakodnevnog unosa krmiva i tekucine za napajanje po pokusnim skupinama.

Naden smanjeni unos tekucine za napajanje u izlozenih Stakorica je takoder oCekivan i
u sukladnosti s prije opisanim nalazima smanjenog unosa pi¢a pod sliénim uvjetima
izlozenosti kadmiju u Stakorica pri dozama od 50 do 180 mg/l (Sowa i Steibert, 1985;
Baranski, 1987; Sorell 1 Graziano, 1990; Kostial i sur., 1993; Schonwald, 1993; Samuel i sur.,
2011). Taj se nalaz djelomice moze pripisati promijenjenim organoleptickim svojstvima
teku¢ine za napajanje izlozenih Stakorica. Medutim, uzevs$i u obzir podatke u literaturi i
povezujuci nalaz smanjenog unosa tekuéine za napajanje i povecane mase svjezeg bubrega u
izloZenih skotnih Stakorica u zadnjem pokusu (Pokus 3), moglo bi se pretpostaviti da takav
rezultat upucuje 1 na prve znakove nefrotoksi¢nih ucinaka kadmija. Naime, smanjeni unos
tekucine za napajanje i povecana svjeza masa bubrega kao i u Pokusu 3 su opisani pored, koji
puta i smanjenog prirasta ukupne tjelesne mase, nakon 12-tjedne izloZenosti dozi od 50 mg
Cd/l u neskotnih Stakorica (Brzoska i sur., 2003) ili sedmodnevne izloZenosti dozi od 100 mg
Cd/l u muZzjaka Stakora (Novelli 1 sur., 1998). Iako je poznato, kako je istaknuto 1 u Uvodu, da
1zlozenosti kadmiju (Johri 1 sur., 2010; Ginsberg, 2012), kao i da je tijekom graviditeta
povecana opasnost od nefrotoksi¢nih u¢inaka kadmija zbog njegove povecane mobilizacije
ako su u jetri prije skotnosti pohranjene vecée koli¢ine kadmija (Chan i Cherian, 1993; Chan i
sur., 1993), smatramo da se u ovom istrazivanju mogu iskljuciti Stetni ucinci kadmija na
glomerularnu filtraciju kao 1 oSteCenja bubrega. To temeljimo na opazanjima da su sve
Zivotinje bile dobrog opceg stanja i izmjerene koli¢ine kadmija u bubregu izloZenih skotnih
Stakorica su bile 7 do 9 pg/g mase svjezeg tkiva $to je daleko ispod procijenjene koli¢ine od
200 pg/g mase svjezeg tkiva u kori bubrega koja se danas smatra kritichom za pojavu
proteinurije kao pouzdanog bioloskog biljega ozbiljnog oSte¢enja bubreznih funkcija

(ATSDR, 2012).
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O perinatalnim ucincima kadmija na broj potomaka i njihove tjelesne mase

U ovom istrazivanju takoder nisu nadeni ucinci peroralne izlozenosti kadmiju tijekom
skotnosti na prosjecan broj zametaka i nije bilo uéinaka na prosjec¢an broj Zivih fetusa u
leglu. Taj nalaz je u sukladnosti s naSim prijaSnjim rezultatima pri jednakoj dozi izlozenosti
od 50 mg Cd/l (Schonwald, 1993; Piasek i sur., 1996a; 1996b) i s rezultatima drugih autora
koji nisu nasli Stetne ucinke kadmija na veli¢inu legla nakon izlozenosti Stakorica tijekom
skotnosti teku¢inom za napajanje u rasponu doza od 30 do 180 mg Cd/I (Petering i sur., 1979;
Sowa i Steibert, 1985; Baranski, 1987; Sorell i Graziano, 1990; Ronco i sur., 2009; 2011,
Castillo i sur., 2012) odnosno krmivom u dozama od 10 mg Cd/kg (Blanusa i sur., 1993;
Schonwald, 1995) i 200 mg Cd/kg hrane (Pond i Walker, 1975).

Sto se ti¢e perinatalnih u¢inaka kadmija na tjelesne mase potomaka, dosadasnja
istrazivanja na Stakorima i miSevima su pokazala da peroralna izlozenost majke kadmiju prije
i/ili tijekom skotnosti moze izazvati fetotoksi¢ne ucinke, koji se mogu ocitovati smanjenom
tjelesnom masom fetusa odnosno mladunaca razliite dobi nakon okocenja (u: ATSDR,
2012). Smanjene tjelesne mase fetusa ili mladunaca su nadene nakon peroralne izloZenosti
Stakorica kadmiju u tekucini za napajanje prije i/ili tijekom skotnosti u dozama od 8,4 do 34,4
mg/l (Kelman i sur., 1978; Petering i sur., 1979; Ali i sur., 1986), 50 mg/l (Sorell i Graziano,
1990; Ronco i sur., 2009) i od 60 do 180 mg/l (Baranski, 1987; Sorell i Graziano, 1990).
Opisano je 1 da je izloZenost pokusnih miSica kadmiju tijekom skotnosti u dozi od 10 do 40
mg/l u tekuéini za napajanje bila povezana sa smanjenim tjelesnim masama mladunaca
(Webster 1 sur., 1978). Smanjene tjelesne mase mladunaca su nadene nakon izlozenosti
Stakorica kadmiju prije 1 tijekom skotnosti i dojenja u dozi od 10 mg/kg krmiva i s dostatnom,
i sa smanjenom Koli¢inom zeljeza u krmivu (Blanusa i sur., 1993; Schonwald, 1995), nakon
1zloZenosti Stakorica kadmiju tijekom skotnosti u dozi od 200 mg/kg krmiva (Pond 1 Walker,
1975) 1 nakon izloZenosti pokusnih miSica prije 1 tijekom skotnosti 1 dojenja dozi od 50 mg
Cd/kg u krmivu (Whelton i sur., 1988). U prethodnim istraZivanjima u jedinici u kojoj je ovaj
rad izraden takoder su nadene smanjene tjelesne mase mladunaca na dan okocenja (0. dan) te
11.121. dan nakon okocenja kao posljedica izloZenosti Stakorica dozi od 50 mg Cd/l prije i/ili
tijekom skotnosti 1 dojenja u ukupnom trajanju od 6 ili 10 tjedana (Schonwald, 1993; Piasek i
sur., 1996a; 1996b). Medutim, u jednom od tih istrazivanja (Kostial i sur., 1993), pri
izlozenosti jednakoj dozi od 50 mg Cd/l, koja je trajala i prije i tijekom skotnosti i dojenja
(ukupno 10 tjedana) nisu nadene smanjene tjelesne mase mladuncadi neposredno nakon

okocenja ve¢ tek 21. dan nakon okocenja i to se zadrZzalo mjesec dana nakon prestanka
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izloZenosti kadmiju. Istodobno su sli¢ne nalaze objavili Gupta i suradnici (1993) u Stakorica
izlozenima dozi od 50 mg Cd/l tijekom skotnosti i do 21. dana dojenja, pri ¢emu je do
smanjenja tjelesnih masa mladuncadi doslo tek 7., 14. i 21. dana nakon okocenja, ali ne 1
neposredno nakon okocenja. Smanjene tjelesne mase mladuncadi 10. 1 21. dana nakon
okoc¢enja uocili su Samuel i suradnici (2011) nakon izlozenosti Stakorica kadmiju u dozama
od 50 i 200 mg/l od 10. do 22. dana skotnosti. Svi ti nalazi su u sukladnosti s naSim
rezultatima.

Uzevsi u obzir prije opisane podatke u literaturi, rezultati ovog istrazivanja koji su
pokazali da nije bilo smanjenja broja fetusa i njihovih tjelesnih masa pri kraju skotnosti su u
sukladnosti s prijasnjim vlastitim nalazima istrazivatke skupine unutar koje je ovaj rad
izraden 1 koji su pokazali da nije bilo ucinaka na tjelesne mase mladunaca unutar 24 sata
nakon okocéenja zbog izloZenosti Stakorica jednakoj dozi od 50 mg Cd/l prije i tijekom
skotnosti i dojenja (Kostial i sur., 1993). Budu¢i da su istrazivackim protokolom sve skotne
zenke uspavane i njihovi plodovi (fetusi) uzorkovani carskim rezom kako bi se proucavale
funkcije posteljica, nakon Cega su Stakorice usmréene, u okviru ovog istrazivanja nismo pratili
postnatalno prezivljavanje kao ni prirast tjelesnih masa i stanje esencijalnih mikronutrijenata
nakon okocéenja. Te aspekte povezujemo s rezultatima vlastitih prethodnih istrazivanja u
Stakorica izloZenih prije i/ili tijekom skotnosti odnosno i nakon okocenja do odbijanja 21.
dana jednakoj dozi kadmija u vodi za pi¢e (Schonwald, 1993; Kostial i sur., 1993; Piasek i
sur., 1996a; 1996b; Kati¢ i sur., 2008; Mikoli¢ i Piasek, 2010; Mikoli¢ i sur., 2014; Piasek i
sur., 2014). Rezultati ovog istrazivanja su takoder u sukladnosti s nalazima drugih autora koji
su opisali nepromijenjene tjelesne mase fetusa i mladunaca neposredno nakon okocenja u
uvjetima izloZenosti dozama od 30 mg Cd/I tijekom skotnosti (Ronco i sur., 2011) i 50 mg
Cd/l tijekom 21 dana skotnosti (Sowa i Steibert, 1985) odnosno, kako je gore opisano,
tijekom skotnosti i dojenja (Gupta i sur., 1993).

Prosjecan unos kadmija u svim prijasnjim istrazivanjima u kojima nije bilo smanjenja
tjelesnih masa potomaka zbog izlozenosti majke je iznosio 5 do 6,3 mg/kg tjelesne mase
izloZene Stakorice na dan (Sowa i Steibert, 1985; Gupta i sur., 1993; Kostial i sur., 1993). To
odgovara procijenjenoj koliini prosjecnog unosa kadmija od 6,5 mg/kg tjelesne mase
izlozene skotne Stakorice na dan u nasem istrazivanju (Pokusi 2 i 3) izracunatoj na temelju
prosjecnog svakodnevnog unosa tekucéine za napajanje koja je sadrzavala otopinu kadmijevog
klorida u dozi od 50 mg Cd/l. Prosje¢na izracunata doza kadmija kojoj su Stakorice bile
izlagane tijekom ovog istrazivanja bez obzira na stanje skotnosti (Pokusi 2 i 3) je iznosila 7

(5,8 do 7,9) mg/kg tjelesne mase na dan. Imajuci na umu da je ZeluCanocrijevna apsorpcija
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kadmija u Stakorica do oko 3% i da se tijekom skotnosti povefa barem oko 2 puta
(Bhattacharyya, 1991), procijenjena Zelu€anocrijevna apsorpcija bi bila 6%, a izraunata
prosjecna koli¢ina kadmija koju je svaki dan unosila izloZzena skotna Stakorica u ovom
istrazivanju oko 0,1 mg na dan ili ukupno tijekom cijelog razdoblja izlaganja oko 2,0 mg. U
neskotnih Stakorica izracunat svakodnevni unos kadmija bi bio oko 0,06 mg na dan ili ukupno
oko 1,2 mg. Time smo potvrdili da je tijekom skotnosti dvostruko povecan prosjecan unos
kadmija kako je prije pokazano u pokusima na misicama (Bhattacharyya i sur., 1981; 1982;
1986; Bhattacharyya, 1991). Do sli¢nih zaklju¢aka su dosli Ronco i suradnici (2009) u
istrazivanju na pokusnim Stakoricama izlaganima dozi od 50 mgCd/l1 21 dan tijekom skotnosti
koji su izrac¢unali da je unos kadmija tijekom c¢itavog razdoblja skotnosti, uz apsorpciju od
10%, bio 2,5 mg.

Razli¢iti rezultati u€inaka peroralne izlozenosti kadmiju tijekom skotnosti na tjelesne
mase fetusa odnosno perinatalno izlozenih mladunaca Stakora i miSeva dobiveni u uvjetima
peroralne izlozenosti jednakim ili slicnim dozama kadmija kao i u ovom istrazivanju mogu se
protumaciti sljede¢im razlikama: razli¢itim duljinama i razdobljima izloZenosti s obzirom na
pocetak skotnosti (trajanje izloZenosti prije i tijekom skotnosti, samo tijekom skotnosti ili
izlozenost koja traje i nakon skotnosti), razlikama u sastavu krmiva koje se unosi u organizam
istodobno s kadmijem per o0s te razli¢itim vrstama i sojevima malih laboratorijskih glodavaca

u pojedinim pokusnim modelima in vivo.
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O nakupljanju kadmija i njegovim medudjelovanjima s esencijalnim
elementima tijekom skotnosti

Tijekom skotnosti, prijenos svih esencijalnih nutrijenata od majke do fetusa se odvija kroz
posteljicu 1 on se, zbog povecanih potreba fetusa, povecava prema kraju skotnosti (u:
Gambling i sur., 2003). To se moze povezati s fizioloSkim povecanjem broja korionskih resica
u posteljici tijekom skotnosti ¢ime je znatno povecana povrSina za prijenos nutrijenata i
razmjenu plinova izmedu majke i fetusa (Hendrickx 1 Houston, 1970; Magos i Webb, 1983;
Pasqualini 1 Kincl, 1985; Furukawa i sur., 2011). Kao §to je ve¢ istaknuto, osim prijenosa
esencijalnih elemenata tijekom graviditeta kroz posteljicu mogu pro¢i i neesencijalni, toksicni
elementi u razli¢itim koli¢inama ako su prisutni u maj¢inom krvotoku. Budu¢i da se veéina
kadmija nakuplja u posteljici, veoma mali udjel kadmija dospijeva do fetusa in utero, koji je u
skotnih pokusnih miSeva procijenjen na samo 0,001% ukupne peroralno unesene doze
kadmija (Brako i sur., 2003).

