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Our right to reach our highest potential,
and to fulfill our human genetic legacy,
is threatened by exposures in the womb

to many chemicals.

Sharyle Patton, Toxic trespass. Our Planet (UNEP magazine)
”"Women, Health and the Environment”, 2004; 15 (2): 24-26.

1. Uvod i svrha rada

Olovo, kadmij, ziva, arsen 1 drugi metali i metaloidi prisutni su svuda u okoliSu u
koji dospijevaju iz prirodnih izvora i ljudskim djelovanjima. Nalazimo ih u tlu, vodi 1
zraku te u prehrambenom lancu, u namirnicama biljnog i zivotinjskog podrijetla.l'10
Poremecaji zdravlja zbog prekomjernog nakupljanja metala u tijelu mogu nastati u
uvjetima prekomjerne vanjske izloZenosti metalima ili, u manjoj mjeri, zbog genetski
uzrokovane bioakumulacije metala u tjelesnim odjeljcima (pr. poremecaji
metabolizma bakra pri Wilsonovoj i Menkesovoj bolesti ili poremecaji metabolizma
zeljeza pri hereditarnoj hemokromatozi, talasemiji i acerulopazminemiji). Posljedice
su toksi¢ni u¢inei u funkcijama i/ili strukturi pojedinih organa i tjelesnih sustava.'""'?
Opasnosti za zdravlje mogu nastati i1 pri deficijenciji metala 1 metaloida koji su
esencijalni za fizioloske funkcije u tijelu, tzv. esencijalnih elemenata kao Sto su

11-15 Ko gt X .
Mogu¢i Stetni ucinci u organizmu

kalcij, zeljezo, cink, bakar, selenij i drugi.
nastaju zbog medudjelovanja (interakcije) esencijalnih i otrovnih elemenata u smislu
jaCih ucinaka otrovnih metala pri deficijenciji esencijalnih elemenata. Zbog
kompeticije esencijalnih i otrovnih elemenata za jednaka mjesta prijenosa pri
apsorpciji u zeluCanocrijevnom traktu, nastaje pojacana apsorpcija odredenog
esencijalnog elementa za kojim postoji povecana fizioloska potreba u organizmu, ali
istodobno se moze pojacano i nespecificno apsorbirati i odredeni otrovni metal ili
vise njih istodobno (pr. pojatana apsorpcija kadmija pri deficijenciji Zeljeza).'®
Povoljni primjeri interakcija esencijalnih 1 toksicnih metala jesu ucinci

peroralne suplementacije esencijalnim elementima (pr. kalcijem ili selenijem).

Apsorpcija 1 retencija otrovnog metala (olova, kadmija odnosno zive) 1 njihovi Stetni



ucinci mogu se smanjiti pri istodobnoj izlozenosti otrovnom metalu i dostatnom
unosu esencijalnog elementa ili pri suplementaciji esencijalnim elementom.'**

Tijekom trudno¢e i1 laktacije odnosno tijekom perinatalnog i postnatalnog
razdoblja postoje povecane fizioloske potrebe za nutrijentima pa su Cesti deficiti
esencijalnih elemenata $to utjeCe na povecanu crijevnu apsorpciju i tjelesnu retenciju
esencijalnih, ali i otrovnih metala i metaloida. Zene u generativnoj dobi i djeca u
razdoblju intenzivnog rasta 1 razvoja smatraju se vulnerabilnim skupinama
stanovniStva, u njih su Cesta medudjelovanja esencijalnih i otrovnih metala pa je
stoga u tim skupinama povecana opasnost za $tetne udinke otrovnih metala.'>!'¢*2*

Posteljica je jedinstveni organ koji je prokrvljen s dva odvojena optoka
razli¢itih znacajki krvi (majCine 1 fetalne) i s tocno odredenim i ograni¢enim
zivotnim vijekom. To je ¢ini organom koji ima mnogobrojne prednosti za
istrazivanja otrovnih supstancija, ukljucujuéi toksicne metale i1 metaloide s
dokazanim nepovoljnim uéincima na reprodukciju i razvoj.” Posteljica je pogodna
za istrazivanja kao 'uzorak dvojne namjene' za procjene izloZenosti i ucinaka
otrovnih metala i metaloida u vanjskom okoliSu Zene i istodobno u unutarnjem
okoliSu fetusa koji raste i razvija se u tijelu buduée majke.**

Normalna struktura i funkcije posteljice i njezinih izvanembrionalnih opni
nuzni su za prezivljavanje sisavca tijekom razvoja in utero. Funkcije posteljice
obuhvacaju maternalo-fetalni prijenos nutrijenata, uklju¢ujuéi metale i metaloide koji
su esencijalni za rast i razvoj fetusa, prijenos metabolita odnosno razradnih
produkata od fetusa do majke, aktiviranje i deaktiviranje kemijskih tvari iz okoliSa te
sintezu hormona, polipeptidnih (hCG, hPGH 1 leptin) i steroidnih hormona
(progesteron, testosteron, estradiol), koji su nuzni za odrzavanje trudnoce i porodaj
zrelog, zdravog djeteta sposobnog za samostalan Zivot. Sve to su ujedno moguca
mjesta $tetnih uginaka reprodukcijskih otrova na funkciju i strukturu posteljice.'®'®

Tijekom trudnode svi metali koji su pohranjeni u organizmu se mobiliziraju i
dospijevaju u krvni optok. Ukoliko je rodilja bila izloZzena odredenom otrovnom
metalu (ili vise njih) 1 prije trudnoce te se on deponirao u tjelesnim odjeljcima (pr.
kadmij 1 ziva u bubrezima ili olovo u kostima i zubima), oni dospijevaju u krvni

optok iz tih tjelesnih pricuva. Budué¢i da tijekom trudnoce nastaje preraspodjela

esencijalnih makroelemenata (pr. kalcija) i mikroelemenata (pr. Zeljeza) zbog potrebe



njihova prijenosa do ploda, nastat ¢e i preraspodjela otrovnih metala iz deponiranih
tkiva i organa, pa je moguce da dospiju do posteljice i prenesu se do ploda in utero u
vecoj ili manjoj mjeri. Stoga koncentracije metala u krvnom optoku rodilje 1 u
posteljici u vrijeme neposredno nakon porodaja odrazavaju ukupnu dotadasnju
izlozenost rodilje odredenom metalu. To zna¢i da nalaz pokazuje i trenutac¢nu i
prethodnu izlozenost metalu koji se bioakumulirao u tjelesnim odjeljcima, dospio u
krvni optok te u tkivu posteljice nakupljao pretezito (kadmij) ili samo djelomice
(olovo, ziva). Stoga je u istrazivanjima procijene izloZenosti Zene metalima, uz
maj¢inu krvi i krv pupkovine, korisno imati i uzorke posteljice te utvrditi
koncentracije metala i metaloida u svim tim uzorcima kao pokazatelje stanja metala
u maj¢inom organizmu i u fetusu.'”"**=% U procjeni stanja otrovnih i esencijalnih
metala u rodilji, veoma je korisno uzorkovati tkivo posteljice nakon porodaja i ex
vivo odrediti koncentracije, to¢nije reCeno, masene udjele metala odnosno metaloida
u tom organu, koji se nalazi na mjestu razgrani¢enja maternalnih i fetalnih tjelesnih
odjeljaka. Povrh toga, posebice je vrijedno odrediti i stanje steroidnih hormona,
progesterona i estradiola, koji su nuzni na odrzavanje trudnoc¢e i dovrsenje porodaja,
za §to je potrebno razviti odgovarajuce i pouzdane metode analize.
* sk %k

Svrha istrazivanja sadrzanog u ovom radu je procijeniti razine izlozenosti metalima
1 rizike Stetnih ucinaka metala u zena fertilne dobi te rizik za buduce dijete zbog
perinatalne izlozenosti metalima uporabom uzoraka ljudskog postelji¢inog tkiva,
majcine krvi 1 krvi pupkovine i vezano za to
- odrediti koncentracije steroidnih hormona progesterona i estradiola u posteljici ex

vivo u povezanosti s koncentracijama (tkivnim masenim udjelima) toksi¢nih

metala, ponajprije kadmija, kao pokazatelja izlozenosti metalima u okolisu,

istodobno sa stanjem esencijalnih elemenata u tkivu posteljice;

- odrediti koncentracije toksi¢nih metala kadmija, olova i zive u parovima uzoraka
majc¢ine krvi i krvi pupkovine te esencijalnih mikronutrijenata Zeljeza, cinka,
bakra i1 selenija u serumima krvi majki 1 iz pupkovine u ovisnosti o navikama

pusenja i prehrani majke.



Pregled literaturnih podataka

Stetni reprodukcijski u¢inci metala i metaloida

Metali koji izazivaju neposredne Stetne uclinke na reprodukciju u sisavaca,
ukljucujuéi ¢ovjeka, izravno ostecuju reprodukcijske organe, odrasle spolne funkcije
i funkcionalnu jedinicu majka-dijete, od oplodenog jajasca preko embrio/fetalno—
placentalne jedinice do novorodenceta. Otrovni metali kao Sto su olovo, kadmij i ziva
jesu sistemski otrovi koji pri vi§Sim dozama mogu djelovati neizravno Stetno i na
reprodukcijske funkcije u oba spola, a pri nizim razinama izloZenosti izravno na
spolne organe kao ciljne organe.'®*” U znanstvenim istraZivanjima reprodukcijskih i
razvojnih ucinaka, koncentracije metala u majcinoj krvi, krvi pupkovine 1i/ili
postelji¢inom tkivu predstavljaju tzv. biomarkere izlozenosti. Ti pokazatelji upucuju
na moguce opasnosti za reprodukciju i fetus zbog izlozenosti mjerenim metalima, no
oni sami ne mogu posluziti za utvrdivanje kauzalnih povezanosti izlozenosti i
odredenih Stetnih (reprodukcijskih ili razvojnih) ucinaka bez odredivanja tzv.
biomarkera ucinaka. Biomarkeri ucinaka mogu biti, primjerice, izmjerene
koncentracije esencijalnih nutrijenata i1 steroidnih hormona u tjelesnim teku¢inama
odnosno njihovi maseni udjeli u tkivima reprodukcijskih organa te drugi pokazatelji
definirani planom istraZivanja u povezanosti s biomarkerima izlozenosti.'®'*** O

tome Ce biti vise rijeci dalje u tekstu.

Kadmij

Kadmij je metal bez poznate fizioloSke uloge u sisavaca, ukljucujuéi ljude, ali s
dokazanim brojnim toksi¢nim ucincima u organizmu. ProSiren je u okoliSu
suvremenog c¢ovjeka djelomice iz prirodnih izvora, ali najvise zbog ljudskih
aktivnosti. Potonje se odnosi na industrijsku emisiju, gomilanje i spaljivanje otpada
te obogacivanje tala kanalizacijskim muljem 1 fosfatnim gnojivima. Izlozenost
kadmiju moze biti profesionalna (u metalurgijii, izradi boja, plasticnih masa,
tekstilnoj industriji 1 dr.) 1 iz okoliSa (tzv. ambijentalna izlozenost). U opéem
stanovniStvu, najceS¢i izvori izloZzenosti kadmiju jesu oneciS¢ena hrana (Zitne

pahuljice, riza, krumpir, iznutrice, ribe 1 plodovi mora - mekusci i1 Skoljkasi) te
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duhanski dim (aktivnim i pasivnim pu$enjem cigareta).' %

Dokazano je da je u
pusaca cigareta svakodnevna izlozenost kadmiju veéa 2 do 3 puta nego u nepusaca.'’

Kadmij je kumulativan otrovni metal koji se nakuplja u unutarnjim organima,
ukljudujuéi organe hipotalamo-hipofizno-gonadalne osovine i posteljicu.'%32%3840
Buduéi da se u velikoj mjeri nakuplja u posteljici, kadmij se otezano prenosi kroz
posteljicu i ona predstavlja nepotpunu zapreku za njegov prijenos do fetusa.
Istrazivanjima na pokusnim Zivotinjama je pokazano da su uc¢inci kadmija na plod in
utero zbog izloZenosti majke prije i/ili za vrijeme graviditeta neizravni.'®'®3>404!
Nakupljanjem kadmija u postelji¢inom tkivu mogu se remetiti barem dvije funkcije
posteljice: 1) prijenos esencijalih elemenata iz majcinog krvotoka do ploda in utero i
trudnoce, rast 1 razvoj fetusa i normalan porodaj zdravog djeteta.

Sve do 90.-ih godina proslog stolje¢a nije bilo sigurnih dokaza da je kadmij
reproduktivni otrov u ljudi, a i podaci u pokusnih glodavaca bili su do tada
oskudni.’”*' Tijekom posljednja dva desetljeéa pojavljuje se sve vise dokaza u
literaturi da metali, medu kojima osobito kadmij, mogu imati svojstva tzv.
endokrinih disruptora jer mogu ili inhibirati endogene hormone i endokrine funkcije
reprodukcijskih organa, ili imitirati odnosno pojacavati djelovanje endogenih
hormona. Zbog potonjih svojstava ¢esto se nazivaju i ksenoestrogenima, okoliSnim

estrogenima ili metaloestrogenima.'” '*3**>*47 Tj agpekti toksi¢nosti opisani su

dalje u poglavlju Metali sa svojstvima endokrinih disruptora.

Olovo

Olovo je metal koji je prisutan u ¢ovjekovom okolisu otkako su prepoznata njegova
brojna korisna svojstva pred vise tisuclje¢a. Smatra se da se rabio jo§ u starom
Egiptu. Cesto se navodi pretpostavka Gilfillana iz 1965. godine da je jedan od
mogucih razloga propasti Rimskog Carstva bilo kroni¢no otrovanje olovom bogatih
slojeva drustva (najvise zbog sladenja vina olovnim acetatom) Sto se, izmedu ostalog,
otitovalo i porastom neplodnosti i povisenim pomorom dojencadi.** Olovo je opéi
metabolicki otrov, a toksicni reprodukcijski ucinci u sisavaca, ukljucujuéi ljude, u
oba spola dobro su opisani u literaturi, posebice kao posljedica visokih razina

izlozenosti pri akcidentalnim otrovanjima ili, u prijaSnjim razdobljima, zbog



profesionalne izlozenosti.*’ U suvremeno doba, izloZenost olovu u okoli$u je moguéa
zbog oslobadanja olova iz prirodnih izvora, a jo§ viSe ljudskim djelovanjima
(industrijska emisija, lozenje ugljenom i naftom, izgaranje Cvrstog otpada, olovne
boje, a sve manje iz ispuSnih plinova vozila zbog uporabe olovnog benzina, §to je
napuSteno u velikom broju drzava). Profesionalna izloZenost u zeljezarama i
Celicanama, ljevaonicama mjedi i bronce, pri izradi akumulatora i drugdje danas se
zakonski nadzire, no moguci su propusti, posebice u manjim radionicama s loSom
zaStitom na radu. Izvori izloZenosti olovu oneciS¢enom hranom i pitkom vodom
(pogotovo ako je voda meka i provodi se kroz olovne cijevi), u sluc¢ajevima drzanja
hrane i pi¢a u neprikladnim posudama (glinenim, keramickim, kristalnim ili u starim
konzervama 1 spremnicima lemljenim legurom koja sadrzi olovo) te ilegalnom
destilacijom alkoholnih pi¢a, kozmetiCkim preparatima, tradicionalnim i etnickim
liekovitim (pr. ajuverdskim) pripravcima i drugom.”®** Olova ima takoder i u
duhanskom dimu.'7*

Jos$ 1 danas nisu do kraja istrazeni ucinci 1 mehanizmi djelovanja niskih razina
izlozenosti olovu, pogotovo zbog perinatalne izlozenosti. U suvremeno doba, opisani
su Stetni reprodukcijski u€inci u svezi s izlozenos¢u zena olovu kao $to su poremecaji
menstrualnog ciklusa, poremecaji fertiliteta, pobacaj, prerani porodaj, intrauterini
zastoj rasta i snizene porodajne tezine.”*'®**” Buduéi da se olovo prenosi gotovo u
cijelosti kroz posteljicu (za razliku od kadmija), ono moze djelovati §tetno izravno na
fetus in utero. Najopasniji su neurotoksi¢ni ucinci olova u djece zbog izloZenosti
koja su nastala u prenatalnom i ranom postnatalnom razdoblju tijekom razvoja

mozga, ireverzibilni su i ostavljaju trajne Stetne posljedice.'®

Ziva

U danaSnje doba su prepoznate tri glavne moguce opasnosti vezane za izlozenost
ljudi zZivi: metilziva u prehrani (ribe i morski plodovi), Zivine pare iz amalgamskih
zubnih ispuna 1 etilziva u tiomersalu (ili timerosalu) koji sluzi kao konzervans u
cjepivima za djecu i odrasle.”’* Unato¢ velikog broja istrazivanja i objavljenih
rezultata, za sada nema konacnih i usuglasenih stavova i zakljucaka o povezanostima
izlaganja Zivi (tiomersalu) u cjepivima i poremecaja neuroloskog razvoja u djece.

Takoder nema kona¢nih dokaza da izlozenost metilZzivi prehranom u trudnoci



(poglavito prehranom ribama) predstavlja opasnost za nerodeno dijete.’'™ U
profesionalnim uvjetima, mogu¢ je dodir sa zivom na radnim mjestima (u rudarstvu,
kloralkalnim tvornicama, pri izradi instrumenata i1 fluorescentnih svjetiljki te u
fizikalnim i medicinskim laboratorijima).”** Postoje dokazi o medudjelovanu Zive i
selenija u prehrani. Sli¢no kao i olovo, Ziva moZze imati neurotoksi¢ne ucinke koji su
osobito opasni u djece. Potrebna su daljnja istrazivanja o uvjetima pod kojima mogu
nastati ireverzibilni neurotoksi¢ni ucinaci zbog perinatalne izloZenosti raznim

ce 1. .. .- 18.53
kemijskim oblicima zive. ™

Metali sa svojstvima endokrinih disruptora

Posljednjih godina istrazivanja na podrucju reproduktivne i1 razvojne toksikologije
dala su nove i revolucionarne dokaze o djelovanju metala i metaloida kao supstancija
sa svojstvima remecenja reprodukcijskih funkcija i1 fizioloSkih procesa tijekom
razvoja sisavaca, ukljucujuéi Sovjeka.'®” Takvi metalni elementi i spojevi, medu
kojima mnogi djeluju 1 kao metaloestrogeni, jesu: kadmij, olovo, ziva, arsen i
uran.*>?%#473439 Onj e svrstavaju u skupinu tzv. endokrinih disruptora ili kemijskih
supstancija sa svojstvima endokrine disrupcije (eng. endocrine disrupting chemicals)
zato jer je za njih dokazano da mogu medudjelovati s hormonskim receptorima®” ¢ i
stoga ili oponasati, ili blokirati endogene steroidne hormone u brojnih Zivotinjskih
vrsta, ukljucujuci sisavce 1 ¢ovjeka. Nadalje, takvi metali i metaloidi mogu utjecati
na stani¢ne signalne putanje i/ili mijenjati razmjer luCenja odredenih enzima vaznih
za biosintezu steroidnih hormona.'®***

U tom smislu i duhanski dim moze djelovati kao endokrino-disruptivna
mjeSavina visokotoksi¢nih elemenata i spojeva koja, uz mnogobrojne toksine i brojne
kancerogene supstancije, obuhvaca oko 30 metalnih iona.'”***® Dugo je poznato
da izlaganje duhanskom dimu moZe znatno ugroziti plodnost Zene dok su u
muskaraca §tetni reproduktivni u¢inci duhanskog dima manje dramati¢ni. Endokrini
ucinci duhanskog dima pokazani su za brojne neuroendokrine funkcije u hipotalamo-

hipofizealnoj osovini kao Sto su funkcije Stitne Zlijezde, koncentracije hormona

nadbubrezne Zlijezde, funkcije gusterace u hormonskoj regulaciji glukoze, praznjenje



v v . . ey . “ 4-
eluca, koStana masa te gonadalne i reproduktivne funkcije Zena i muskaraca.®*®

Tijekom trudno¢e duhanski dim moze narusiti normalno funkcioniranje maternalno—
placentalno—embrio/fetalne jedinice te loSe utjecati na zdravlje novorodenceta u
perinatalnom razdoblju, Sto moze imati Stetne posljedice u njegovom kasnijem
Zivoty, 70560

Vezano za onecis¢ivace Covjekova okolisa koji mogu imati svojstva endokrinih
disruptora i koji uklju¢uju metale poput kadmija, olova, zive i druge, postavljaju se
brojna pitanja na koja ¢e dati odgovore buducéa istraZivanja. Gulliete®' definira tri

skupine klju¢nih otvorenih pitanja vezanih za endokrinu disrupciju:

1) Pri kojim se razinama izlozenosti u okolisu zbiva endokrina disrupcija u ljudi?
2) Koji mehanizmi pokrecu reakcije endokrine disrupcije u ljudima?
3) Da li se do sada dokazane Stetne reakcije endokrine disrupcije u raznim

zivotinjskim vrstama mogu primijeniti i na ljude?