U ovom istrazivanju su nadene veée koncentracije kadmija u krvi skotnih Stakorica
u odnosu na neskotne. Poveéani unos tekuéine za napajanje u skotnih u odnosu na neskotne
Stakorice u drugom dijelu skotnosti/trajanja izloZenosti kadmiju je povecao dostupnost
kadmija u skotnih $takorica (Pokus 3). Zbog fizioloskih povecanja mase organa tijekom
skotnosti, svjeZze mase jetre i bubrega su bile vise u skotnih Stakorica, a buduéi da se koli¢ine
kadmija nisu razlikovale izmedu skotnih i neskotnih Stakorica, izraCunate ukupne mase
kadmija u jetri i bubregu su bile veée 1,5 do 2 puta u skotnih izloZenih Stakorica vs.
neskotne izlozene Stakorice i iznosile 56 vs. 26 pg u jetri i 7 vs. 5 pg u bubregu. Ti su nalazi u
sukladnosti s rezultatima niza istraZivanja koja su proveli 1 opisali Bhattacharyya 1 suradnici
(1981; 1982; 1986; 2000) na pokusnim misevima, u kojima su nasli da je izlaganje kadmiju u
vodi za pice tijekom skotnosti i dojenja povezano s povecanim nakupljanjem kadmija u
unutra$njim organima, najvise u bubregu i dvanaesniku. U bubregu su koli¢ine kadmija
tijekom skotnosti bile 2 puta vece, a tijekom dojenja 3 puta veée, dok su u dvanaesniku
kolicine kadmija bile 3 puta vece pri kraju skotnosti, a 2 puta pri kraju dojenja u odnosu na
neskotne Zenke izloZene jednako dugo istoj dozi kadmija. U istraZivanjima u kojima su
Stakorice bile izlagane kadmiju parenteralno prije pocetka skotnosti (8 doza od 1 mg Cd/kg
potkoznim ubrizgavanjem) je pokazano da se koli¢ine kadmija u jetri 1 bubregu skotnih i
neskotnih Zenki se nisu razlikovale, ali se tijekom skotnosti prethodno nakupljeni kadmij
pojacano otpustao iz jetre u krvni optok i time su se povecale mogucénosti njegovog

nakupljanja u bubregu i posteljici (Chan i sur., 1993; Chana i Cherian, 1993). Razlike u
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raspodjeli kadmija u unutrasnjim organima majke u tim opisanim istrazivanjima u usporedbi s
nalazima povecane ukupne mase kadmija u jetri i bubregu u ovom istrazivanju pokazuju da na
razli¢itu razdiobu kadmija u organizmu buduce majke utjecu razli¢iti putovi izlozZenosti
kadmiju (s.c. ili per 0s), razli¢ite doze kadmija (ukupno 1 mg/kg tjelesne mase na dan tijekom
8 dana vs. 6,5 mg/kg tjelesne mase na dan tijekom 20 dana sa zelu¢anocrijevnom apsorpcijom
od najvise oko 6%) i razli¢ito razdoblje izloZenosti s obzirom na pocetak skotnosti (prije
skotnosti vs. tijekom skotnosti u ovom istrazivanju).

Kadmij je toksican metal koji ima veliku sposobnost medudjelovanja s drugim
elementima ne samo u organizmu sisavaca, ve¢ i u hrani. Standardno krmivo za laboratorijske
Stakore 1 miSeve upotrijebljeno u ovom istrazivanju je davano jednako i1 izloZenim, i
kontrolnim zivotinjama za podmirivanje svih potreba Zivotinja za hranjivim tvarima,
ukljucujuéi mikroelemente koje smo proucavali. Ti su mikroelementi u krmivu bili u ovim
koli¢inama: zeljeza je bilo 480 mg/kg, cinka 103 mg/kg i bakra 25,7 mg/kg krmiva (tablica 1).
Stoga promjene u koli¢inama mikroelemenata u analiziranim uzorcima tkiva u ovom radu
odrazavaju medudjelovanja kadmija i mikroelemenata zeljeza, cinka odnosno bakra, na
jednom ili viSe mjesta u organizmu nakon unosa kadmija i tih esencijalnih elemenata u
organizam. Prema nalazima koli¢ina esencijalnih elemenata u pojedinim tjelesnim odjeljcima
majke, posteljici i fetusu u naSem istrazivanju te povezujué¢i nase nalaze s podacima u
literaturi o mjestima medudjelovanja kadmija i esencijalnih mikroelemenata, mozemo
zakljuciti da je do medudjelovanja kadmija i ispitivanih esencijalnih elemenata doSlo na ovim
razinama u organizmu izloZene pokusne Stakorice:

1) u Zelu¢anocrijevnom sustavu Stakorice tijekom apsorpcije elemenata unesenih per os;

2) u jetri i bubregu nakon §to je kadmij dospio u njih;

3) u posteljici skotnih izloZenih §takorica tijekom prijenosa mikroelemenata do fetusa.

Na temelju samo naSih rezultata ne moZemo zakljucivati o mehanizmima prijenosa, nacinima
medudjelovanja u organima u kojima se nakupljao kadmij, kao ni o nainima prijenosa
esencijalnih elemenata od majke do fetusa kroz posteljicu. U Uvodu su prikazane najvaznije

do sada poznate Cinjenice o tim aspektima u dostupnoj literaturi.
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O medudjelovanju kadmija i Zeljeza odnosno Zeljeza i bakra

Pored povecanih unosa i1 koli¢ina kadmija u organizmu izlozenih skotnih u odnosu na
izlozene neskotne Stakorice, pri peroralnoj izloZzenost kadmiju u ovom istrazivanju je doslo do
smanjenja koli¢ina Zeljeza u jetri i bubregu Stakorica izloZenih tijekom skotnosti i do
smanjenja Zeljeza u fetusima. Smanjene koli¢ine Zeljeza u jetri Stakorica i u njihovih
mladunaca na dan okoc¢enja su takoder opisane nakon izlaganja viSoj dozi kadmija (200
mg/kg) u krmivu tijekom skotnosti $to je bilo protumaceno u¢inkom kadmija na smanjenu
apsorpciju zeljeza iz probavnog sustava (Pond i Walker, 1975). Rezultati vlastitih istrazivanja
su pokazali da je izloZenost Stakorica nizoj dozi kadmija (10 mg/kg) u krmivu 2 tjedna prije
parenja i tijekom skotnosti i dojenja uzrokovala smanjene koli¢ine Zeljeza u jetri majki te u
jetri 1 bubregu mladunaca 11 dana nakon okocenja (Blanusa i sur., 1993; Schonwald, 1995).
Takoder su i drugi autori pri nizim dozama kadmija (8,6 do 34,4 mg/l) u vodi za pice prije i
tijekom skotnosti u Stakorica nasli smanjene koli¢ine Zeljeza u mladunaca, a izlozenost prije
skotnosti nije imala u¢inaka na stanje esencijalnih elemenata (Petering 1 sur., 1979). Otprilike
dva desetlje¢a nakon tih opaZanja je dokazan zajednicki prijenosnik divalentnih metala zeljeza
I kadmija DMT1 u dvanaesniku sisavaca (Gunshin i sur. 1997) ¢ime je potvrdeno da do
medudjelovanja toksi¢nog kadmija i esencijalnog zeljeza dolazi na razini Zeluanocrijevne
apsorpcije, narocito u dvanaesniku.

Smanjene koli¢ine Zeljeza u jetri, bubregu, posteljici i fetalnoj jetri su nadene i u
prijaSnjim istraZivanjima provedenim pod jednakim uvjetima 1 dozi kadmija od 50 mg/1 per os
tijekom 21 dana skotnosti (Sowa i Steibert, 1985; Chmielnicka i Sowa, 1996). U vlastitim
istrazivanjima u jedinici u kojoj je ovaj rad izraden su nadene smanjene koli¢ine Zeljeza u jetri
1 bubregu Stakorica izloZenih 50 mg Cd/l u vodi za pice prije i/ili tijekom skotnosti 1 dojenja 1
u njihovih mladunaca 21 dan nakon okocenja (Schonwald, 1993; Piasek i sur., 1996a; 1996b).
Nize koli¢ine zeljeza u organima 1 fetusu Stakorica izloZenih kadmiju mogu se djelomi¢no
objasniti smanjenom raspolozivoS¢u Zeljeza zbog njegovog natjecanja s kadmijem pri
prijenosu u crijevima (u: Thévenod, 2010). Medudjelovanja kadmija i Zeljeza u jetri i bubregu
buduée majke mogu utjecati na smanjenja Zeljeza u unutra$njim organima majke, Sto
istodobno sa smanjenim prijenosom Zzeljeza kroz posteljicu zbog nakupljanja kadmija u
posteljicnom tkivu rezultira smanjenim koli¢inama Zeljeza u fetusu (Piasek i sur., 2004;
2007).

U istrazivanju u kojem su Stakorice izlagane kadmiju parenteralno u dobi od 9 tjedana

(5 potkoznih doza od 2 mg/kg tjelesne mase na dan) nakon ¢ega su se parile u dobi od 13
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tjedana i bile usmréene 14. ili 20. dana skotnosti odnosno 14. dana nakon okoc¢enja su tijekom
skotnosti i dojenja nadene nize koli¢ine Zeljeza u jetri i bubregu Stakorica izlozenih kadmiju u
odnosu na neizlozene Stakorice (Suzuki 1 sur., 1990). Pokazano je da razliCiti putovi
1zlozenosti kadmiju u Stakorica mogu dovesti do razlic¢itih medudjelovanja kadmija i Zeljeza u
jetri, pa se smanjene koli¢ine Zeljeza u jetri mogu naéi nakon peroralne izlozenosti, a nakon
parenteralne izloZenosti kadmiju takve promjene mogu izostati (Qishi i sur., 2000). Stovige,
moguc¢i su nalazi u obrnutom smislu, kako je pokazano nakon subkroni¢ne parenteralne
1zlozenosti kadmiju tijekom skotnosti (u ukupnoj dozi 3 ili 5 mg/kg tjelesne mase tijekom 19
dana skotnosti potkozno ugradenim osmotskim pumpicama) nalazima povecanih koli¢ina
zeljeza u cijelom fetusu i u fetalnoj jetri (Piasek i sur., 2004). Takoder su nadene i povecane
koli¢ine Zeljeza u jetri skotnih Stakorica nakon jednokratne, akutne parenteralne (supkutane)
izloZenosti dozi od 5 mg Cd/kg tjelesne mase 15. dana skotnosti (Piasek 1 sur., 2004). Pri
tome je najvjerojatnije doslo do medudjelovanja kadmija i Zeljeza u jetri buduce majke i
fetalnoj jetri.

U ovom istrazivanju smo nasli da su u skotnih $takorica koli¢ine Zeljeza i bakra u jetri
i bubregu bile razli¢ite u odnosu na neskotne Stakorice bez obzira na izloZenost kadmiju.
Metabolizmi Zeljeza i bakra su medusobno povezani, posebno tijekom skotnosti kad su oba
elementa neophodna za rast i razvoj fetusa kako je detaljno opisano u Uvodu. Nedostatak
jednog moze poremetiti ravnoteZu u metabolizmu drugoga mikronutrijenta i imati Stetne
uéinke na majku i fetus in utero kao i dugoro¢ne Stetne posljedice u prethodno perinatalno
izloZenih potomaka (McArdle 1 sur., 2008). U Stakorica hranjenih krmivom s 15 ili 50% bakra
tijekom skotnosti (21 dan) nadene su smanjene kolicine Zeljeza i bakra u fetusu (Andersen i
sur., 2007). Obrnuto, nedostatak Zeljeza tijekom skotnosti moze utjecati na povecane koli¢ine
bakra u organima majke, najviSe u jetri i posteljici. Nije poznato na koji nacin dolazi do
promjena u koli¢inama bakra u povezanosti s pomanjkanjem zeljeza, ali je pokazano da ih ne
uzrokuju promjene u transkripciji gena proteinskog prijenosnika za bakar (Gambling i sur.,
2004).
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O medudjelovanju kadmija, cinka i bakra

Metabolizmi kadmija, cinka i bakra su medusobno povezani, uklju¢uju¢i medusobnu
mnogostruku povezanost s proteinskim ligandom MT, pa je tesko razdvojiti medudjelovanja
kadmija i1 cinka, kadmija i bakra te cinka i bakra. Izlozenost kadmiju moze dovesti do
nedostatka cinka i bakra, a promijenjeno stanje cinka moze poremetiti metabolizam bakra i
obrnuto. Ve¢ je prije istaknuto da pomanjkanje bilo kojeg esencijalnog elemenata moze
povecati zeluCanocrijevnu apsorpciju kadmija 1 njegovo nakupljanje u organizmu.
Biokemijske promjene cinka i bakra u smislu deficijencije ili povecanih koli¢ina mogu imati
ozbiljne Stetne posljedice na zdravlje Sto se posebno odnosi na fetus i novorodence
(Carmichael i sur., 1982; Brzéska i Moniuszko-Jakoniuk, 2001; Mikoli¢ 1 Piasek, 2009; Cai i
sur., 2010).