Opcenito govore¢i, podaci o povezanostima izloZenosti bilo kojem kemijskom
endokrinom disruptoru i zdravlja zivotinja ili ljudi su oskudni. Dokaze da su ljudi
skloni remecenju endokrinih funkcija odnosno endokrinoj disrupciji  pri
uglavnom pri veoma visokim razinama izlozenosti. Potrebno je procijeniti postoje li
opasnosti za takve ucinke pri stvarnim, niZim razinama izloZenost pojedinim
onecis¢ivacima kao Sto su otrovni metali i metaloidi kakve su prisutne u okolisu.
Posljednjih desetljeCa dobivene su nove spoznaje o ulozi kadmija kao
endokrinog disruptora u posteljici i o mehanizmima takvog djelovanja.*®*¢"®
Neizravne posljedice nakupljanja kadmija u posteljici u smislu poremecaja lucenja
(vitamina 1 mikroelemenata), mogu imati dalekosezne posljedice na trudnocu zbog
moguceg utjecaja na imunoloske procese koji su sadrzani u nuznom toleriranja dvaju

17,40,70 .-
74070 pritom

medusobno stranih organizama — majke i fetusa tijekom trudnoce.
izlozenost kadmiju (kao i1 drugim ksenobioticima) moze imati raspon ucinaka od
ometanja zastitnih mehanizama koji sprecavaju majcin imunoloski sustav da odbaci
posteljicu i fetus, do izazivanja olakSanog izlaganja antigenima in utero $to poslije

moze rezultirati alergijskim poremecajima bolestima u ranom djetinjstvu. Sami



steroidni spolni hormoni pak imaju visestruko djelovanje, izmedu ostalog vazna je i

.. . 1,72
njihova imunomodulatorna uloga.”"’

Kadmij moze medudjelovati sa steroidnim
hormonima 1 dovesti do poremecaja koji su usko povezani s genetskim i infektivnim
&imbenicima imunoloskih bolesti te utjecati na njihov tijek.”

U sisavaca se kadmij nakuplja u unutarnjim organima tijekom cijeloga zivota,
ukljucujuéi organe hipotalamo-hipofizno-gonadalne osovine. Istrazivanja su
pokazala da je izlaganje kadmiju izazvalo promjene u endokrinima funkcijama

41,74,78-82

7477 s
, jajnika

hipofize i posteljice.!”***¢782 Treba istaknuto da poremecaji u
sintezi steroidnih hormona mogu nastati i pri koncentracijama kadmija koje jo§ ne
izazivaju vidljive morfoloske promjene steroidogenog organa (testisa, jajnika ili
posteljice). Takva disrupcija steroidogeneze pokazana je u testisima Stakora pri
veoma niskoj dozi od 0,18 mg Cd/kg tjelesne mase.* U istraZivanju Piasek i
Laskeya,*' jednokratno parenteralno (supkutano) izlaganje kadmiju u dozi od 3 ili 5
mg Cd/kg tjelesne mase odraslih Stakorica u reproduktivnoj dobi, bilo je povezano s
niskim razinama kadmija (1,2 ili 1,6 pg/g svjeZze mase jajnika) i poremecajima
normalne steroidogeneze u jajniku na viSe mjesta u lancu biosinteze steroidnih
hormona, s najve¢im promjenama opazenim u produkciji estradiola. Pri supkroni¢noj
parenteralnoj izlozenosti kadmiju u Stakorica tijekom skotnosti, u ukupnoj dozi od 5
mg/kg tjelesne mase, prosjecna koncentracija kadmija u posteljicama je bila 1,18 +
0,109 ng/g svjeze mase tkiva uz istodobno smanjenu produkcija progesterona, bez
vidljivih morfoloskih promjena u tkivu posteljice.*”

U istrazivanju Paksy i suradnika® pokazano je da najniza koncentracija
kadmija koja moze smanjiti produkciju progesterona u kulturi ljudskih granuloza
stanica iznosi 16 uM (1,8 ug/mL), Sto je otprilike 3,5 puta veca koncentracija od
masenog udjela kadmija izmjerenog u jajniku pusacica koji iznosi do 0,5 pg/g svjeze

mase tkiva.

Metali u duhanskom dimu i ljudska posteljica

Osim hrane, u osoba koje nisu profesionalno izlozene kadmiju, glavni izvor

izlozenosti je duhanski dim u kojem je kadmij najzastupljeniji metalni ion. Ovisno o

17,50,62

vrsti cigarete, koncentracija kadmija moze iznositi do 6,67 ug po cigareti, a



drugi metalni ioni s visokim koncentracijama u duhanu jesu olovo, do 1 pg te arsen,
do 1,4 pg po cigareti.”™® Pokazano je da se nakon inhalacije cigaretnog dima
apsorbira 25 do 50% ili viSe kadmija, nakon peroralne izloZenosti, Zelu€anocrijevna
apsorpcija iznosi 1 do 10%, a nakon kutane izloZenosti apsorbira se manje od 1%

1-3.10.20-22.84 .. . . .. . ..
310202284 7at0 je izlaganje duhanskom dimu aktivnim i pasivnim

doze kadmija.
pusenjem vazno kao opasan izvor izloZenosti otrovnim metalima, najvise kadmiju, a
u manjoj mjeri olovu, arsenu i drugim metanim ionima, koji inhalacijom u velikom
omjeru dospijevaju u krvni optok i brzo se raznose do svih organa i tkiva. Uz
mnogobrojne druge otrovne i kancerogene sastojke duhanskog dima, metalni ioni u
znatnoj mjeri pridonose izazivanju Stetnih oksidativnih reakcija u stanicama,
ukljucujuéi reproduktivne organe i maternalno — embronalnu odnosno maternalo—
placentalno—fetalnu funkcionalnu jedinicu.'’

Dosada$njim istrazivanjima provedenim u Instituta za medicinska istrazivanja
1 medicinu rada u Zagrebu u kojima su odredivane razine kadmija u opcéem
stanovniStvu u Hrvatskoj, pokazano je da je u nepuSaca koncentracija kadmija u
krvi® manja od 1,5 pg/L, u kori bubrega® je oko 20 ug/g, a u posteljici** je oko 10
do 16 ng/g svjeze mase tkiva. U pusaca u odnosu na nepusace, koncentracije kadmija
su do pet puta vece u krvi, a tkivni maseni udjeli kadmija u bubreznoj kori i posteljici

L 17,2021,34
su dvostruko veéi.! 221

Metali u krvi, serumu i tkivu posteljice kao pokazatelji izloZenosti i pokazatelji
ucinaka

U svrhu procijene izloZenosti i procjene ucinaka metala 1 metaloidima pri stvarnim
razinama izlozenosti tim onecis¢ivac¢ima u okoliSu sluze bioloSki i biokemijski
pokazatelji, tzv. biomarkeri izloZenosti (eng. biomerkers of exposure) 1 biomarkeri
ucinaka (eng. biomerkers of effects). Biomarkeri izloZzenosti i biomarkeri uc¢inaka
utvrduju se u postupku tzv. bioloskog monitoringa (eng. biomonitoring). Biomarkere
izlozenosti predstavljaju izmjerene vrijednosti razina metala u bioloSkom uzorku.
Kao bioloski uzorci uobicajeno se rabe uzorci krvi, seruma, kose, mokrace, stolice i

drugih tjelesnih izlu€evina, a mogu se rabiti svi biopticki, intraoperativni, posthumni,
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i pobaceni materijali. Na izmjerenu vrijednost metala u uzorku utje¢u trajanje
izlozenosti, toksikokinetika metala, vrsta medija (uzorka) i vrijeme uzorkovanja. U
biomarkere ucinaka spadaju izmjereni parametri bioloskih reakcija povezanih sa
specificnim izloZenostima (pr. razine esencijalnih elemenata ili aktivnosti specifi¢nih
enzima u svezi s izlozenos¢éu otrovnom metalu). Tijekom posljednjih pet desetljeca
puna krv se rabi kao najces¢i uzorak u kojem se odreduju koncentracije olova,
kadmija i1 zive koje sluze kao pokazatelji izlozenosti tim toksi¢nim metalima u
ljudima tijekom probira (screeninga), u dijagnosticke svrhe i tijekom humanog
bioloskog monitoringa metala u uvjetima dugotrajne izlozenosti.'”*”**

Ljudska posteljica se moZze smatrati najvec¢im ljudskim bioptiCkim
materijalom i vrijedan je bioloski materijal pogodan u pracenju izloZenosti i uc¢inaka
ksenobiotika u bioloSkom monitoringu, zajedno s uobicajenim uzorcima krvi i
seruma. Takoder se moze rabiti kao visokovrijedno indikacijsko tkivo izloZenosti
pojedinim metalima, narogito kadmiju koji se nakuplja u postelji¢inom tkivu.'”*3°
Podaci o koncentracijama (masenim udjelima) metala u postelji¢inom tkivu mogu
veoma korisno posluziti u procjenama specificnih opasnosti izmjerenih biomarkera
kao 1 za daljnje usporedbe jednakih pokazatelja po raznim geografskim regijama i u
raznim vremenskim razdobljima izloZenosti primjenom postupaka tzv. meta-
analiza.’*

Sto se ti¢e bioloskog monitoringa, posteljici kao organu za uzorkovanje tkiva
za razne analize ne posvecuje se pozornost kakvu ona zasluzuje. Uzorci posteljice
mogu posluziti kao alternativa ponovljenom uzimanju uzoraka krvi i u post hoc
procjeni rizika fetalnog distresa zbog izlozenosti metalima i metaloidima in utero.
Prije trideset pet godina Baglan i suradnici® su predlozili uporabu postelji¢nog tkiva
za pracenje izlozenosti majke i Ceda metalima, poglavito kadmija. Od tada su u
razli¢itim krajevima svijeta brojni istrazivaci vrednovali izloZenost metalima i njihov
utjecaj na maternalno zdravlje i fetus, koriste¢i se analizama u uzorcima

postelji¢inog tkiva. U nizu opseznih ¢&lanaka Iyengar i Rapp™*>*

su prikazali
prednosti uporabe ljudske posteljice kao «uzorka s dvostrukom namjenomy, pomocu
kojega se moze pratiti prisutnost Stetnih tvari vanjskom maj¢inom, ali i u fetalnom
okoliSu kojeg ¢ini majcin organizam. Naglasak je stavljen na procjene razina

1zlozenosti otrovnim metalima i njihove rizike za funkciju maternalno—placentalno—
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fetalne jedinice sa sveobuhvatnim pregledom podataka procjena razina metala u
posteljici do 2000. godine zajedno s metodama koje su rabljene prilikom analiza
elemenata u raznim vremenskim razdobljima.

Osim S§to se trebaju sluziti prikladnim i pouzdanim analitickim tehnikama,
istrazivaci bi prilikom utvrdivanja koncentracija metala u posteljici trebali posebno
obratiti pozornost na odgovaraju¢u procjenu moguéih izvora izloZzenosti metalima u
okolisu iz kojega potje¢e uzorak postelji¢inog tkiva.”’ U tu svrhu treba prikupljati
detaljne 1 Sto preciznije informacije o svakoj ispitanici (rodilji) u istrazivanju.
Takoder treba uzeti u obzir podatke iz povijesti bolesti. Precizna procjena puSackih
navika treba se temeljiti na iskazima ispitanica o aktivnom i pasivnom pusenju, pri
¢emu osobe vlastitom procjenom iskazuju podatke o osobnim pusackim navikama te
o vremenu provedenom pored druge osobe koja je aktivni pusa¢ duhana (u obitelji,
na radnom mjestu i drugdje). Buduéi da je posteljica organ kroz koji prolaze i
dijelom se nakupljaju u njezinom tkivu razni otrovni metali i metaloidi te esencijani
mikronutrijenti, postelji¢ino tkivo moze posluziti za procjenu stanja otrovnih i
esencijalnih elemenata tijekom trudnoce zbog izlozenosti koje su se dogodile za
vrijeme trudnoce, ali i prije trudnoce, dakle u Zene u dobi kad je sposobna za radanje.
Svi podaci 0 moguéim izvorima izloZzenosti metalima i zivotnim navikama ispitanice
moraju se povezati s izmjerenim razinama metala i metaloida u bioloskim uzorcima

— postelji¢inom tkivu, krvi i serumu majke te krvi i serumu pupkovine.'*?
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2. Cilj i hipoteza

Neposredni ciljevi istrazivanja sadrzani u ovom doktorskom radu jesu:

1) Anketnim upitnikom prikupiti relevantne podatke o ispitanicama rodiljama

2)

3)

4)

usredoto¢eno na podatke za procjenu izvora izloZenosti otrovnim metalima iz

okolisa (prema podacima o mjestu stanovanja i radnom mjestu) i Zivotnim

navikama (primarno o prehrani i aktivnom pusenju cigareta odnosno o pasivnoj

izlozenosti duhanskom dimu u okoliSu);

U posteljicama Zena s normalnom trudno¢om nakon ro¢nog porodaja rodnickim

putem u rodilisStu Klinicke bolnice, standardnim analitickim metodama utvrditi:

U

koncentracije otrovnih metala kadmija i olova u svrhu procjene izloZenosti

otrovnim metalima;

koncentracije esencijalnih metala cinka, zeljeza 1 bakra u svrhu procjene
ucinaka otrovnih metala na transplacentarni prijenos esenijalnih

mikronutrijenata do fetusa.

koncentracije steroidnih hormona progesterona i estradiola u posteljicinom
tkivu u svrhu procjene uc¢inaka otrovnih metala na sintezu i produkciju

postelji¢inih hormona nuznih za odrzanje trudnoée i normalan porodaj;

uzorcima venske krvi majke i Kkrvi pupkovine u Zena s normalnom

trudnocom i ro¢nim porodajem rodni¢kim putem u rodilistu Klinicke bolnice,

standardnim analiti¢kim metodama utvrditi:

koncentracije otrovnih metala olova, kadmija i zive u punoj krvi majke i u
krvi pupkovine u svrhu procjene izloZenosti metalima majke i fetusa in

utero;
koncentracije esencijalnih mikronutrijenata cinka, Zeljeza, bakra i selenija u

serumu majke i serumu pupkovine u svrhu procjene ucinaka otrovnih

metala na stanje esencijalnih mikronutrijenata u majci i u fetusu.

Procijeniti u¢inke na op€e zdravstveno stanje novorodenceta: porodajnu tezinu

1 duzinu te ocjenom po Apgarovoj;
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Hipoteza istrazivanja

Izmedu nekoliko tisuc¢a Stetnih kemijskih sastojaka duhanskog dima je oko 30
toksi¢nih metalnih iona, koji se takoder nalaze i u zraku, hrani i vodi za pic¢e. Metali
dospijevaju u organizam inhalacijom i ingestijom. Apsorpcija metala u diSnom
sustavu je puno veca (do nekoliko desetaka puta) nego u Zelu¢anocrijevnom sustavu.
Tijekom trudnoce, metalni ioni mogu prolaziti kroz postelji¢inu zapreku gotovo u
cijelosti (olovo, ziva) ili se pretezito nakupljaju u posteljicinom tkivu (kadmij).
Toksicne metale i1 esencijalne metalne mikronutrijente moguce je analiticki precizno
odrediti u posteljici kao organu na crti razgrani¢enja maj¢inog i fetalnog organizma,
u organizmu majke (u krvi i serumu) i u plodu (u krvi i serumu pupkovine) te tako
procijeniti njihovu izloZenost i medudjelovanje u zena tijekom reproduktivnog
razdoblja.

Toksicni metali mogu ugroziti transplacentalni prijenos esencijalnih
steroidnih hormona S§to moze imati Stetne posljedice za odrzanje trudnoce,
prezivljavanje fetusa, normalan porod i zdravlje potomka nakon rodenja. Stetne
ucinke metala na funkcije posteljice moguce je procijeniti utvrdivanjem stanja
mikronutrijenata u posteljici i maj¢inim i fetalnim tkivnim odjeljcima te procjenom

endokrine disrupcije u postelji¢inom tkivu.
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3. Materijali i metode

Za sva provedena istrazivanja sadrzana u disertaciji dobivene su potrebne suglasnosti
nadleznih Eti¢kih povjerenstava ustanova u kojima su obavljani pojedini dijelovi
istrazivanja, resornog ministarstva (MZOS) koje je odobrilo znanstvenoistrazivacki
projekt unutar kojeg se odvijalo ovo istrazivanje te Medicinskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu koje je dalo suglasnost za istrazivanja obuhvacena ovim radom. Za sve

navedeno postoje dokazi u pisanom obliku.

Plan istrazivanja

Istrazivanje je provedeno u dva povezana dijela unutar trogodiSnjeg istrazivackog
razdoblja sa sljede¢im planom istrazivanja:
A. Procjena stanja otrovnih i esencijalnih metala i steroidnih hormona
progesterona i estradiola u posteljicama nakon porodaja zdravih rodilja;
B. Procjena stanja otrovnih metala u punoj krvi majke 1 krvi pupkovine te
esencijalnih mikroelemenata u serumima majki i pupkovine nakon porodaja

zdravih rodilja.

Ispitanice

Sve ispitanice u istrazivanju bile su zdrave rodilje s ro¢nim porodajem rodnickim
putem u rodilistu Klinicke bolnice u Zagrebu. Od svake ispitanice koja je bila
ukljucena u istrazivanja, nakon detaljnog objaSnjenja svrhe i vaznosti istrazivanja
koje se namjerava provoditi, dobivena je suglasnost potpisom za sudjelovanje u
istrazivanju biljezenjem osobnih podataka prema anketnom upitniku, uvidom u
relevantnu medicinsku dokumentaciju te uzorkovanjima posteljice odnosno maj¢ine
krvi 1 krvi pupkovine uz zajamcenu zastitu privatnosti izvora podataka i uzoraka
tijekom cijelog postupka istrazivanja i objavljivanja rezultata. U tu svrhu svakoj

ispitanici dodijeljen je redni broj i oznaka prema pocetnim slovima imena i
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prezimena te su tako oznacavani svi dobiveni pojedina¢ni podaci i uzorci tijekom
analiza u laboratorijima i konac¢ne statisticke obrade podataka.