Rezultati naSeg istrazivanja koji pokazuju poveéane kolicine cinka u jetri Stakorica,
smanjene koli¢ine cinka i bakra u bubregu Stakorica te smanjene koli¢ine cinka u
posteljici i fetusu nakon izlaganja kadmiju u dozi od 50 mg/l per os tijekom skotnosti su u
sukladnosti s rezultatima prijaSnjih istrazivanja provedenih pod sli¢nim uvjetima izloZenosti
kadmiju. Nakon izlaganja Stakorica dozi od 50 mg Cd/l u vodi za pice tijekom 21 dana
skotnosti nadeno je povecanje koliine cinka u maj¢inoj jetri i smanjenje koli¢ina cinka i
bakra u jetri fetusa (Chmielnicka i Sowa, 1996). Pri dozi od 50 mg Cd/l u tekuini za
napajanje od 6. do 20. dana skotnosti nadeno je povecanje koli¢ina cinka u jetri i bubregu
1zloZzenih Stakorica 1 smanjenje cinka u jetri fetusa, a pri dozi od 100 mg Cd/l smanjenje
kolic¢ina cinka u posteljici 1 jetri fetusa (Sorell 1 Graziano, 1990). U prijasnjim istraZzivanjima u
jedinici u kojoj je ovaj rad izraden u $takoricama izlaganim kadmiju u vodi za pic¢e u dozi od
50 mg/l prije 1 /ili tijekom skotnosti 1 dojenja je nadeno povecanje koli¢ine cinka u maj¢inoj
jetri 1 bubregu i smanjenje koli¢ine cinka u jetri mladunaca u vrijeme odbijanja od majki 21.
dan nakon okocenja (Schonwald, 1993; Piasek 1 sur., 1996a; 1996b). Nalazi smanjenih
koli¢ina Zeljeza, cinka 1 bakra u fetusu 1 mladuncima u istraZivanjima provedenim pod sli¢nim
uvjetima kao i ovo istraZivanje su do sada u literaturi bili objaSnjavani smanjenom
apsorpcijom tih esencijalnih metala u Zelu¢anocrijevnom sustavu majke izlozene kadmiju
tijekom skotnosti s posljedicnim smanjenim koncentracijama tih elemenata u maj¢inom
krvotoku 1 smanjenjem njihove raspoloZivosti za prijenos posteljicom do fetusa. U slucaju
nalaza nepromijenjene koli¢ine cinka u posteljici je kao daljnji moguci razlog smanjenja cinka
u jetri fetusa navedena i preraspodjela cinka u druge majcine organe (Sowa i Steibert, 1985;
Torreblanca i sur., 1992; Chmielnicka i Sowa, 1996).
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Opisano je da je peroralna izloZenost kadmiju u vodi za pice prije i tijekom skotnosti u
pokusnih $takorica i pri nizim dozama bila povezana sa smanjenim koli¢inama esencijalnih
elemenata u cijelom tijelu mladunaca (ne precizira se tocno dob), cinka pri 17,2 mg Cd/l i
bakra pri dozama 4,3 do 34,4 mg Cd/l (Petering i sur., 1979). Nasuprot tome, u pokusnih
miSica izlozenih dozi od 10 mg Cd/I u vodi za pice tijekom skotnosti i po¢etkom dojenja su
nadene povecéane koli¢ine cinka u jetri i bubregu tek okoc¢enih mladunaca, a u jetri i bubregu
izlozenih Zenki nije bilo promjena u kolicinama cinka i1 bakra (Ishitobi i Watanabe, 2005).
Sli¢ni nalazi biokemijskih promjena koli¢ina cinka u jetri pokusnih Stakorica i njihovih
mladunaca su nadeni i nakon peroralne izloZenosti kadmiju u krmivu pri viSim razinama
izlozenosti. Povecana koli¢ina cinka u maj¢inoj jetri je nadena nakon dugotrajne izlozenost
kadmiju u dozi od 100 mg/kg krmiva tijekom 41 tjedna (Stonard i Webb, 1976) i pri dozi od
200 mg/kg krmiva tijekom skotnosti, pracena smanjenim koli¢inama cinka, bakra i zeljeza u
mladunaca neposredno nakon okoéenja (Pond 1 Walker, 1975).

Smanjene koli¢ine cinka u bubregu izlozenih skotnih Stakorica nadene u nasem
istrazivanju su u sukladnosti s rezultatima smanjenog cinka u bubregu Stakorica izloZenih
vecoj dozi od 180 mg Cd/l u vodi za pice tijekom 20 dana skotnosti, pri ¢emu je takoder
naden smanjeni cink u jetri fetusa (Baranski, 1987). Oishi i suradnici (2000) su nasli povecane
koli¢ine kadmija i cinka u jetri i bubrezima Stakorica neovisno o dozi i putu izloZenosti,
peroralno ili parenteralno.

Sli¢ni ucinci kadmija na raspodjelu esencijalnih elemenata cinka i bakra u budu¢im
majkama 1 fetusima su nadeni u nizu istrazivanja u uvjetima parenteralnog izlaganja kadmiju
tijekom skotnosti 1 dojenja u pokusnih Stakorica. U prije spomenutom istrazivanju koje su
proveli Suzuki i suradnici (1990) s parenteralnim izlaganjem kadmiju (5 potkoznih doza od 2
ng/kg tjelesne mase na dan od 9. tjedna Zivota i s parenjem u dobi od 13. tjedana) su nadene
povecane koli¢ine i1 cinka, i bakra u jetri i bubregu izloZzenih S$takorica u usporedbi s
neizlozenim S$takoricama 14. 1 20. dana skotnosti odnosno 14. dana nakon okocenja. Do
1stodobnog nakupljanja kadmija i cinka u jetri je doSlo zbog njihovog vezanja za MT 1 te su se
vrijednosti postupno smanjivale tijekom skotnosti zbog fizioloSkog povecanja jetre. Sli¢no
postupno smanjenje nakupljenog bakra je protumaceno, pored povecanja jetre tijekom
skotnosti, posljedicom pretezitog vezanja bakra u enzimu Cu/Zn-SOD ¢ija se koncentracija
tijekom skotnosti smanjivala, a samo u manjoj mjeri za MT. Nakon izlaganja kadmiju
potkoznim ubrizgavanjem (u dozama do 1 mg/kg tjelesne mase od 1. do 19. dana skotnosti) je
naden porast koli¢ine cinka u maj¢inoj jetri 1 smanjenje koliine cinka u fetalnoj jetri u

ovisnosti o dozi kadmija, dok je koli¢ina cinka u posteljici bila nepromijenjena Sto je
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protumac¢eno mogucéim remeéenjem nepoznatog proteinskog prijenosnika za cink kroz
posteljicu (Roelfzema i sur., 1988). U prijasnjim istrazivanjima u jedinici u kojoj je ovaj rad
izraden su nadeni ucinci parenteralne akutne i subkroni¢ne izloZenosti Stakorica kadmiju
tijekom skotnosti (pri dozama od 3 ili 5 mg/kg tjelesne mase potkozno) na povecanja koli¢ina
cinka u jetri i bubregu skotnih Stakorica uz istodobno smanjenje koli¢ine cinka u fetusu
(Piasek 1 sur., 2004). Povec¢anja koli¢ina cinka u maj¢inoj jetri i bubregu su bila objasnjena na
temelju dostupnih literaturnih podataka moguénoséu poticanja povecane sinteze MT
kadmijem.

Povecane koli¢ine cinka u jetri izlozenih skotnih i neskotnih Stakorica nadene u nasem
istrazivanju se slazu s rezultatima istrazivanja Chana i Cheriana (1993) koji su dobili jednake
nalaze tjedan dana nakon posljednjeg parenteralnog izlaganja Stakorica kadmiju (potkoznim
ubrizgavanjem 1 mg/kg tjelesne mase na dan tijekom 8 dana prije skotnosti). Ti autori su
tijekom skotnosti u Stakorica (nakon $to je prestala izlozenost kadmiju) nasli smanjene
koli¢ine cinka u jetri i bakra u jetri i bubregu u odnosu na neskotne Stakorice. Nase
istrazivanje je pokazalo da i stanje skotnosti samo po sebi, neovisno o izloZenosti kadmiju,
utjece na smanjenje koli¢ine bakra u jetri i povecanje koli¢ine bakra u bubregu.

U nas$im prethodnim istrazivanjima provedenim pod jednakim uvjetima izlozenosti
kadmiju su nadene smanjene koli¢ine cinka u posteljici i fetusu (Kati¢ i sur., 2008; Mikoli¢ i
Piasek, 2010). Nasi rezultati su u sukladnosti s rezultatima istrazivanja Kuriwaki i1 suradnika
(2005) koji su nasli smanjene koli¢ine Zeljeza, cinka i bakra u jetri fetusa nakon izloZenosti
Stakorica kadmiju per 0os (10 mg/l od 9. do 19. dana skotnosti Zelu¢anom sondom). S obzirom
na to da su koli¢ine zeljeza i cinka u posteljici bile nepromijenjene, autori su zakljucili da su
smanjenja koli¢ina Zeljeza i cinka u jetri fetusa bila posljedica ometanog prijenosa tih
elemenata od posteljice do fetusa. Nadena je smanjena koli¢ina bakra u posteljici, pa su
smanjene koli¢ine bakra u fetusu autori objasnili ometanjem unosa i prijenosa bakra kroz
posteljicu. Nisu istraZzivani prijenosnici navedenih esencijalnih mikroelemenata kroz
posteljicu. Ni na$i rezultati ne dozvoljavaju zakljucivanja o prijenosnim mehanizmima
elemenata kroz posteljicu. Uvidom u dostupnu literaturu moze se opcenito reci, kako je
detaljnije opisano u Uvodu, da su prijenosnici i esencijalnih elemenata i kadmija kroz
posteljicu jos velikim dijelom nepoznati.

Porast cinka u jetri i Smanjenje cinka u bubregu i posteljici nadeni u ovom istrazivanju
najvjerojatnije su povezani s pove¢anom sintezom MT u jetri Stakorica izloZenih kadmiju. Za
to nemamo izravnih dokaza jer nismo mjerili koli¢ine MT u ispitivanim uzorcima. Opcenito

se smatra da Se izazivanjem sinteze MT moze smanjiti toksi¢nost kadmija, pogotovo prilikom
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akutnih otrovanja. Pri tome treba imati na umu da je MT proteinski ligand koji vezanjem
kadmija moze omoguditi 1 njegovo povecano nakupljanje u stanicama unutrasnjih organa,
posebice u jetri, pa se tako zapravo mogu povecati mogucnosti za kroni¢ne toksi¢ne ucinke
kadmija, a ne povoljno ili ,,detoksificirajuce” djelovanje kompleksa Cd-MT u tim organima
(Waalkes i1 Pérez-Oll¢é, 2000; Cai i sur., 2010). O tome su ukratko opisane dosadasnje
spoznaje iz dostupne literature u Uvodu. Nasi rezultati koji pokazuju porast koli¢ine cinka u
jetri budu¢e majke izlozene kadmiju su primjer kako zbog izazivanja povecane sinteze MT
kadmijem moze do¢i do nepovoljnog utjecaja na raspodjelu cinka u maternalno-fetalnom
sustavu tijekom skotnosti s njegovim zadrzavanjem u tjelesnim odjeljcima maj¢inog
organizma, poglavito u jetri, u uvjetima kada postoji poveéana potreba za prijenos cinka u
plod koji se razvija u maternici. Ti procesi mogu predstavljati opasnost za zdravlje potomaka
izazivanjem brojnih Stetnih ucinaka u rasponu od teratogenih ucinaka s raznim tjelesnim
malformacijama potomka do smanjene dostupnosti cinka za rast i razvoj embrija odnosno
fetusa neposredno in utero, ali i s mogué¢im dalekoseznim posljedicama na postnatalni rast i

razvoj te zdravstveno stanje u odrasloj dobi.
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O uclincima kadmija na steroidogenezu u posteljici pokusne Stakorice

U ovom radu su procjenjivani ucinci subkroni¢ne peroralne izlozenosti kadmiju na
steroidogenezu tijekom skotnosti Stakorice usredotoceno na model Stakorske posteljice i
njezinu ulogu u stvaranju progesterona i testosterona koji su nuzni za odrzanje skotnosti i
prezivljavanje fetusa in utero do okoéenja zdravog potomka sposobnog za samostalan Zivot
izvan maternice. Model S$takorske posteljice je koristan u takvim istrazivanjima zbog
odredenih sli¢nosti s ljudskom posteljicom, pogotovo tijekom njezinog ranog razvoja (Beck,
1981; de Rijk i sur., 2002; Furukawa i sur., 2011; Serman i Serman, 2011). Pri tome se
moraju imati na umu razlike s ljudskom posteljicom kao i specificne znaCajke u
steroidogenezi tijekom skotnosti Stakorice, kako je detaljnije opisano u Uvodu.

Izmjerene su koncentracije steroidnih hormona u serumu i njihove koli¢ine u posteljici
blizu roka okoéenja, 19. ili 20. dana skotnosti, §to je temeljeno na sljede¢im podacima u
literaturi. Sinteza progesterona u Stakorskoj posteljici je najveéa 12. dana i ostaje povecana do
kraja skotnosti, dok sinteza testosterona u Stakorskoj posteljici postupno raste do 18. dana
skotnosti 1 nakon toga se smanjuje do okocenja (Matt i Macdonald, 1984). U posteljici
Stakorica u kasnoj skotnosti dolazi do pomaka u steroidogenezi tako da se iz progesterona
pocinju pretezito stvarati androgeni, koji sluze kao prekursori za sintezu estradiola u jajniku
(Jackson 1 Albrecht, 1985; Payne 1 Hales, 2004). Za cijelo vrijeme trajanja skotnosti Stakorice,
sinteza testosterona se odvija i u jajnicima, i u posteljici. Pove¢ane koncentracije testosterona
su nadene u serumu Stakorica 18. odnosno 20. dana graviditeta §to odgovara porastu njihove
sinteze u posteljici (Matt i Macdonald, 1984). Stoga koncentracije progesterona i testosterona
u serumu Stakorica izmjerene u nasem istrazivanju odrazavaju produkciju obaju steroidnih
hormona u oba steroidogena organa, posteljici i jajniku, koji su aktivni tijekom cijele
skotnosti Stakorice.

U literaturi opcéenito nema podataka o vrijednostima steroidnih hormona blizu roka
okoc¢enja pokusnih Stakorica i do sada nema podataka o koli¢inama progesterona i
testosterona u Stakorskoj posteljici pri kraju skotnosti. Takoder su oskudni podaci o
ucincima kadmija, pogotovo u uvjetima peroralne izloZenosti na biosintezu steroidnih
hormona tijekom cijele skotnosti Stakorice kao i ni na testosteron u posteljici, koji je
prekursor sinteze estradiola u jajniku tijekom skotnosti. U prethodnim istrazivanjima
provedenim u okviru medunarodne znanstvene suradnje, €iji su rezultati objavljeni u jedinici
u kojoj je ovaj rad izraden, na Stakoricama Sprague-Dawley izlaganima kadmiju parenteralno

tijekom skotnosti (u ukupnim dozama od 3 ili 5 mg/kg tjelesne mase potkozno ugradenim
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osmotskim pumpicama od 1. do 19. dana skotnosti) takoder nisu nadene promjene u stvaranju
testosterona u posteljici blizu roka okocenja kao ni u steroidogenezi u jajnicima u kasnoj
skotnosti. Jedino je u izlozenih Stakorica istodobno hranjenih krmivom sa smanjenom
kolicinom zeljeza nadena smanjena produkcija progesterona u posteljici blizu termina
okocenja pokazujuéi da izlozenost kadmiju i prehrana osiromasena zeljezom tijekom
graviditeta imaju zajednicki ucinak na produkciju progesterona, koji je linearan i ovisan o
dozi kadmija (Piasek 1 sur., 2000; 2002). Valja istaknuti da je u uvjetima izlozenosti u tim
prijasnjim istrazivanjima koli¢ina kadmija kao bioloskog biljega izloZenosti bila u prosjeku
oko 5 (3 do 10) puta visa (>2000 ng/g svjeze mase tkiva) u odnosu na raspone izmjerenih
koli¢ina kadmija u posteljici u pokusima sadrzanim u ovom istrazivanju (ca. 200-600 ng/g
svjeze mase tkiva) Sto je je graficki prikazano u radu Piasek i suradnici (2014). Daljnja
istrazivanja disrupcije posteljicne steroidogeneze u pokusnih Stakorica trebala bi ukljuciti nize
razine izlozenosti kadmiju kako su zakljucili i drugi autori, primjerice Ishitobi i Watanabe
(2005) koji su istrazivali u¢inke perinatalne izlozenosti nizoj dozi kadmija (1 i 10 mg/l) na
postnatalni spolni razvoj zenskih potomaka. Opcenito se smatra da endokrina disrupcija
nastaje pri izloZenostima niskim ili veoma niskim dozama kemijskih tvari s moguéim
svojstvima endokrine disrupcije buduc¢i da endokrina signalizacija uklju¢uje veoma male
promjene u razinama endogeno stvorenih hormona koje dovode do vaznih bioloskih uc¢inaka
(NIEHS/NTP, 2010).

Sli¢no prijasnjim rezultatima u istrazivackoj skupini unutar koje je provedeno i ovo
istrazivanje, ni peroralna izlozenost kadmiju tijekom graviditeta u ovom radu nije imala
ucinaka na koncentracije progesterona i testosterona u serumu i koli¢ine obaju steroidnih
hormona u posteljicama izlozenih §takorica. Rezultati dobiveni u jednom pokusu (Pokus 2) su
upucivali na povecanje progesterona i smanjenje testosterona u posteljici blizu roka okocenja.
Te rezultate nismo potvrdili u tre¢em pokusu (Pokusu 3) u kojemu smo dvjema
imunokemijskim metodama, IEMA i ELISA, potvrdili da nema ucinka kadmija na
steroidogenezu Stakorica u uvjetima izloZenosti kadmiju kakvi su bili u naSem istrazivanju.

U Uvodu je opisano da je pokazano kako kadmij moZze inhibirati sintezu progesterona
djelujuéi na specificnim mjestima u biosintezi steroidnih hormona u kulturama stanica
ljudskog sinciciotrofoblasta izloZzenima kadmiju in vitro (Jolibois i sur., 1999a; 1999b; Kawai
1 sur., 2002; Henson i Chedrese, 2004). Rezultati istrazivanja koja su provedena u jedinici u
kojoj je ovaj rad izraden na ljudskim posteljicama ex vivo (Piasek i sur., 2001) bili su u
suglasju s navedenim nalazima in vitro i pokazali su upola smanjene koli¢ine progesterona uz

istodobna dvostruka povecanja kadmija u posteljicama zdravih puSacica izlozenima kadmiju
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udisanjem duhanskog dima u odnosu na nalaze u posteljicama nepusacica. Medutim, u
daljnjem istrazivanju (Stasenko i sur., 2010) usprkos nadenih dvostruko vecih koli¢ina
kadmija u posteljicama pusSacica u odnosu na nepusacice, nisu potvrdene prije nadene razlike
u koli¢inama progesterona u posteljicama ex vivo u ovisnosti o izlaganju kadmiju zdravih
osoba aktivnim puSenjem. Razlike u nalazima posteljicnih koli¢ina progesterona mogu se
objasniti uporabom razli¢itih metoda mjerenja progesterona. To je u prvom istrazivanju bila
specificna radioimunokemijska metoda RIA, a u drugom imunokemijska metoda IEMA. U
ovom istrazivanju su koriStene imunokemijske metode IEMA i1 ELISA. Treba naglasiti da je
opcenito tesko ili zapravo nemoguce usporedivati istrazivanja provedena na pokusnim
Stakoricama izlozenima kadmiju per o0s, kao §to je to bilo u ovom radu, sa spomenutim
istrazivanjima na ljudskim posteljicama in vitro ili ex vivo. Radi se o razli¢itim istraziva¢kim
pristupima (eksperimentalnom vs. epidemioloskom), razlikama u vrstama posteljica
(Stakorskoj vs. ljudskoj), razliitim putovima unosa kadmija u organizam (per 0S Vs.
parenteralno - udisanjem duhanskim dimom), razli¢itim razinama izloZenosti, razli¢itim
vrstama 1 stopama apsorpcije kadmija u organizam sisavca ukljucujuéi Covjeka (Sto je
opcenito viSestruko viSe u uvjetima parenteralne nego peroralne izloZenosti). Stoga su i
konacni rezultati razliciti: koli¢ine kadmija nakon peroralne izlozenosti Stakorica kadmiju u
ovom istrazivanju su 10 do 20 puta veée u odnosu na koli¢ine kadmija u posteljicama
pusacica koje su izloZzene kadmiju iz duhanskog dima u prijaSnjim epidemioloskim
istrazivanjima (Piasek 1 sur., 2001; Stasenko i sur., 2010; Piasek i sur., 2014). Zbog svih tih
razloga je opcenito potreban velik oprez prilikom usporedivanja podataka dobivenih na
modelu pokusnih Zivotinja s podacima dobivenih u ljudima uporabom bioloskih biljega
izloZenosti odnosno uc¢inaka kadmija, ukljucuju¢i moguce ucinke kadmija kao kemijske tvari
sa svojstvima disruptora na steroidogenezu u posteljici i drugim steroidnim organima, jajniku
i testisu.

Rezultati istrazivanja na pokusnim Stakoricama tijekom 1 izvan skotnosti, pogotovo
uporabom modela Stakorske posteljice se ne mogu izravno prenijeti na uvjete stvarnih
izloZenosti organizma trudne Zene i njezinog potomka. Ovo istrazivanje je provedeno na
pokusnom modelu in vivo i zakljucci se mogu donijeti samo za primijenjene uvjete izlozenosti
Stakorica kadmiju. Za Sira zakljucivanja, usporedbe 1 preporuke za ljude su potrebne daljnje
eksperimentalne procjene pra¢ene opseznim epidemioloskim istrazivanjima u ispitanicama.
To smo do sada dijelom ucinili, dobivene nalaze prikazali u objavljenim ¢lancima (Brajenovié¢

i sur., 2013; Piasek i sur., 2014) i u tom podrucju nastavljamo dalje istraZivati.
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6. ZAKLJUCCI

Rezultati istrazivanja u¢inaka kadmija u pokusnih Stakorica peroralno izlozenih dozi od 50

mg Cd/l teku¢inom za napajanje (6,5 mg Cd/kg tjelesne mase na dan) tijekom gotovo cijele

skotnosti, od 1. do 19. ili 20. dana graviditeta, na razdiobu kadmija i stanje esencijalnih

mikroelemenata u maj¢inim organima i fetusu te na funkcije posteljice u prijenosu nutrijenata

1 sintezi steroidnih hormona se mogu sazeti kako slijedi.

Pri dozi kadmija 1 uvjetima izloZenosti primijenjenima u ovom istrazivanju, za koja su do

sada opisani moguci perinatalni, reprodukcijski 1 drugi toksi¢ni u€inci, ovim je istrazivanjem

utvrdeno:

Nema op¢ih toksi¢nih u¢inaka u maj¢inom organizmu i fetotoksi¢nih u¢inaka na

plod in utero;

U svim izloZenim Stakoricama su viSestruko poveéane koncentracije kadmija u
krvi i koli¢ine kadmija u unutra$njim organima. U izloZenih skotnih Stakorica su
poveéane koli¢ine kadmija u posteljici i fetusu, a koncentracije kadmija u krvi i

koli¢ine kadmija u jetri i bubrezima su vece nego u izloZenih neskotnih Stakorica;

U svim izloZenim $takoricama je poveéan cink u jetri, a u izloZenih skotnih Stakorica
su smanjene koli¢ine cinka i bakra u bubregu. U svih skotnih Stakorica je smanjen

bakar u jetri 1 povecan bakar u bubregu bez obzira na izloZenost kadmiju;

U svim izloZenim Stakoricama je smanjeno Zeljezo u jetri i bubregu $to je izraZenije
u izloZenih skotnih nego izloZenih neskotnih 3takorica. Zeljezo i hematokrit su
smanjeni u svih skotnih Stakorica u odnosu na neskotne bez obzira na izloZenost

kadmiju;

Nema promjena u koli¢éinama progesterona i testosterona u posteljici i njihovim

koncentracijama u serumu neposredno prije okocenja.
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Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da u istrazivanim uvjetima izlozenosti kadmiju

tijekom skotnosti u dozi od 50 mg/l per os u vodi za pice ad libitum nastaje:

» povecano nakupljanje kadmija u unutrasnjim organima buduce majke i u posteljici uz
istodobne biokemijske promjene u esencijalnim elementima u unutras$njim organima
Stakorice (zadrzavanje cinka u jetri, smanjenja koli¢ina cinka i bakra u bubregu i Zeljeza u
jetri 1 bubregu) sto je jace izraZeno tijekom skotnosti nego u istoj dobnoj skupini neskotnih
Stakorica pod jednakim uvjetima izlozenosti;

» poremecaj funkcije posteljice u prijenosu esencijalnih mikroelemenata iz majcinog
organizma do fetusa koji istodobno s biokemijskim promjenama u stanju esencijalnih
elemenata u organima budu¢e majke smanjuje prijenos mikronutrijenata u fetus s
mogucim opasnostima za odrzanje, rast i razvoj ploda in utero;

> nema promjena u Koli¢inama posteljicnih steroidnih hormona progesterona i
testosterona kao ni i u njihovim koncentracijama u serumu blizu roka okocenja $to

pokazuje da nije poremecena funkcija posteljice Stakorice u sintezi steroidnih hormona.