Istrazivanje je obuhvatilo ukupno 406 rodilja. Nakon porodaja od svih
ispitanica skupljeni su podaci relevantni za istrazivanje anketnim upitnikom u koji su
biljezeni podaci prema unaprijed utvrdenim kriterijima i ciljanim pitanjima. Da bi se
Sto je vise moguce eliminirali svi drugi prisutni ¢imbenici (tzv. confounding factors)
koji se ne istrazuju, a mogu otezati interpretaciju nalaza, u istrazivanje su bile
ukljucene rodilje prema sljede¢ima kriterijima: zdrave rodilje, osobe koje nisu imale
nikakvih komplikacija tijekom trudnoce, osobe koje u anamnezi nisu imale nikakve
kroni¢ne bolesti ili dugotrajne poremecaje zdravlja i osobe kojima je porodaj
okoncan rodni¢kim putem 1 u roku u rodilistu Klinicke bolnice u Zagrebu. Razgovor
s ispitanicama obavio je jedan od istrazivaca na projektu (uz pomo¢ medicinskog
osoblja u radaonici ili na radaonskom odjelu) 1 podaci su upisani u obrazac upitnika
koji je sastavljen na temelju dosadasnjih iskustava istrazivaca u Jedinici za analiticku
toksikologiju 1 mineralni metabolizam Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu
rada u Zagrebu (dalje Jedinica Instituta) u kojoj se vodi znanstvenoistrazivacki

. v .- . . .o ... 17.34
projekt i &iji je sastavni dio istrazivanje sadrzano u ovoj disertaciji.'””

Protokol istrazivanja

Svi postupci tijekom istrazivanja pomno su slijedeni prema detaljnom razradenom

Protokolu istrazivanja.
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I. Prikupljanje podataka o ispitanicama

Anketni upitnik

Upitnik je sadrzavao ciljana pitanja za prikupljanje op¢ih i ciljanih anamnestickih
podataka (tablica I). Prikupljeni su potrebni opéi osobni podaci i podaci o socijalom
1 ekonomskom stanju svake ispitanice. Najveci dio pitanja odnosio se na dobivanje
podataka o mogucéim izvorima izlozenosti metalima na radnom mjestu i u opéem
okolisu u kojem boravi ili se kretala ispitanica prije i za vrijeme trudnoée. Posebno
su detaljno ispitivane prehrambene i zivotne navike. Prikupljani su ovi podaci o
prehrambenim navikama: vrsta prehrane (mjeSovit, vegetarijanski ili veganski tip);
sastav tjednih obroka s posebnim naglaskom na ucestalost unosa riba i Skoljaka; unos
alkoholnih pica, kave i mineralno-vitaminskih dodataka prehrani.

Posebna pozornost posveéena je podacima o izlozenostima duhanskom dimu na
nacin da su se ispitanice same svrstale u jednu od ponudenih skupina: «pusacice»,
«nepusacice» ili «bivse pusacice». U aktivnih pusacica pitalo se o pusenju prije 1 za
vrijeme trudnoce te o broju i vrsti cigareta, u bivsih pusacica pitalo se kad su prestale
pusiti cigarete, a u svih ispitanica pitalo se da li su izloZene okoliSnom cigaretnom
dimu (pasivnom pusSenju) na radnom mjestu i izvan posla (u obitelji i drugdje). S
obzirom na naviku pusenja, prema podacima dobivenim samoodredenjem, svi podaci
vezani za pokazatelje izlozenosti i pokazatelje u¢inaka otrovnim metalima kadmiju i
olovu koji su zastupljeni u duhanskom dimu, analizirani su i usporedivani u dvije
istrazivacke skupine koje su definirane ne sljedeci nacin:

= u skupinu «nepusacdice» svrstane su ispitanice koje nisu nikad pusSile cigarete

1 one koje su prestale pusiti viSe od 12 mjeseci prije sadasnje trudnoce;
* u skupinu «puSacice» svrstane su ispitanice koje su puSile bilo kada u
trudnoci 1/ili prije trudnoce, unutar 12 mjeseci od sadasnje trudnoce.
Istrazivane skupine bile su podudarne u prosje¢noj dobi rodilja, socioekonomskom
statusu, paritetu (broju prethodnih porodaja), broju spontanih pobacaja i

prijevremenih porodaja.
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Tablica 1.

Podaci prikupljeni anketnim upitnikom o rodiljama ¢iji su uzorci rabljeni u procjenama
izlozenosti i u¢inaka metala (prema Piasek i sur.'’)

Op¢i osobni podaci

Dob rodilje
Mjesto rodenja

Socioekonomsko stanje i radna
anamneza

Obrazovanje
Zanimanje
Sadasnje radno mjesto

Podaci 0 moguéoj nedavnoj izloZenosti
u okoliSu

mjesto stanovanja

mijenjanje mjesta boravka (selidba) unutar 24 mjeseca
blizina tvornice ili talionica

blizina autoputa ili autoceste, velikih raskrizja, autobusne
postaje s gustim prometom

Opcée zdravstveno stanje

tjelesna visina

tjelesna masa rodilje neposredno pred termin porodaja
prosjecna tjelesna masa prije trudnoce

prirast tjelesne mase tijekom trudnoce

Reproduktivna anamneza
i podaci o posljednjoj trudnodi i
porodaju

paritet (broj poroda)

tjedan trudnoce u kojem je uslijedio porod*

zdravstveni poremecaji tijekom trudnoée (krvni tlak,
periferni edemi, GUK i sli¢no)*

razlozi moguceg bolovanja za vrijeme trudnocée*

drugi zdravstveni poremecaji*

prethodni spontani pobacaji i prijevremeni porodaji
blizanacka trudnoca

*kriteriji za ukljucenje ili iskljucenja iz istrazivanja

Podaci o novorodencetu

spol novorodenceta

porodajna tezina i duzina

ocjena zdravstvenog stanja novorodenceta u 1. 1 5. minuti
nakon porodaja (1-10 po Apgarovoj)

Majcine prehrambene navike

vlastita ocjena o vrsti prehrane

(mijeSana, vegetarijanska, vegetarijanska s jajima,
vegetarijanska s mlije¢nim proizvodima)

ucestalost jedenja ribe i $koljaka (na tjedan)

konzumacija alkoholnih pi¢a (koli¢ina i vrsta na dan, na
tjedan)

konzumacija kave (koli¢ina i vrsta na dan, na tjedan)

Pusacke navike i izlozenost duhanskom
dimu u okoli$u majke

Vlastito odredenje u kategoriju prema puSenju cigareta:
pusac, nepusac ili bivsi pusac

Za aktivne puSacice: broj cigareta ili kutija na dan, dob
pocetka pusenje, puSenje tijekom trudnoce (da li je pusila
tijekom trudnode ili je prestala i u kojem tjednu/mjesecu
trudnoce je prestala pusiti)

Za bivse pusacdice: podatak od kada to¢no ne pusi cigarete
u odnosu na pocetak sadasnje trudnoée

Za sve: podaci o mogucem pasivnom pusSenju (na radnom
mjestu, u obitelji, drugdje): podaci o aktivnim puSacima u
obitelji i na poslu
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I1. Skupljanje, priprema uzoraka, analize elemenata i analiza
postelji¢inih steroidnih hormona

A. Skupljanje posteljica

Cijele posteljice prikupljene su neposredno nakon porodaja u terminu. Svaka
posteljica, zajedno s pupkovinom, pohranjena je u unaprijed obiljezenu plasticnu
vre¢icu s patentnim zatvaracem, pri ¢emu se pazilo da ne dode do vanjske
kontaminacije uzorka metalima iz okoliSa. Sve vrecice polozene su na led u
prijenosnom hladnjaku te su otpremljene u zamrzivac analitickog laboratorija, gdje
su do trenutka analize drZane na temperaturi -20 °C. Daljnji pripremni rad i analiza
tkiva provedeni su u analitickom laboratoriju Jedinice Instituta. Nakon odmrzavanja
svaka je posteljica isprana u fizioloskoj otopini kuhinjske soli (0,9% NaCl,) i
osusena na filter papiru. Pupkovina i ekstraembrionalne membrane su uklonjene te je
precizno izvagana i zabiljezena masa svjeze posteljice. Posteljice su pregledane s
majcine i fetalne strane kako bi se utvrdile makroskopske kalcifikacije. Oznacena je
odsutnost kalcifikata (kao 0) i prisutnost kalcifikata prema dojmu o koli¢inskoj
zastupljenosti (visoka kao 3, srednja kao 2, niska kao 1). S obzirom da u vecini
posteljica nije bilo kalcifikata ili ih je bilo malo, brojéane vrijednosti su kona¢no
statisticki analizirane kao binarne varijable s dvije oznake: 0 za odsutnost i 1 za
prisutnost kalcifikata, a prevalencija vidljivih kalcifikata prikazana je kao omjer (u
postotku) po istrazivanoj skupini.

U svrhu analiza prisutnih elemenata i steroidnih hormona u posteljicinom
tkivu, nakon §to je odrezana pupkovina i obrezani ostaci membrana, svaka posteljica
poloZena je na maternalnu stranu, prerezana duz cijele debljine organa i uzeta su po
dva reprezentativna uzorka svjeze mase (2 do 3 g). Prvi (sredi$nji) uzorak uzet je iz
sredi$njeg dijela posteljice, pri cemu se izbjegavalo mjesto insercije pupcane vrpce, a
drugi (vanjski uzorak), uzet je iz dijela izmedu sredine i vanjskog dijela, najdalje 3
cm od vanjskog ruba postelji¢inog diska. Sa svakog uzorka naknadno je odrezano 2-
3 mm fetalne povrSine (korijonske ploce). Budu¢i da ni za jedan promatrani
pokazatelj nije utvrdena razlika s obzirom na mjesto uzimanja uzorka, u radu su
prikazane pojedinacne prosjecne vrijednosti pokazatelja u posteljici po ispitivanoj

skupini.

19



B. Uzorkovanje majc¢ine krvi i krvi pupkovine

Uzorci majc¢ine krvi 1 krvi pupkovine uzimani su u radaonici prilikom ili neposredno
nakon porodaja u sukladnosti s protokolom istrazivanja. Rodiljama je uzimana krv iz
kubitalne vene i krv iz pupkovine. Uzorci venske krvi majke i krvi pupkovine vadeni
su u dvije epruvete posebnog stupnja Cisto¢e s obzirom na metale (Becton-
Dickinson, SAD). Krv za analizu olova, kadmija i zive vadena je u epruvete koje su
oblozene antikoagulansom Ks;H-EDTA (BD Vacutainer® K3E;, «epruvete s
ljubicastim ¢epomy,). Uzorci krvi iz koje je odijeljen serum za analizu zeljeza, cinka,
bakra i selenija skupljani su u epruvete bez antikoagulansa (BD Vacutainer™ Trace
Element Serum, «epruvete s plavim cepomy). Svaka epruveta bila je oznacena
identifikacijskom Sifrom i brojem te oznakom «M» za majc¢inu krv i oznakom «P» za
krv pupkovine.