Ovim istraZivanjem su prvi puta dobiveni nalazi o koli¢inama progesterona i testosterona u
posteljici pokusne Stakorice blizu roka okocenja primjenom modificirane izvorne metode
pripreme posteljicnog tkiva za odredivanje steroidnih hormona izravno u organu gdje se stvaraju.
Za odrzanje skotnosti Stakorice nuzni su spolni hormoni koji se stvaraju i u posteljici, i u jajniku, pri
¢emu je posteljicni testosteron prekursor sinteze estradiola u jajniku.

Izvorni znanstveni rezultati istrazivanja jesu dodatni i novi dokazi da se u uvjetima
peroralne izloZenosti Stakorice kadmiju tijekom gotovo cijele skotnosti pri Cesto rabljenoj dozi
od 50 mg Cd/l u vodi za pic¢e ad libitum (6,5 mg Cd/kg tjelesne mase na dan u ovom istrazivanju),
koja ne izaziva opcu toksi¢nost u organizmu buduce majke i sluzi kao koristan pokusni model
neizostavne izloZenosti zene u reproduktivnom razdoblju, remeti funkcija posteljice u prijenosu
esencijalnih mikroelemenata u fetus, narodito Zeljeza. Pored toga je dokazano da dolazi do
biokemijskih promjena u stanju mikronutrijenata u organizmu buduce majke. Obje vrste
poremecaja zajedno mogu smanjiti prijenos mikronutrijenata u fetus 1 nepovoljno utjecati na njegov
rast i razvoj in utero. Nepovoljne posljedice mogu preostati i nakon okocenja u obliku postnatalne
anemije i/ili deficijencije cinka na §to upucuju prethodna istraZivanja pri jednakoj dozi i sli¢nim

uvjetima izloZenosti kadmiju u timu gdje je ovaj rad izraden i rezultati drugih istraZivaca.
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7. POPIS KRATICA

ACTH - adrenokortikotropni hormon ili kortikotropin

C - odljustene povrsne stanice rodnicke sluznice bez jezgre
(cornified epithelial cells)

Cd-MT - kompleks kadmija s ligandom metalotionein
Cu/Zn-SOD - bakar/cink superoksid dismutaza

CYP11A - citokromatski enzim koji odcjepljuje bocni lanac kolesterola (P450scc),
kolesterol dezmolaza

CYP17 - citokromatski enzim 17a-hidroksilaza/17,20-liaza (P450c17)

CYP19 - citokromatski enzim aromataza (P450 arom)

DMT1 - divalentni metalni transporter 1

E - epitelne poligonalne stanice na povrsini rodnicke sluznice s jezgrom

ED - endokrina disrupcija

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

ET-AAS - elektrotermiCka atomska apsorpcijska spektrometrija

ER - estrogenski receptor

ERa - estrogenski receptor alfa

F-AAS - plamena atomska apsorpcijska spektrometrija

FPN1 - feroportin 1

IEMA - imunokemijska metoda IEMA (immunoenzymometric assay)

L - leukociti

LH - luteiniziraju¢i hormon

MT - metalotionein

MTP1 - metalni transportni protein 1

PTWI - privremeno prihvatljivi tjedni unos

Tf - transferin

3pHSD - 3 beta hidroksisteroidna dehidrogenaza

17HSD - 17 hidroksisteroidna dehidrogenaza
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9. SAZETAK

Kadmij je sveprisutan onecis¢ivac ljudskog okoliSa. Hrana je glavni izvor izloZenosti kadmiju
u opéem stanovnistvu, izuzev u osoba koje su pusa¢i duhana. Zelu¢anocrijevna apsorpcija
kadmija ovisi o njegovom kemijskom obliku i sastavu prehrane kao i o bioloskoj vrsti, spolu,
dobi i osobnom fizioloskom/patofizioloskom stanju. Takva apsorpcija je uglavnom niska i
njezin procijenjeni iznos je 1 do 10% u odraslih ljudi 1 0,3 do 3% u pokusnih Stakora. U
istrazivanjima na pokusnim misevima je pokazano da se zeluCanocrijevna apsorpcija kadmija
tijekom graviditeta 1 laktacije poveéa 2 do 3 puta. Kadmij ima dugo vrijeme bioloskoga
poluzivota (10 do 30 godina) i tijekom cijeloga zivota se nakuplja u svim unutrasnjim
organima, najvise u jetri 1 bubregu, a tijekom trudnoce i u posteljici.

Cilj ovog istrazivanja je bio procijeniti ucinke izlozenosti kadmiju per os tijekom
skotnosti Stakorica na raspodjelu kadmija i stanje esencijalnih elemenata u unutra$njim
organima majke i fetusu kao i na funkcije posteljice u prijenosu mikronutrijenata i sintezi
steroidnih hormona. Takvi su podaci u literaturi op¢enito nedostatni, a u uvjetima peroralne
izlozenosti kadmiju podaci o istraZzivanoj kombinaciji pokazatelja praktic¢ki ne postoje.

Hipoteze ovog istrazivanja su bile da je kadmij toksican metal za koji ne postoje
dokazi o esencijalnosti za odvijanje fizioloskih funkcija i biokemijskih procesa u sisavaca
ukljuéujuéi ljude i koji svojim nakupljanjem u posteljici moZe poremetiti prijenos
mikronutrijenata do fetusa i sintezu hormona, ukljucujuci postelji¢nu steroidogenezu. To sve
moze ugrozavati odrzanje fetusa in utero i imati Stetne ucinke na zdravlje potomka nakon
rodenja. Nepovoljne posljedice mogu biti u rasponu od smrti fetusa u maternici do smanjene
koli¢ine mikronutrijenata u tkivima fetusa i novorodenceta s razvojem postnatalne anemije
i/ili deficijencije drugih esencijalnih elemenata vaznih za perinatalni rast i razvoj. Moguéi su i
ucinci kadmija kao endokrinog disruptora Zenske reprodukcijske funkcije i1 spolnog razvoja
potomka $to je u novije vrijeme predmet opseznih istrazivanja.

Proveli smo istrazivanje na pokusnim Stakoricama soja Wistar s pravilnim
cetverodnevnim estrusnim ciklusima koje su se parile s neizloZenim muZjacima. Skotne
Stakorice su potom rasporedene u dvije skupine: Stakorice izlozene kadmiju u dozi od 50 mg
Cd/l (u obliku CdCI;xH20) u demineraliziranoj vodi i neizlozene kontrolne Stakorice koje su
napajane demineraliziranom vodom ad libitum 19 ili 20 dana tijekom graviditeta. Neskotne
Stakorice su istodobno rasporedene u skupinu izloZenih kadmiju pod jednakim uvjetima
tijekom 20 dana i neizlozenu kontrolu. Posljednjeg su dana pokusa u opcoj anesteziji sve

zivotinje uzorkovane i usmréene. Uzeti su uzorci pune krvi iz srca. Nakon iskrvarenja iz

136



trbuSne aorte je izvadena gravidna maternica s jajnicima na kojima su prebrojana Zuta tijela.
Iz maternice su izvadeni, izvagani i uzorkovani posteljice i fetusi. Potom su izvadeni, izvagani
1 uzorkovani majcina jetra i desni bubreg. Uzorci pune krvi, jetre, bubrega, posteljice i fetusa
su pripremljeni za analize elemenata metodom atomske apsorpcijske spektrometrije (F-AAS
ili ET-AAS). Steroidni hormoni progesteron i testosteron su analizirani imunokemijski
metodom [EMA izravno u serumu te u uzorcima pripremljenim iz posteljicnog tkiva, u
kojima su oba hormona dodatno analizirana i metodom ELISA.

U izlozenih skotnih 1 neskotnih Stakorica u odnosu na odgovaraju¢e kontrole su
nadena poveéanja kadmija u svim analiziranim tkivima i cinka u jetri. Kadmij se nakupljao u
posteljici 1 mala koli¢ina kadmija je izmjerena i u fetusu. Koli¢ine Zeljeza u fetusu i cinka u
fetusu 1/ili u posteljici su bile smanjene. U izloZenih skotnih vs. izloZene neskotne Stakorice
nadene su statisticki znaCajno izrazenija povecanja koncentracije kadmija u krvi, koli¢ina
kadmija u jetri i bubregu i izrazenija smanjenja koli¢ina Zeljeza u jetri i bubregu te cinka i
bakra u bubregu. Bez obzira na izlozenost kadmiju, u svih skotnih vs. neskotne Stakorice
nadena je veca koncentracija kadmija u krvi i koli¢ina bakra u bubregu i manje koli¢ine
zeljeza u jetri i bubregu te bakra u jetri. Koncentracije progesterona i testosterona u serumu i
njihove koli¢ine u posteljici se nisu razlikovale izmedu Stakorica izlozenih kadmiju i
neizlozenih kontrola. Nadene su znacajne podudarnosti vrijednosti za svaki od steroidnih
hormona u posteljici izmjerenih metodama IEMA i ELISA.

U zakljucku, ovim radom su dobiveni izvorni podaci o posteljicnim koli¢inama
progesterona i testosterona (kao prekursora u sintezi estradiola u jajniku) kao i o njihovim
koncentracijama u serumu blizu roka okocenja Stakorice. Novi i izvorni rezultati su da
peroralna izloZenost Stakorica dozi od 6,5 mg Cd/kg tjelesne mase otopinom za napajanje
tijekom skotnosti uzrokuje povec¢ano nakupljanje kadmija u maj¢inom organizmu na S§to
upucuju nalazi povecanih koncentracija kadmija u krvi i koli¢ina kadmija u jetri i bubregu u
usporedbi s vrijednostima dobivenim u neskotnih Stakorica pod jednakim uvjetima izloZenosti
kadmiju. Promjene u stanju mikronutrijenata Zeljeza, cinka 1 bakra izazvane izloZenoScu
kadmiju su jace izraZene u skotnih nego u neskotnih Stakorica. Te biokemijske promjene u
organizmu izloZene skotne Stakorice, uz istodobno nakupljanje kadmija u posteljici, remete
prijenos Zeljeza 1 cinka kroz posteljicu §to sve zajedno moze ugroziti opskrbu nutrijentima 1

prezivljavanje fetusa in utero.
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10. SUMMARY

Cadmium is a pervasive contaminant of the human environment. Food is the main source of
cadmium exposure in the general population, except in tobacco smokers. Gastrointestinal
absorption of cadmium depends on its chemical form and dietary factors as well as biological
species, gender, age and individual physiological/pathophysiological state. This absorption is
generally low and is estimated at 1 to 10% in adult humans and 0.3 to 3% in laboratory rats. It
has been noted that gastrointestinal cadmium absorption during gestation and lactation in
experimental mice increases 2 to 3 times. Cadmium has a long biological half-life (10 to 30
years) and accumulates during the lifetime in all internal organs, mainly in the liver and
kidney, and during pregnancy also in the placenta.

This investigation aimed to assess the effects of cadmium exposure per os during rat
pregnancy on cadmium distribution and essential element status in the maternal internal
organs and foetus as well as on placental functions in micronutrient transfer and steroid
hormone synthesis. Such data are generally lacking in the literature and are virtually absent
for the studied combination of endpoints under conditions of oral cadmium exposure.

The research hypotheses were that cadmium is a toxic metal without any evidence on
essentiality in physiological functions and biochemical processes of mammals in general and
humans, which can, by its accumulation in the placenta, disrupt placental micronutrient
transfer to the foetus and hormone synthesis including placental steroidogenesis. All these can
put uterine foetal viability at risk and have potential adverse effects on the postnatal health of
offspring. Unfavourable consequences may range from foetal death in utero to reduced
micronutrient concentrations in foetal and neonatal tissues with the potential of developing
consecutive anaemia and/or other essential element deficiencies after birth, each having a key
role in perinatal growth and development. Cadmium also has the potential to act as an
endocrine disruptor of female reproduction and reproductive development of offspring, which
IS a matter of current extensive research activities.