Epruvete s uzorcima pune krvi za analizu olova, kadmija i Zive njezno smo
izmijesali okretanjem epruvete (gore-dolje oko 8 puta) i pohranili do analize u
uspravnom polozaju na stalku u hladnjaku na +4 °C. Uzorci krvi za odjeljivanje
seruma za analizu esencijalnih mikroelemenata ostavljeni su da se spontano
koaguliraju tijekom 60 minuta na sobnoj temperaturi, centrifugirani (na 3000
okretaja/min tijekom 20 minuta) i serum je odvojen pazljivim dekantiranjem u Cistu
polietilensku epruvetu. Uzorak seruma je ponovo centrifugiran (na 3000 okretaja/min
u trajanju 15 minuta), dekantiran u drugu plasticnu epruvetu i tako pohranjen u

zamrzivacu na -20 °C do analize.
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Analize elemenata

Svi postupci analiza mikroelemenata provedeni su strogo u sukladnosti s
preporukama za osiguranje kakvoce prilikom uzorkovanja, pripreme uzoraka i
analitickih tehnika za analize elemenata u ljudskim uzorcima tkiva, krvi i seruma.

Za kvantitativna odredivanja masenih udjela kadmija i olova u tkivu
posteljice primijenjena je metoda elektrotermicke atomske apsorpcijske
spektrometrije (AAS), a maseni udjeli zeljeza, cinka i bakra u uzorcima tkiva
posteljice mjereni su metodom plamene AAS (obje metode na uredajima Varian,
Australija; AA300 i AA375). Pouzdanost analitickih metoda u uzorcima tkiva
provjeravana je uzastopnim dnevim analizama certificiranih standardnih referentnih
materijala, uzoraka liofiliziranih tkiva govede jetre (SRM 1577b Bovine Liver,
National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Maryland, SAD) i
svinjskog bubrega (CRM 186 Pig Kidney, Bureau Communautaire de Référence,
Bruxelles, Belgija). Srednje izmjerene vrijednosti su se dobro uklapale unutar
preporucenih vrijednosti za standardne referentne uzorke c¢ime je potvrdena
pouzdanost metode i vjerodostojnost dobivenih vrijednosti mjerenih pokazatelja.

Za odredivanje koncentracija kadmija i olova u punoj venskoj krvi majke 1
krvi pukovine primijenjena je elektrotermicka AAS sa Zeemanovom korekcijom
pozadinskih interferencija 1 transferzalno grijanim grafitnim atomizatorom (na
uredaju AAnalyst 600, Perkin Elmer, SAD). To¢nost odredivanja svakodnevno je
provjeravana analizom triju komercijalno dostupnih referentnih uzoraka krvi s
certificiranim vrijednostima kadmija i olova u krvi (BCR 194-196, European
Commission Joint Research Centre, Institute for Reference Materials and
Measurements, Geel, Belgija) te redovitim sudjelovanjem Jedinice Instituta u
medunarodnom programu vanjske kontrole kvalitete analiza kadmija i1 olova u krvi
(National External Quality Assessment Schemes, NEQAS, Birmingham, UK).

Koncentracije ukupne zive u uzorcima venske krvi majke i krvi pupkovine
mjerene su izravno bez prethodne pripreme uzoraka metodom AAS (na uredaju
Advanced Mercury Analyser 254, ALTEC Ltd., Prag, Ceska Republika, Version

5.0.2). Preciznost i to¢nost metode su provjereni i potvrdeni odredivanjem zive u
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referentnim uzorcima razli¢itih razina Zive u krvi (Seronorm™ Trace Elements
Whole Blood, Sero AS, Norveska, Level I & I1).

Analize esencijalnih mikronutrijenata Zeljeza, cinka, bakra i selenija u
uzorcima seruma majke i1 seruma pupkovine provedene su metodom masene
spektrometrije induktivno spregnute plazme (ICP-MS, na uredaju 7500cx, Agilent
Technologies, Njemacka) s kolizijskom/reakcijskom komorom. U svrhu provjere
preciznosti 1 tocnosti metode upotrebljavani su referentni uzorci seruma i plazme
(ClinChek Controls, RECIPE Chemicals, Njemacka, Level I & II i Seronorm ™

Trace Elements Serum, Sero AS, Norveska).

Analize steroidnih hormona u uzorcima ljudske posteljice

Za pripravu uzoraka za analize steroidnih hormona u uzorcima tkiva posteljice rabili
smo originalnu metodu koja je uvedena za tu svrhu u Jedinici Instituta.**** Uzorci
tkiva su isprani fizioloSkom otopinom, upijeni na filter papiru i izvagani. Stavljeni su
u plasti¢ne epruvete, nasjeckani i homogenizirani uz dodatak 75%-tnog etanola da se
ekstrahiraju steroidi, ostavljeni stajati preko noéi do drugog radnog dana i potom
centrifugirani. Dobiveni supernatanti su liofilizirani (u uredaju Hetosic) i liofilizati
pohranjeni u zamrziva¢u na -20 °C do trenutka analize. Koncentracije steroidnih
hormona bile su odredivane nakon dodavanja fizioloSke otopine na liofilizat da bi se
uzorak rekonstituirao («otopio») u prozirnu suspenziju slicnu plazmi ili serumu. Za
analizu hormona rabljena je standardna enzimsko-imunometrijska metoda u
suradnom Klinickom laboratoriju (na uredaju VitrosEci uz uporabu test otopina
Ortho-Clinical Diagnostics Johnson & Johnson, Amersham, UK).

Koncentracije progesterona i estradiola izrazene su u nanogramima na gram
svjeze mase postelji¢inog tkiva tj. kao maseni udjeli. Treba naglasiti da je za analize
uzoraka steroidogenog tkiva, kao S§to je tkivo posteljice ili jajnik, u kojima se
odreduju steroidni hormoni, uzorke potrebno pripremiti na prikladan nacin. Ta
priprema ukljucuje ekstrakciju steroida etanolom i prilagodbu analiziranog uzorka na
mjerni raspon uredaja koji se upotrebljava u rutinskim klini¢kim analizama za

odredivanje steroidnih hormona u serumu. Budu¢i da se steroidi odreduju izravno u
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tkivu gdje se nalaze u veoma visokim koncentracijama (masenim udjelima), u
usporedbi s apsolutnim vrijednostima steroidnih hormona u serumu ili plazmi,
liofilizati supernatanta dobiveni pri ekstrakciji steroida iz uzorka moraju se prevesti u
prozirnu tekucu fazu $to sli¢niju serumu ili plazmi 1 ujedno razrijediti fizioloSkom
otopinom (u postupku kako je opisano naprijed).

Sljedece Cinjenice oslikavaju metodoloski problem kojeg je trebalo razrijesiti
prije odredivanja steroida u tkivu posteljice. Koncentracije progesterona u plazmi
prosjecno se kre¢u u rasponu 50 do 200 ng/mL, Sto se bitno razlikuje od vrijednosti
koncentracija progesterona u posteljicnom tkivu. Prema dostupnim podacima koji su
u literaturi oskudni, ukljucujuéi vrijednosti dobivene u prijasnjem istrazivanju Piasek
i suradnika,* vrijednosti koncentracija (masenih udjela) progesterona u terminskim
posteljicama su 1 do 2 reda veliCine vece i iznose 1000 do oko 6500 ng/g svjeze

. 8994
mase tkiva.%*”

To ujedno znaci da smo, osim razvoja posebno prilagodene metode
priprave uzoraka posteljicnog tkiva kako bi se mogli odredivati steroidni hormoni
(kako je naprijed opisano), takoder morali sami postaviti raspone referentnih
vrijednosti koncentracija (masenih udjela) steroidnih hormona u posteljicnom tkivu
na temelju podataka objavljenih u literaturi kao i dobivenim u laboratoriju Jedinice

Instituta. To je bilo nuzno za odgovarajucu i to¢nu procjenu dobivenih rezultata

mjerenja i usporedbe nalaza u ispitivanim skupinama.

Statisticka obrada podataka

Brojcani podaci izrazeni su kao aritmetiCka sredina uz pogresku (standardnu
devijaciju ili standardnu pogresku) i kao medijan s rasponom vrijednosti (najmanje i
najvece vrijednosti odnosno 25% do 75% interkvartilnih vrijednosti). Prikazivanje
broj¢anih rezultata i daljnja statisticka obrada ovisila je o nalazu testiranja hipoteze
normalne distribucije podataka pomocu Shapiro-Wilksovog testa i analize
homogenosti varijance Leveneovim testom. Kada su dobiveni podaci bili normalno
distribuirani, razlike izmedu ispitivanih skupina («puSacice» 1 «nepusacice») bile su
analizirane Studentovim #-testom. Ukoliko dobiveni podaci nisu bili normalno

distribuirani, koristili smo se metodama neparametrijske statisticke obrade
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Wilcoxon-Mann-Whitneyevim U testom. Za varijable izrazene u omjerima
(postocima) koristili smo se Pearsonovim X° testom.

Dvosmjerna analiza varijance (ANOVA) primijenjena je u usporedbama
pokazatelja porodajnih tezina i porodajnih duzina u ovisnosti o puSackim navikama
odnosno o spolu novorodenceta. Podaci su analizirani jednosmjernim i dvosmjernim
postupkom ANOVA, pri ¢emu je za svaku skupinu (»pusacice« 1 »nepusacice«)

upotrebljen medijan najmanjeg kvadrata.

cene
cey e

cene

posteljice) ili izmedu otrovnih metala i esencijalnih elemenata.