We conducted a study on the experimental female rat strain Wistar with regular 4-day
oestrus cycles mated with unexposed males. Pregnant rats were assigned into two groups: rats
exposed to cadmium at 50 mg Cd/l (as CdCl,xH,0) in demineralised water and unexposed
control rats supplied with demineralised water ad libitum during 19 or 20 days of pregnancy.
Non-pregnant rats were also assigned to the cadmium-exposed group and unexposed controls
and concurrently treated under the same exposure conditions during 20 days. On the last day

of the experiment all of the rats were sampled and killed under general anaesthesia. Samples
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of whole blood were taken from the heart. After exsanguination from the abdominal aorta,
gravid uterus was removed together with ovaries in which corpora lutea were enumerated.
From the uterus, placentas and foetuses were dissected, weighed, and sampled. Subsequently
maternal liver and right kidney were dissected, weighed, and sampled. Samples of blood,
liver, kidney, placenta, and foetus were prepared for element analyses by atomic absorption
spectrometry (F-AAS or ET-AAS). Steroid hormones progesterone and testosterone were
analysed by immunoenzymometric assay (IEMA) directly in maternal serum and in samples
prepared from placental tissue, in which both hormones were additionally checked by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

In all of the exposed pregnant and non-pregnant rats compared to the controls,
increases of cadmium in the analysed samples and of zinc in the liver were found. Cadmium
accumulated in the placenta and low cadmium content was also measured in the foetus. The
contents of foetal iron and zinc and/or placental zinc were decreased. In the exposed pregnant
vs. exposed non-pregnant rats, statistically significantly more pronounced increases of
cadmium concentrations in the blood and cadmium contents in the liver and kidney and more
pronounced decreases of iron contents in the liver and kidney were found, as well as zinc and
copper contents in the kidney. Irrespective of cadmium exposure, in pregnant vs. non-
pregnant rats higher blood cadmium concentrations and kidney copper content, lower liver
and kidney iron and liver copper contents were found. Progesterone and testosterone
concentrations in serum and their contents in placenta did not differ between cadmium-
exposed and unexposed control mother rats. Significant correlations were found for values of
either steroid hormone in placenta measured by IEMA and ELISA.

In conclusion, this work provides original evidence on rat placental contents of
progesterone and testosterone (as the precursor for oestradiol synthesis in the ovary) and their
concentrations in serum at term. It also brings about new and original results that oral
exposure to 6.5 mg Cd/kg body mass in drink during rat pregnancy causes increased cadmium
retention as shown by higher cadmium blood concentrations and higher cadmium contents in
the liver and kidney as compared to the values in the non-pregnant rats exposed to cadmium
under the same conditions. The changes in the cadmium-induced status of micronutrients,
iron, zinc and copper are more pronounced in the pregnant than in the non-pregnant rats.
These biochemical changes in the organism of exposed expectant mother rat, together with
the accumulation of cadmium in the placenta, disrupt the transplacental transfer of iron and
zinc, which may altogether compromise the maintenance of foetal nutrition and viability in

utero.
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Hrana je glavni izvor izloZenosti ljudi esencijalnim i toksi¢nim metalima, ukljucujuci kadmij
(Cd). Cilj istrazivanja je bio procijeniti ufinke peroralne izlozenosti Cd tijekom skotnosti
Stakorice na razdiobu kadmija i stanje mikronutrijenata u maj¢inom organizmu i fetusu te
funkcije posteljice u prijenosu nutrijenata i sintezi steroidnih hormona. Hipoteze istrazivanja su
bile da se tijekom graviditeta povetava ZeluCanocrijevna apsorpcija Cd koji se nakuplja u
posteljici 1 moze poremetiti prijenos nutrijenata do fetusa i sintezu posteljicnih hormona.
Pokusne Stakorice (Wistar) su nakon parenja izlagane dozi od 50 mg Cd/1 (u obliku CdCl,xH,0)
u vodi za pic¢e od 1. do 19. ili 20. dana skotnosti. Neskotne Stakorice su istodobno izlagane pod
jednakim uvjetima izloZenosti tijekom 20 dana. Posljednjeg dana pokusa je svim Stakoricama u
opcoj anesteziji izvadena krv iz srca i uzorkovani unutrasnji organi, posteljice 1 fetusi, koji su
pripremljeni za analize mikroelemenata (metodom AAS). Progesteron i testosteron su
analizirani imunokemijski izravno u serumu (metodom IEMA) i u uzorcima pripremljenim iz
posteljicnog tkiva (metodama IEMA i/ili ELISA). U svih izlozenih S$takorica su nadena
povecanja Cd u svim izmjerenim uzorcima i cinka u jetri. Koli¢ine Zeljeza u fetusu i cinka u
fetusu 1/ili posteljici su bile smanjene. U izlozenih skotnih vs. izlozene neskotne Stakorice su bila
izrazenija povecanja koncentracije Cd u krvi 1 koli¢ina Cd u jetri i bubregu kao i smanjenja
koli¢ina zeljeza u jetri i bubregu te cinka i bakra u bubregu. U svih skotnih vs. neskotne
Stakorice su bile vece koncentracije Cd u krvi i koli¢ine bakra u bubregu te manje koliCine
zeljeza u jetri i bubregu i bakra u jetri. Nije bilo promjena u steroidnim hormonima ni u serumu,
ni u posteljici, u kojoj su vrijednosti svakog hormona izmjerene dvjema imunokemijskim
metodama znacajno korelirale. U zaklju¢ku, ovim radom su dobiveni izvorni podaci o
vrijednostima progesterona i testosterona (kao prekusora za sintezu estradiola u jajniku) u
serumu 1 posteljici Stakorice blizu roka okocenja. Novi 1 izvorni znanstveni rezultati su da
peroralna izloZenost Stakorica dozi od 6,5 mg Cd/kg tjelesne mase otopinom za napajanje
tijekom skotnosti povecava razine Cd u krvi, jetri 1 bubregu s posljediénim biokemijskim
promjenama mikronutrijenata u ve¢oj mjeri nego u neskotnih Stakorica Sto istodobno s
nakupljanjem Cd u posteljici remeti transplacentarni prijenos Zeljeza i cinka te moze
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Food is the main source of human exposure to essential and toxic metals, including cadmium
(Cd). This investigation aimed to assess the effects of oral Cd exposure during rat pregnancy
on Cd distribution and micronutrient status in a maternal organism and foetus and placental
functions in nutrient transport and steroid hormone synthesis. Research hypotheses were that
Cd gastrointestinal absorption increases during pregnancy and Cd accumulates in the placenta
where it may interfere with nutrient transport to the foetus and placental hormone
biosynthesis. Female rats (Wistar) were mated and exposed to 50 mg Cd/l (as CdCl,xH,0) in
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micronutrient transport and steroidogenesis at term. J. Appl. Toxicol.
doi:10.1002/jat.3055 (Early View; published online 25 Sep 2014).

2. Piasek M, Mikoli¢ A, Sekovani¢ A, Sulimanec Grgec A, Jurasovi¢ J. 2014. Cadmium
in placenta - a valuabe biomarker of exposure during pregnancy in biomedical
research. J. Toxicol. Environ. Health Part A 77: 1071-1074.

3. Brajenovi¢ N, Brci¢ Karaconji I, Mikoli¢ A, Stasenko S, Piasek M. 2013. Tobacco
smoke and pregnancy: segmental analysis of nicotine in maternal hair. Arch. Environ.
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2. Pregledni rad na poziv u Zborniku radova s medunarodnog simpozija

Piasek M, Mikoli¢ A. 2009. Minerals and physiology (From essentiality to toxicity: A
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U: Role of Minerals in Food Technology and Nutrition, Gasperlin L, Zlender B (ur). 26"
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1. Sekovani¢ A, Jurasovi¢ J, Orct T, Brajenovi¢ N, Br¢i¢ Karaconji I, Mikoli¢ A, Sulimanec
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2. Piasek M, Jurasovic¢ J, Mikoli¢ A, Stasenko S, Kusec V, Henson MC. 2012. Cadmium as
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(Suppl.): S37-S38.

3. Mikoli¢ A, Piasek M. 2010. Oral cadmium exposure and placental steroidogenesis in

rats. XII International Congress of Toxicology — TUTOX 2010, Barcelona, Spanjolska,
2010. Abstracts. Toxicol. Lett. 196 (Suppl.): S302.
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5.

Kati¢ (Mikoli¢) A, Piasek M, Lazarus M, Kljakovi¢-Gaspi¢ Z, Jurasovi¢ J. 2008. Effects
of oral cadmium exposure during pregnancy on maternal and foetal element distribution
and steroidogenesis in rats. 45 Congress of the European Societies of Toxicology —
EUROTOX, Rodos, Gr¢ka, 2008. Abstracts. Toxicol. Lett. 180 (Suppl.): S55.

Mikoli¢ A, Kralik Ogui¢ S, Kusec V, Piasek M. 2012. Exposure to cadmium and effects
on placental steroidogenesis in rats: comparing oral versus parenteral route of exposure. 4.
hrvatski toksikoloski kongres s medunarodnim sudjelovanjem — CROTOX 2012,
Primosten, Hrvatska, 2012. Abstracts of the 4" Croatian Congress of Toxicology
(CROTOX 2012). Arh. Hig. Rada Toksikol. 63 (Suppl. 2): 36.

4. Sazeci kongresnih priopcenja objavljeni u knjigama saZetaka

1.

Mikoli¢ A, Sulimanec A, Vihnanek Lazarus M, Piasek M. 2012. The comparison of the
effects of cadmium exposure on trace element distribution in rats: oral versus parenteral
exposure during pregnancy. International Cadmium Symposium - ICS 2012, Sassari
(Sardinija), Italija, 2012. Abstract Book str. 62.

Sulimanec A, Mikoli¢ A, Jurasovi¢ J, Piasek M. 2012. Interaction of cadmium with
essential trace elements after oral cadmium exposure: comparing non-pregnant and
pregnant rats. International Cadmium Symposium - ICS 2012, Sassari (Sardinija), Italija,
2012. Abstract Book str. 61.

Sulimanec A, Mikoli¢ A, Piasek M. 2010. Oral exposure to cadmium and its interaction
with iron and zinc in non-pregnant and pregnant rats. 7" International Congress on Food
Technologists, Biotechnologists and Nutritionists, Opatija, Hrvatska, 2010. Book of
Abstracts str. 50.

Jakas A, Kati¢ A, Bionda N, Horvat S. 2007. Susceptibility of the tetrapeptide LSKL to
glycation. 9™ International Symposium on the Maillard Reaction — ISMR 9; Miinchen,
Njemacka 2007. Scientific Program and Abstracts str. 167.

Mikoli¢ A, Sulimanec Grgec A, Piasek M. 2014. Oral cadmium exposure during
pregnancy: assessment of microelement distribution in mother rats and foetus at term.
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Prilog 1. Preslika certifikata standardnog krmiva za laboratorijske Stakore i miSeve
rabljenog u istraZivanjima s rezultatima analiza provedenim 2009. godine

SISTEMA DI GESTIONE

I\-, m UCEGO!a sri WEJ:TOI:::;:W

CERTIFICATO DA

via g. galilel, 4 - 20018 settimo milanese (mij - ilaly CENTIGUALITY
tel 02 48 91 55 B1 ra. - fax 02 48 91 56 95 - www.mucedola.il 123501
Certificate of Analysis n°® 74 of 2 February 2009 Revision of 27 February 2009

Standard Diet G.L.P. 4RF21 certificate

Complete feed for MICE and RATS
Maintenance for Short and Middle Period

Batch: 2154 Shape: pellet 12 mm - SHELF LIFE / Best Before September-09
BROMATHOLOGICAL “ Method Batch Batch Batch Balch Batch
ANALYSIS of analysis 2154 215401 | 215402 | 215403 | 215404
Maisture MUC UM 10.13 8.59 9.38 9.50 8.95
Crude protein s.Lq MUC.PR 18.64 18.70 | 19.14 | 19.23 | 19.02 CUPL". CONE ] quLE
Grude fal 510 MUC GR 4.06 2.98 - - 3.03 L BT
Crude fibre {Wende) s5.0g MUC CF 5.98 - 5.89 - -
—lash s1g MUC.CN 6.30 - . 6.22 - i
PESTICIDES ANALYSIS | 2o ‘ Mothod | oL MICROBIOLOGICAL ANALYSIS Value Method of analysis
[o/kg] of analysis cfulg
Organcchlorine Total Viable Organism 11000 MUC.CBT
Esaclorobenzene ND EP#4 - 8081 A & ygikg Total Coliforms <10 MUC.COL
u-BHC ND EPA - 8081 A 5 Lgikg Enterobatienacee <100 MUC ENTHAT
[-BHC Yeasls < 50 MUC ML
+BHC {Lindane) ND EPA - EDB1 A 5 poikg Molds < 50 MUC ML
Kellane ND EPA - 8081 A 5 poikg
Eptacior ND EPA - B0B1 A 5 pgikg Fecal indicators
Eplacicroepoxide ND EPA . 8081 A 5 ugikg Enterococcus faecim <10 MUC ENT
DDE Enterococcus faccalis <10 MUC.ENT
ooD ND EPA - 2081 A 5 pgikg E coli < 10 MUC.E coll
oDT
Dueldnn ND EPA - 801 A 5 pgikg Pathogens
Endrin ND EPA - 8081 A 5 ngikg Staphylococcus aureus <10 MUC STAPH
Thiodan ND EPA - 8081 A 5 paikg Closindivm perfrigens <10 MUC PERF
Organophosphorus Salmaonelle absentin25g MUC . SAL
Phosdnn ND EPA - 8141 A 10 ugfkg
Diazinon ND EPA - 8141 A 10 pglkg
Disulfoton ND EPa - 8141 A 10 uglkg Value Methed ol analysis D.L.
Fhynmiphosmeyl ND EPA-8141 A 10 ugtkg OESTROGENIC ACTIVITY {DES eq) nat detocted ML UM i AncAkm Zoot 3838 s | 20 pglkg
Ronnel ND EPA-8141 A 10 uglkg INHIBITING SUBSTANCES absent MUC INIB. -
Dimetoale ND EPA - 8141 A 10 ngikg MYCOTOXINES
Fenthion ND EPA - 8141 A 10 uglkg Total Aflatoxines (B1,B2 - G1.G2) | ND m;n;g] MUC AFLAZ 5 pgikg
Metylparathion ND EPA - 8141 A 10 uglkg HEAVY METALS AND MINERALS
Malathion ND EPA - 8141 A 10 ugikg Leag (Pb) 0.075 mprkg) EPA - 7420 ©.05 mgplkg
Fenirothion ND EPA - B141 A 10 ugikg Cadmium (Cd) 0.144 mog EPA-T130 0.0% mgikg
Parathion ND EPA - 8141 A 10 jigikg Selenium (Se} ND myikg EPA - 7740 0.05 mglkg
Phosphamidon ND EPA - 8141 A 10 pglkg Arsenic (As) ND mgikg| EPA - J0BD A 005 mglkg
Methydathion ND EPA - 8141 A 10 pglkg Mercury (Hg) ND mglkg EPA-TATY 0.05 mglkg
Phenamiphos ND EPA - B141 A 10 ng'kg QOTHERS
Ethion ND EPA-8141 A 10 uglkg MNitnite {NaNO-) 5.73 maorkg Colonmetnc method 0.5 mgikg
Diclorvos ND EPA-8141 A 10 pgikg Nitrate {NaNO,) 39.60 momkg lonic chramatography 5 mglkg
Clorphyriphosmety| ND ERA - B141 A 10 uglkg Fluorde (F) 1.68 momkg lonic chromatography 0.25 molkg
PCB ND EPA -B0B2 20 pofkg Mitrosamines <10 ngikg GC-ME 05 polkg
ND = notdotoclable \Sﬂ%‘m A

D.L. = detection limit

-

RN

The onganal certicatos of analysis and (he Samgios ate kopt in our archores

Fog Imi, Miane 09353740150 - AEA N 1285086 - PIVA 09353710156 - Cap. Sox € 7
Aut MLCA N MG B30-RA 252 bes el 13 3 - Aut Min. San SB2/A 2
Rag Lomb Dect n 10059 o T 10000181 - Docr n 10870 ol TI0DO0ZMY - Decs. n 1ORT 1 0l T1000GH

£on ADBTE ol 1000046
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Prilog 2. Preslika certifikata standardnog krmiva za laboratorijske Stakore i miSeve

rabljenog u istraZivanjima s rezultatima analiza provedenim 2010. godine

‘ [i/@@@\ Mmucedola s

SISTEMA D} GESTIONE
QuALITA
UNI EN 1SO 5001:2008

via g. galilel, 4 - 20019 settimo milanese (mi} - italy
tel, 02 48 91 55 81 r.a. - fax 02 48 91 56 95 - www.mucadola.it

Certificate of Analysis n° 206 of 2 April 2010

Standard Diet 4RF21 certificate

Complete feed for MICE and RATS.
Maintenance for Short and Middle Period
Shape: pellet 12 mm Coe . . .
SHELF-LIFE: Best Before 9 months from-DOM {Date of Manufacture) -

Revision of

CERTIFICATO DA
CERTIQUALITY
N. 2665

6 May 2010

Control Batch
AROMATHOLOGIGAL | Method | Bateh | 235201
ANALYSIS of 2352 Dom
analysis 15/04/2010
’ Value % | Value %
Moislure MUC.UM 9.10( 10.56
Cruda protein MUC.PR 18.84 18.60 .
Crude fat MUC.GR 3.26 3.05
Crude fibre MUC.CF 5.76 -
Ash MUG.CN 6.67 -
PESTICIDES ANALYSIS |- X:f,:;] . ”‘:’;“:l;‘:h DL MICROBIOLOGICAL ANALYSIS X?EZ Method of analysls
Organochlarine Total Viable Crganism 17000 MUC.CBT
Esaclorobenzena ND EPA - 8081 A 5 pgikg Total Coliforms. <10 MUGC,.COL
a-BHC ND EPA-B0B1 A 5 gkg Entarobatleriacee <100 MUC.ENTBAT
p-BHC Yeasls < 50 MUC ML
v-BHC (Lindane) ND EPA - 8081 A 5 uglkg Molds < 50 MUC.ML
Keltare - - ND EPA-8081 A 5 pnglkg
Eplaclor ND EPA - 8081 A 5 nglkg Fecal S -
Eptacloroepoxids ND EPA - 8081 A 5 pafkg Enterococcus faecium <10 MUC.ENT
DDE Entarococciss faecalis <10 MUC.ENT
DDD ND EPA - 8081 A 5 ngikg E.coli <10 MUG.E.coli
DOT
- Disldrin ND EPA - 8081 A 5 pgrkg Pathogens
Endrin ND EPA - 8081 A Suglka | |Staphylococeus aurous <10 MUC.STAPH
Thicdan ND- EPA - 8081 A Suaikg Closiridium perfrigens <10 MUC.PERF
Organophosphorus Salmonelle absentin25 g MUC.SAL
Phosdrin ND EPA-8141A | 10pgike
Diazinon ND EPA-8141 A 10 pgrkg - Value Method of analysis D.L.
Disulfoton - ND EPA-8141 A | 10sgikg | [OESTROGENIC AGTIVITY (DES eq) ND MeLUI i An.Allm ZooL 3838/1/0ls | . 20 ughkg
Phytimiphosmetyl ND EPA - 8141 A. 10 pgikg INHIBITING SUBSTANCES " absent MUC,INIB. . -
Ronnel ND EPA - 8141 A 10 pgikg MYCOTOXINES
Dimetoate ND EPA - 8141 & 10 pgikg Total Aflatoxinas (B1,B2 - G1,G2) | ND kg | MUC.AFLA2 5 pgikg
Fenthion ND EPA- 8141 A 10 pgikg HEAVY METALS AND MINERALS L i
y Yo ND EPA~8141A: |1 10 pglkg- | .[Lead (Pb) .. I 0.880 . mgtkg EPA - 7420 0.05 mg/kg |’

Malathior -+ - ND EPA-8141 A | ! 10 pg/kg Cadmium (Cd) 0.066 - mgikg EPA - 7130 0.05 mg/kg
Fenitrathion ND EPA - 8141°A 10 pgfkg Selenium (Se) - ND  mgikg EPA - 7740 0.06 mgkg
Parathion ND EPA-8141 A 10 pglkg "[Arsenic (As) ND mg/kg EPA - 7060 A 0.05 ma/kg
Phosphamidon ND EPA - 8141 A 10 pgtkg Mercury (Ha) ND maikg EPA - 7471 0.05 mglkg
Methydathion ND EPA-8141A | 10 pgikg OTHERS ) )
Phenamiphos ND EPA-8141 A 10 pgikg Nitrite (NaNOg) 6.070 mg/kg Colorimetric method Q.5 mgfkg
Ethion ND . EPA-8141 A 10 pgikg Nitrats (NaNO;) 62.080 matkg lonic chromalography T 5 malkg
Diclorvos ND EPA - 8141 A 10 pgrkg Fluorida (F’} 3.270 malkg lonic chromalography 0,25 moikg
Clorphyriphosmetyl ND EPA-B141 A 90 pgtkg Nitrosodisethylamine < 0.5 jgikg GC-MS 0.5 pgikg
PCB ND EPA - 8082 20 ngvkg Nitrosodimethylamine < 0.5 pgikg GC-MS 0.5 payfkg
ND = not dotectabla

D.L. = dalection limlt

Tha orlginal cettificates of analysis and the samples are kepl in our archives

Reg. Imp. Milano 09363710166 - REA n. 1266086 - PIVA 09353710156 - Cap. Soc. € 780.000,00 iv.
o ) Aut. M.LC.A. N® MG 830-RA 252 bis del 13/1/93 - Aut. Min, San, 562/A del 25-7-90
M27_R1 del 06/03/2010 Rag. Lomb. De
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Prilog 3. Pregled literaturnih podataka o udincima izloZenosti kadmiju per os tijekom reproduktivnog razdoblja u malih pokusnih glodavaca

(nastavak 1/6)
Uc¢inci izloZenosti kadmiju per os
Broj
. Zivotinja: Broj . . .
Autor/i Vrsta ) U}/Jetl . Dozale pocetak/| Tielesna zametaka/| . Koli¢ina Fe Koli¢ina Zn Koli¢ina Cu
pokusne| izloZenosti | Cdu . unos - Tjel. mase
god. Ll otini er 05 okusu | SKotnih/ | masa/ .. |broj fetusa -
HANOULL)E P p po prirast tjel tekucine/ (mla- fetusa Majéin organizam | Plod | Majéin organizam | Plod | Majéin organizam | Plod
skupini [ mase | UN% dunaca)/ (mladu- fetus/ fetus/ fetus/
. krmiva o naca . - . . - . . - .
majke velicina ) jetra bbrlé pl(.)isctg mla- | jetra bbrlé pl(.)isctg mla- | jetra bbrlé plqisgg mla-
legla 9| U dunci 9 U | qunci 9 | U1 | qunci
Rezultati koji uklju¢uju dozu 50 mg Cd/l u pi¢u ad libitum (koja je rabljena u doktoratu)
50
Sowa Stakorice |V vodizapice, | mg/l 55/ | . l
|i Steibert Wistar 21 dan tijekom| (~6 mg 21-25/ -1} Ve /-l > - - ! stra - - > istra - - 1 | jetrai
1985. skotnosti Cd/kgna | 19-25 ) J bubreg
dan)
220 (t.. m.
5, majki), I !
Sorell Stakorice |u vodi za pice, 50 137 (t.. m. -l ! 1 1 ! jetra
- . (doza doza
li Graziano | Sprague- | od 6. do 20. 100 fetusa), | (doze50i 100 mg/l) -/ (doze 50 - - - - |doza 50|doza 50 100 doze 50| - - - -
1990. Dawley |dana skotnosti| mg/l 9-10 100 mg/l) - 9 i 100 mg/1) mg/l | mg/l | o | §100
(raspodjela g mg/l
metala)
u vodi za pice, 50 |
Gupta y . tijekom mg/l .
[i sur. Stakorice | o stnosti i do |(~5-6,3 mg| -/20/10 - n B e I L e I R I R R
Druckery dana nakon
1993. 21. dana Cd/kg na ..
S okocenja)
dojenja dan)
u vodi za pice, l
) 4 tjedna prije Ve (21. dan nakon
Kostial stakori parenja, 3 50 255/ (tijekom prva okocenja
i sur. SAXOTICE | iodna tijekom | Mg/l 74/ /- Jekom p -I-I- i 4 tjedna - - - - - - - - - - - -
Wistar A 4 tjedna
1993. skotnosti i 3 tj. 6-12 nakon
A pokusa)
dojenja prestanka
(uk. 10 tj.) izloZenosti)




Prilog 3. Pregled literaturnih podataka o udincima izloZenosti kadmiju per os tijekom reproduktivnog razdoblja u malih pokusnih glodavaca