Utjecaj ¢imbenika izvora izloZenosti na koncentracije otrovnih elemenata u
krvi majke 1 krvi pupkovine analizirani su i multiplom linearnom regresijom. S
obzirom da su koncentracije tith metala u oba medija bile nenormalno distribuirane,
primijenjena je metoda neparametrijske multiple regresije, tzv. medijana multipla
regresija. Kao prediktori uvrsteni su: dob majke, spol novorodenceta, navika pusenja
u trudnodi te tjedni unos ribe, Skoljaka i1 alkoholnih pi¢a. U modelu s koncentracijom
zive u krvi kao zavisnom varijablom, kao prediktor je uvrsten i broj amalgamskih
zubnih ispuna.

Razlike znacajnosti bile su na razini P<0,05. Metode univarijatne statisticke
analize provedene su pomocu programa Statistica for Windows (StatSoft, version
9.0), a multivarijatne analize pomocu programa STATA/SE 10.1 for Windows
(StataCorp LP, USA).
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4. Rezultati

A. Maseni udjeli kadmija, olova, esencijalnih mikroelemenata i
steroidnih hormona u posteljicama

Klini¢ki podaci o ispitanicama ¢ije su posteljice rabljene u istrazivanju prikazani su u
tablici 1. Srednja dob ispitanica bila je 28 godina (raspon dobi 19 do 42 godine). U
skupini nepusacica je bilo 109, a u skupini pusacica 99 ispitanica. Broj popusenih
cigareta u skupini pusacica bio < 20, tj. do jedne kutije cigareta na dan, a ukupni
pusacki status je bio oko devet godina. Izuzev razlike u pusackim navikama, izmedu
dviju ispitivanih skupina nije bilo razlika u podacima o mogucoj izlozenosti
metalima u radnom i opéem okolisu te prehrambenim navikama (radilo se o pretezito
mjeSovitoj prehrani te ni malo ili veoma maloj konzumaciji alkohola). Skupine se
nisu razlikovale u paritetu (medijan ukupnog broja porodaja u obje skupine je bio 2,
tj. radilo se o drugom porodaju), kao ni u broju pobacaja i preranih porodaja (najvise
do 3) i nije bila niti jedna blizanacka trudnoc¢a. Sva novorodencad bila je dobra
zdravlja, s APGAR vrijednostima pri porodaju u prvoj i petoj minuti uglavnom 10/10
1 9/10. Prosjecne vrijednosti porodajnih tezina i duzina pokazuju da se radi o zdravoj
1 vitalnoj novorodencadi te nije uoCena ni jedna niska porodaja tezina (manja od

2500 grama).

Prilikom usporedbe prosje¢nih porodajnih tezina i duzina novorodencadi bez
obzira na spol, nadeno je da su obje vrijednosti bile niZze u pusacica u usporedbi s
nepusacicama (P<0,05, Studentovim #-testom). Kada smo analizu proveli ovisno o
spolu, u djecaka su nadene znacajne razlike porodajnih tezina i duzina, a u djevojcica

je razlika bila znacajna samo u vrijednostima porodajne tezine (tablica 1).

Dvosmjernom analizom varijance (ANOVA) potvrdeni su rezultati
Studentovog t-testa. Pokazan je znaCajan sveukupan ucinak puSenja na porodaju
tezinu (Poder = 0,004, P pusenje<0,001) kao 1 na porodajnu duzinu (Ppes = 0,015,
Pusene=0,000); nije bilo utjecaja spola (Pg,,=0,481 za porodajnu tezinu; Py, = 0,116
za duljinu novorodenceta) te nije nadeno medudjelovanje puSackih navika i spola

novorodencadi.
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Vrijednost posteljiénog omjera (omjer porodajna tezina prema svjezoj masi
posteljice) bila je statisticki znacajno niza (P<0,05) u skupini pusacica. Takoder je
nadeno da je prevalencija makroskopski vidljivih kalcifikacija u posteljicnom tkivu

bila statisticki znacajno visa (P<0,05) u puSacica nego u nepusacica (tablica 1).

Koncentracije (maseni udjeli) kadmija, olova i esencijalnih mikroelemenata u
postelji¢nom tkivu obaju ispitivanih skupina prikazane su u tablici 2. Koncentracija
kadmija u posteljici pusacica bila je dvostruko veca, a koncentracija olova znacajno
veca nego u nepusacica. Koncentracija cinka bila je znacajno veca u posteljicnom
tkivu pusacica, dok nisu utvrdene razlike u koncentracijama Zeljeza i bakra u

posteljicnom tkivu s obzirom na pusacke navike rodilja.

Tablica 3. prikazuje koncentracije (masene udjele) progesterona i estradiola
u teminskim posteljicama u ispitivanim skupinama kao i objavljene literaturne
podatke o koncentracijama steroida u ljudskoj terminskoj posteljici. U ovom
istrazivanju nismo utvrdili znaCajne razlike u vrijednostima obaju analiziranih
steroidnih hormona u posteljici u odnosu na pusacke navike ispitanica. Izmjerene
vrijednosti progesterona i estrogena bile su unutar vrijednosti objavljenih u literaturi

. .. 34,8995
za terminske posteljice.”™™

Neparametrijskom statistickom obradom podataka (Spearmanovom analizom) nasli
smo znacajne korelacije izmedu ovih pokazatelja:
- negativna korelacija izmedu porodajne tezine novorodenceta i kadmija u
posteljici (Spearmanov p =- 0,176; P = 0,0112);
- negativna korelaciju izmedu porodajne duzine i kadmija u posteljici
(Spearmanov p =-0,184; P = 0,018);
- negativna korelaciju izmedu porodajne tezine 1 olova u posteljici
(Spearmanov p =-0,164; P =-0,018).
- pozitivna korelacija izmedu svih izmjerenih vrijednosti masenih udjela

progesterona i estrogena u posteljici (Spearmanov p = 0,236; P = 0,0007);.
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B. Koncentracije otrovnih i esencijalnih mikroelemenata u majcinoj
krvi i krvi pupkovine

U tablici 4. prikazani su klinicki podaci o rodiljama kojima je nakon porodaja
uzorkovana venska krv 1 krvi iz pupkovine. Srednja dob ispitanica u skupini
nepusacica bila je 29 a u skupini pusSacica 28 (raspon dobi svih ispitanica je bio 18 do
42 godine). U skupini pusacica, 10 ispitanica je izjavilo da su prestale pusiti cigarete
kad su saznale da su trudne. U skupini nepusacica, 71 od 121 ispitanice (59%), a u
skupini puSacica 58 od 77 ispitanica (75%) izjavilo je da su bile izloZene dimu
cigareta u svojoj okolini (pasivhom pusenju), u domu, na radnom mjestu ili drugdje.
Skupine se nisu razlikovale u paritetu (medijan ukupnog broja porodaja u obje
skupine je bio 2, raspon 0 do 3, tj. radilo se uglavnom o drugom porodaju). Nije bilo
razlika ni u broju spontanih pobacaja i preranih porodaja (najvisSe do 5), te nije

zabiljezena ni jedna blizanacka trudnoca.

U ovih ispitanica prosjeCne vrijednosti porodajnih tezina i duzina sve
novorodencadi, kao ni razdijeljene po spolu djeteta, nisu se statisticki znacajno
razlikovale s obzirom na naviku puSenja majki. U nepusSacica, izloZzenost dimu
cigarete u okoliSu (pasivno puSenje) takoder nije utjecala na vrijednosti porodajnih
tezina i duzina. Sva novorodencad bila je dobrog zdravlja, s najviSim vrijednostima

ocjena po Apgarovoj u prvoj i petoj minuti, pretezito 10/10.

U tablici 5. prikazane su vrijednosti koncentracija kadmija i olova u punoj
venskoj krvi majke 1 krvi pupkovine. Koncentracija kadmija u maj¢inoj krvi bila je
znacajno (dvostruko) veéa u skupini pusacica nego u krvi i nepusacica. Vrijednosti
koncentracije kadmija u krvi pupkovine bile su jednake u obje ispitivane skupine i do
deset puta nize nego u majcinoj krvi. Nije bilo razlika u koncentracijama olova u

majc¢inoj krvi 1 u krvi pupkovinu u ovisnosti o puSackim navikama majke.

27



Koncentracije esencijalnih mikroelemenata u serumima majki i serumima
pupkovine prikazane su u tablici 6. S obzirom na puSacke navike majki, nije bilo
razlika u vrijednostima koncentracija zeljeza, cinka, bakra i selenija ni u serumima
majki, ni u serumima pupkovine. Neovisno o navici pusenja, u serumu majke prema
serumu pupkovine, srednje vrijednosti cinka bile su 1,5 puta nize, a srednje
vrijednosti selenija 1,5 puta viSe u svih ispitanica. Srednje vrijednosti bakra u
serumima majki bile oko 7 puta vise od onih u serumima pupkovine. Budu¢i da su
serumi pupkovine bili hemolizirani (doslo je do razaranja eritrocita), u njima nisu

odredivane koncentracije Zeljeza jer bi dobivene vrijednosti bile nepouzdane.

Rezultati analiza Zive u uzorcima pune venske krvi majke i krvi pupkovine i
selenija u serumima majke 1 serumima pupkovine u ovisnosti o majcinim
prehrambenim navikama prosjecnog tjednog unosa ribe prikazani su u tablici 7.
Ukupan broj ispitanica za koje su skupljeni podaci i uzorci krvi (N=196) podijeljen je
u Cetiri kategorije ovisno o zastupljenosti ribe u prehrani tijekom tjedna: 0 — ne jede
ribu; 1 — jede ribu manje od 1 puta tjedno; 2 — jede ribu jedan puta tjedno; 3 — jede
ribu viSe od 1 puta tjedno. Nalazi su prikazani kao medijan i raspon 25% do 75%
interkvartilnih vrijednosti. Vidljivo je da su se s porastom unosa ribe povecavale
srednje vrijednosti koncentracija zive u krvi majke i u krvi pupkovine kao i
vrijednosti koncentracija selenija u serumu majke i u serumu pupkovine. Analizom
korelacija (neparametrijskim testom po Spearmanu) nadena je statisticki znacajna
linearna korelacija prosjecnih tjednih (nekategoriziranih) vrijednosti unosa ribe s
koncentracijama zive u krvi odnosno s koncentracijama selenija u uzorcima seruma

majke i u uzorcima seruma pupkovine.