(nastavak 2/6)
Uc¢inci izloZenosti kadmiju per os
Broj
_— Zivotinja: Broj
.| Vrsta Uvjeti Doza/e [0 . ) ici ici ici
Autorl/i . VJ . poetak/ Tjelesna e Koli¢ina Fe Koli¢ina Zn Koli¢ina Cu
pokusne] izloZenosti | Cdu . Unos . Tjel. mase
god. Lo oini er 05 okusu | st/ - masa/ ... |broj fetusa
je| P P po |prirast tjel tekucine/ (mla- fetusa Maj¢in organizam | Plod | Majéin organizam | Plod | Majéin organizam | Plod
kupini ‘| unos (mladu-
Skupint ) mase krmiva | dunaca)/ naca) bu- boste. TELUS/ bu- |noste- | Tetus’ bu- | poste- | TEtUS/
majke veli¢ina jetra | pl'ica mla- | jetra | pl'ica mla- | jetra | | pl'ica mla-
legla 9 | & | Gunci 9 | ' | qunci 9| ea | qunci
. . l
u Vod_l za pice, ! ! jetra
p;réjn.jg,r Iéetj. 50 /blez na han 2nlz;1.k0c|)6|lf1n 2nlakc:)a:]n IbE:g 21 Tdan 21 Tdan je%ra
Schonwald | stakorice |  skotnosti mg/! 255/74/ /- promjena -/~ okocenja, Ko Ko } 0.do -né dan -né dan| - 21.dan| ) ) )
1993. Wistar |i 3 tj. (21 dan) 6-12 (tijekom prva 11.i21. | 2¢O | oxoc. ' - - -na dan
- \e ; -na dan|-na dan 21. dan | odbija- | odbija- -
dojenja-do 4 tjedna dan nakon " - - - odbija-
i o odbija- | odbija- nakon | nja nja .
odbijanja 21. pokusa) okocenja nia nia okoé nja
dan (uk. 10 tj.) ! ! '
u vodi za pice, !
414. prije jetrai !
; parenja, 3 tj. l jetra
I.Dlasek Stakorice [skotnosti i 3 tj. 50 0. do 21. dan bubreg 21. dan
i sur. : . mg/l -I-I- -I- -/- I~/ . ! ! - O.do| 1 1 - - - - -
1996 Wistar dojenja do nakon oko¢. 21 dan -na dan
a odbijanja 21. -do odbijanja na{kon odbija-
dan okoé nja
(uk. 10 j.) :
u vodi za pice,
) 3 tj. skotnosti i l l l
Piasek stakori 3 tjedna 50 0.,11.i21. 21. dan 21. dan
li sur. S\?Vigta(;e dojenja do mg/l -/-110-12 -/- -/- -/>/- dan nakon l - - |-nadan 1 - - |-nadan| - - - -
1996.b odbijanja 21. okod¢. odbija- odbija-
dan -do odbijanja nja nja
(uk.6tj.)
Ronco rakorice |U VOUi Zapice,| 50 @ etlu
fi sur. “Wietar |21 dan tijekom|  mg/l | -j34/6-7 |00 /- |-/ ! - - - - - - - - - - - -
2009 Istar skotnosti 0. ana
' skotnosti)/-




Prilog 3. Pregled literaturnih podataka o udincima izloZenosti kadmiju per os tijekom reproduktivnog razdoblja u malih pokusnih glodavaca

(nastavak 3/6)

Uc¢inci izloZenosti kadmiju per os

dojenja

Broj
Autorfi | Vrsta Uvjeti Dozale Zlv?ntnjl?/: Broj i " »
od pokusne | izlozenosti| Cdu gﬁgfn?h / Tjelesna Unos zametaka/| Tjel. Koli¢ina Fe Koli¢ina Zn Koli¢ina Cu
god. Zivotinje per 0s pokusu masa/ Kuéine/ broj fetusa] mase
po prirast tekucine (mla- fetusa Majéin organizam Plod | Majéin organizam | Plod | Majéin organizam | Plod
skupini |, unos
tjel. mase X dunaca)/ | (mladu- fetus/ fetus/ fetus/
majke IE | Titsion naca) jetra bbrlé' pﬁ?gg mla- |jetra t?r:_ pﬁ?gg mla- | jetra bbrté' pl(.)isgg' mla-
legla Ik dunci 9 1 dunci g1 dunci
6,25
12,5
Chmie- u vodi za 25 ! L l 1 l
nicka Stakorice pice, 50 -/53/ doza | doza Jetra Jetra Jetra
Sowa Wistar ?_1 dan 100 mg/I 6-11 - -/- - - 50 50 - doza 1 - - doza R 1 - doza
tijekom (0,72 - ma/l | mas 50 50 50
1996. skotnosti 9,17 g g mg/l mg/l mg/l
mg/kg
na dan
1 20. dan 1 20. dan
! skotnosti | skotnosti; !
Samuel | . lvodizapice| 50 20.dan | OPJE /doze) 200 ;“g/ D 110.i21. dan
i sur. SWist; od 10. do 22. 200 -/54/18 skptnosti 1 20. dan ! nakon - - - - - - - - - - - -
2011. dana skotnosti mg/I (obje/_doze) skotnosti: (20. dana (gé(%cﬁgjzi;)
(doza skotnosti; I
200 mg/l) | 200 mg/l) /-
u vodi za pice,
Castillo | . |[Dod (1) 10 mg/l
iSUr. Stak-OI'ICC Odb”a_'njado -/12/6 - _/_ -/ l« - - - - - - - - _ _ - -
0012 Wistar  |parenja
: (2) 20 dana  {(2) 50 mg/I
skotnosti
Stolakis u vodi za pice,
. Stakorice tijekom 50
Igglirg Wistar skotnosti i mg/l 121-F- ) I- - < i ) i ) ) i i i i i i i




Prilog 3. Pregled literaturnih podataka o udincima izloZenosti kadmiju per os tijekom reproduktivnog razdoblja u malih pokusnih glodavaca

(nastavak 4/6)

Uc¢inci izloZenosti kadmiju per os

Broj
A Zivotinja: ;
| Vrsta Uvjeti Dozale ¥ Broj oy oy -
AT, pokusne | izlozenosti | Cdu [P ] Tielesna zametaka/ | . Isolitinathe olitinatZn Kolicina Cu
god. ... . skotnih/ . Tjel. mase
Zivotinje per 0s pokusu masa/ broj fetusa f
po prirast tjel Unos (mla- ( erudsa Majéin organizam | Plod | Maj¢in organizam | Plod | Maj¢in organizam | Plod
skupini ‘| tekucine mladu-
P mase dunaca)/ naca) fetus/ fetus/ fetus/
majke veli¢ina jetra l:? U plc_)_ste- mla- | jetra bbu- plc_)_ste- mla- | jetra bbu- plf.J.Ste' mla-
legla reg | ea | gunci reg | U | qunci reg | e | qunci
Ucinci pri dozama od <50 mg Cd/l u pi¢u ad libitum
u vodi za pice, 10, l
Xg‘;%smr migice | tijekom 20, - - /- -1 na dan - - - - - - - - - - - -
’ skotnosti 140 mg/I okoéenja
gg . | saino
Petering v Vr‘l"il ZZ:CEI;: 172 na dan doze ts'lj(gi:r?gj !
i sur. Stakorice E)/”Ji tiiekom |34.:4 ng/ml -/-/- -/- -/- -/l okocenja; - - - 8,6 do - - - sti - - - sve
1979. skotjnosti (doze 17,21 344 doza doze
34,4 ng/ml) ug/ml
17,2
png/ml
Ali u vodi za pice, . !
i sur. Stakorice | tijekom 4'%/8"4 /-1- A /- /-1- Ogg"ci‘;”a - - - - - - - - - - - -
1986. skotnosti 8.4 mg/l)
1 !
Ishitobi i u vodi za pice, jetrai jetrai
od zaceca . bubreg bubreg
\Z’V&ta”abe misice | do10.dana | 120 | 40n86 | - - s o - . . - - . - lo.dan| - - - |10.dan
005. nakon g oko¢. oko¢.
okocenja doza doza 10
10 mg/l mg/Il




Prilog 3. Pregled literaturnih podataka o udincima izloZenosti kadmiju per os tijekom reproduktivnog razdoblja u malih pokusnih glodavaca

(nastavak 5/6)
Uc¢inci izloZenosti kadmiju per os
Broj
o Zivotinja: :
. Br
Autorl/i Vrsta . Uy Jeti . Demeie pocetak/ - ° Koli¢ina Fe Koli¢ina Zn Koli¢ina Cu
pokusne | izloZzenosti | Cdu . Tjelesna zametaka/| -
god. Yo e . skotnih/ Unos . Tjel. mase
Zivotinje| peros | pokusu masa/ < |broj fetusa » . e . . .
po i .1 | tekuéine/ . fetusa Majéin organizam | Plod | Majéin organizam | Plod | Majéin organizam | Plod
. . |prirast tjel. (mla
skupini unos (mladu-
mase | krmiva | QR naca) bu- | poste- |t/ bu- |poste-| S/ bu-  [poste-| LS/
majke veli¢ina jetra| o pl'ica mla- | jetra | pl'ica mla- | jetra | pl'ica mla-
legla 9] U lqunci 91 Y% | dunci 91 1'% qunci
Ronco stakorice |* vodi za pice, 30 (n < ki
i sur. S\j‘V.O ¢ 121 dan tijekom| mgI -132/8 ;poge . -/- AN o - - - - - - - - - - - -
2011 Istar skotnosti 0. ana
: skotnosti)/-
Ucdinci pri dozama od >50 mg Cd/l u pi¢u ad libitum
u vodi za pice,| 60 -] Al ! ! dolze bugre
Baranski Stakorice 20 dana 180 -/40/8 (dOZe (dOZe PENIENIIN (doie 60 i _ . . _ e doza e jetra 60i PEN PN dozag
1987. Wistar tijekom mg/l 60180 60180 180 doza 180
. 180 mg/l) 180 180
skotnosti mg/l) mg/1) mg/l mg/l mg/l mg/|
Udinci pri dozama 10-200 mg Cd/kg u krmivu ad libitum
Pond Stakorice | U krmivu, 200 !
i Walker Sprague- tijekom ma/k -I-1- -/- -/- -/ na dan ! > - ! 0 0 - 1 — R - 1
1975. Dawley skotnosti 9ikg okocenja
Stonard
X . . u krmivu, 100
;\glggbb Stakorice | tiedan ma/kg -I-I- -I- -/- - - - - - - 1 - - - - 1 - -
\Whelton u krmivu,
A - tijekom 50
i sur. midice | o otmostii | mofkg -I-I- -I- -/- -1/} ! - - - - - - - - - - - -
1988. dojenja




Prilog 3. Pregled literaturnih podataka o udincima izloZenosti kadmiju per os tijekom reproduktivnog razdoblja u malih pokusnih glodavaca

(nastava

k 6/6)

Uc¢inci izloZenosti kadmiju per os

Broj
. Vrsta Uvjeti Dozale ZlV?tana: . Broj Koli¢ina Fe Koli¢ina Zn Koli¢ina Cu
Autorfi, | o ene lizlozenosti | Cd pocetak/ | Tjelesna zametaka/ | .
d p 1zlozenosti u skotnih/ uUnos . Tjel. mase - - -
Jorel Zivotinje| peros | pokusu masa/ tekuéine/ broj fetusa fetusa Majéin organizam | Plod | Majéin organizam | Plod | Majéin organizam | Plod
PO |prirast tjel, (mla-
P, unos (mladu-
skupini mase Krmiva dunaca)/ naca) ) bu- | poste- fetus/ _ bu- | poste- fetus/ _ bu- |poste- fetus/
majke veli¢ina jetra . mla- | jetra . mla- | jetra - mla-
breg | ljica . breg| ljica . breg | ljica .
legla dunci dunci dunci
u krmivu, l 1
Blanusa 2 1. prije jetrai jetrai
" Stakorice | parenja, 10 . : N L ) bubreg ) ) bubreg
I sur. Wistar tijekom mg/kg [-19-10 i / - l ! < 11.dan| 1 < l < 11. dan
1993. skotnosti i nakon nakon
dojenja oko¢. okoé.
!
jetra
u krmivu, l na dgr!
AR . . oko¢. i
2 tj. prije l jetrai 11. dan
Schonwald, | stakorice | parenja, 10 80/39/ o) oo oo |Ma dan oko¢. i o i bubreg| i - o i na.kon
1995. Wistar tijekom mg/kg 9-10 11. dan nakon l 11. dan ! l okoé
skotnosti i okoé. nakon bubreg
dojenja oko€. 11 dan
nakon
okoc¢.
U¢inci pri dozama 1 i 10 mg Cd/kg tjel. mase dano Zelu¢éanom sondom™
1 | jetra | jetra .
Kuriwaki | sondom 10 doza doza L jetra
. Stakorice | od 9. do 19. doza
i sur. : mg/kg | 16/16/5-6 - /- WANA - - - o 10 - - - | 10 - - )
b005 Wistar dana tm ma/k ma/k 10 mg/kg
: skotnosti . gxg gxg na dan
na dan na dan na dan

OBJASNJENJA OZNAKA I KRATICA: - (crtica) = nema podataka/nije odredivano; | = smanjenje/snizenje prema kontroli; 1 = poveéanje/povisenje prema kontroli; <> = nema uginka;
odbijanje (weaning) = odbijanje mladunaca od dojenja (najée$ce 21. dan nakon okocenja); tj. = tjedan; t. m. = tjelesna masa; oko¢. = okocenja; uk.= ukupno;
*Napomena: to je opéenito rijedak na¢in izlaganja pokusnih glodavaca tijekom skotnosti jer nosi opasnosti od ozljedivanja i stresa $to moze izazvati nezeljene posljedice na ishod graviditeta.