Korelacije vrijednosti kadmija odnosno zive u punoj venskoj krvi majke
multiplom medijanom regresijom prikazane su u tablici 8. Nadena je statisticki
znacajna korelacija izmedu kadmija u krvi majke i pusSenja u trudno¢i. Takoder su
nadene statisticki znacajne korelacije koncentracije Zive u krvi majke i unosa ribe

kao 1 koncentracije zive u krvi majke 1 unosa skoljaka.
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Analizama multiple medijane regresije dobiveni su sljedeéi (negativni) nalazi koji
nisu prikazani na tablicama:
- porodaj po redu nije utjecao na vrijednosti koncentracija kadmija, olova i Zive
u majcinoj krvi, niti u krvi pupkovine;
- u nepusacica, na koncentracije kadmija i olova u venskoj krvi majke nije
utjecalo pasivno pusenje, odnosno unos ribe i Skoljaka;
- u pusacica, vrijednosti koncentracija kadmija i olova u venskoj krvi majke

nisu korelirale s brojem cigareta na dan.

U 57% uzoraka krvi pupkovine izmjerena je koncentracija kadmija ispod granice
detekcije za metodu odredivanja. Stoga je bio premaleni broj broj¢anih vrijednosti
izmjerenih sa sigurno$¢u da bi se provela analiza multiple medijane regresije s

vrijednostima pokazatelja kadmija u krvi pupkovine.

29



Tablica 1.
Klini¢ki podaci o rodiljama kojima su uzorkovane posteljice nakon ro¢nog porodaja
rodnic¢kim putem.

Nepusacice Pusacice
N=109 N=99

Osobine rodilja

Dob (godine) 28 (19-40) 28 (19-42)
Paritet (broj poroda) 2 (0-9) 2 (1-4)

Spontani pobacaji i prijevremeni porodaji (broj) 0(0-2) 0(0-3)
Osobine novorodencadi

Djecaci N=58 N=52
Porodajna tezina djecaka (kg) 3,60+0,535 3,36+0,401*
Porodajna duzina djecaka (cm) 50.9+2.16 50.1+1.70*
Djevojcice N=51 N=47
Porodajna tezina djevojcica (kg) 3,54+0.361 3,33+0,483*
Porodajna duzina djevoj€ica (cm) 50,4+1.46 49,8+2.00
Sva novorodena djeca N=109 N=99
Prosjecna porodajna tezina (kg) 3,57+0.461 3,34+0,440*
Prosjecna porodajna duzina (cm) 50,7+1.87 49,9+1,85%*
Podaci o posteljicama

Tezina posteljice 0,358+0,070 0,353+0,060
bez plodovih ovoja i pupkovine (kg)

Posteljicni omjer 10,3£1,79 9,66+1,60*

(porodajna tezina/svjeza masa posteljice)

Prevalencija vidljivih kalcifikata (%) 10 38

Rezultati su prikazani kao medijan s rasponom najmanje do najvece vrijednosti u
zagradi (za podatke o rodiljama), kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (za
podatke o novorodencadi 1 posteljicama) te kao postotci (za kalcifikate u posteljici).
Statisticki znacajne razlike izmedu pusacica i nepusacica (P<0,05) testirane su:
*Studentovim r-testom i **Pearsonovim X° testom.

30



Tablica 2.
Koncentracije mikroelemenata u tkivu terminske posteljice (maseni udjel ng/g i pug/g
mase svjezeg tkiva).

Nepusacice Pusacice
N=109 N=99

Otrovni metali (ng/g)

Kadmit 10,3 + 4,26 22,1+6,79
Y 9,70 (7,30 — 12,5) 21,4 (17,2 — 26,5)*
26,3+ 22,5
Olovo 20,0 + 17,7 ; ;
13,8 (7,60 — 27,1) 17,9 (10,3 — 34,2)*
Esencijalni mikronutrijenti (ng/g)
Felies 123+ 53.5 126 + 57,0
clezo 109 (97,5 — 131) 112 (92 - 131)
Cink 12,9+ 1,84 13,84 3,13
m 12,6 (11,9 — 13,5) 13,1 (12,2 — 14,3)*
Bakar 0,782 + 0,158 0,788 + 0,172

Za nenormalno distribuirane podatke prikazana je aritmeticka sredina * standardna
devijacija i medijan s rasponom 25% — 75% interkvartilnih vrijednosti u zagradi.
Statisticki znaCajne razlike izmedu puSacica i nepuSacica (P<0,05) utvrdene su
*Wilcoxon-Mann-Whitneyim U testom.

Za normalno distribuirane podatke (za bakar u posteljici) rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredina * standardna devijacija.
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Tablica 3.

Koncentracije progesterona i estradiola u tkivu terminske posteljice (maseni udjeli

ng/g mase svjezeg tkiva)

Literaturni podaci o steroidnim

Steroidni Nepusacice Pusacice hormonima u terminskoj posteljici
hormon N=108 N=98 Citirana ..
. Referencija
vrijednost™®
P 2050 + 1487 2015 + 1046 1262 + 95,7 Piasek i sur.™
rogesteron 2079 2093
(1176 —2784) (1401 - 2761) 1070 £ 151 Kalenga i sur.”
(bazalna ploca)
1501 £ 193 Kalenga i sur.”
(korionske resice)
1700 + 200 Wilson i sur.”
3097 + 935 Ferré i sur.”
5060 + 1435 Runnebaum i sur.”*
Estradiol 46,4 +33,6 48,4 £28.8 36,1 £5,8 Wilson i sur.”
36,1 39,2 L. 95
(27 5-50 1) (27 4-61 5) 8-135 Jakowicki 1 sur.

Vlastiti rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina * standardna devijacija 1
medijan s rasponom 25% — 75% interkvartilnih vrijednosti u zagradi budu¢i da
podaci nisu bili normalno distribuirani.
Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika izmedu pusacica i nepusacica.
*Rezultati drugih autora preuzeti su i1 prikazani kako je navedeno u izvorniku
(aritmeticka sredina + standardna pogreska).
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Tablica 4.

Klinicki podaci o rodiljama kojima je nakon porodaja uzorkovana venska krv i krv iz

pupkovine.
Nepusacice Pusacice
N=121 N=T77
Osobine rodilja
Dob (godine) 29 (19-42) 28 (18-41)
Paritet (broj poroda) 2(0-3) 2(0-3)
Spontani pobacaji/prijevremeni porodaji 00-1) 0(0-5)
N=72
Pusenje prije trudnoce* 0 10 (1 -30)
(broj cigareta/dan)
N=67
Pusenje tijekom trudnoce 0 5(1-20)
(broj cigareta/dan)
Pasivno pusenje** 71/121 58/77
(59%) (75%)
Osobine novorodencadi
Djecaci N=65 N=39
Porodajna tezina djecaka (kg) 3,61 £0,446 3,57 +£0,443
Porodajna duzina djecaka (cm) 522+224 51,7+2,15
Djevojcice N=56 N=38
Porodajna tezina djevojcica (kg) 3,46 £0,375 3,39 £ 0,447
Porodajna duzina djevojcica (cm) 50,9 £ 1,64 50,5+ 1,97
Sva novorodena djeca N=121 N=T7
Prosjec¢na porodajna tezina (kg) 3,54 +£0,420 3,48 £0,452
Prosjecna porodajna duzina (cm) 51,6 +2,07 51,1+2,14

* Aktivno pusenje cigareta unutar 12 mjeseci prije sadaSnje trudnoce.

**]zlozenost dimu cigarete druge osobe (na radnom mjestu, u obitelji i drugdje).
Rezultati su prikazani kao medijan s rasponom najmanje do najvece vrijednosti u
zagradi (za podatke o rodiljama) i kao aritmeti¢ka sredina * standardna devijacija (za

podatke o novorodencadi).
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Tablica 5.
Koncentracija otrovnih metala u punoj venskoj krvi majke i krvi pupkovine (pg/L)

Nepusacice Pusacice
N=121 N=77
Kadmij
, 0,473 1,06
Krv majke (0,284-0,581) (0,657 —2,34)*
, 0,100 0,100
Krvpupkovine 100 _0.161) (0,100 0,187)
Olovo
, 12,1 13,7
Krv majke (9,80 — 17,6) (10,4 - 18,1)
, 9,27 10,2
Krv pupkovine (5,98 — 13,4) (6,61 —12,9)

Rezultati su prikazani kao medijan s rasponom 25% — 75% interkvartilnih vrijednosti u
zagradi.

*Statisticki znacajna razlika izmedu pusSacica 1 nepusaica (na razini znacajnosti
P<0.05) utvrdena je Wilcoxon-Mann-Whitneyim U testom.
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Tablica 6.
Koncentracija esencijalnih mikroelemenata u serumu majke i serumu pupkovine

(ug/L)

Nepusacice Pusacice
N=121 N=77
Zeljezo
Serum majke 1219 1205
J (813 — 1607) (896 — 1880)
Cink
Serum majke 546 391
J (480 —615) (483 — 649)
Serum pupkovine 857 867
pup (786 — 956) (792 — 947)
Bakar
Serum majke 2259 2259
J (1943 — 2552) (2028 — 2568)
Serum pupkovine 340 385
pup (281 — 417) (292 —464)
Selenij
Serum majke 53,3(45,6-60,8) 53,8 (48,3-62.4)

Serum pupkovine 39,5 (35,9 —43,9) 38,7 (35,0 —43,6)

Rezultati su prikazani kao medijan s rasponom 25% — 75% interkvartilnih vrijednosti u
zagradi.
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Tablica 8.

Nalazi korelacija multiplom medijanom regresijom za kadmij i zivu u punoj venskoj krvi majke.

(95%-tni interval

N Koeficijent pouzdanosti) P
Kadmij u krvi majke
Pusenje u trudno¢i 192 0,725 (0,602 —0,848) <0,001
Ziva u krvi majke
Unos ribe 193 0,120 (0,070 -0,170) <0,001
Unos skoljaka 193 0,565 (0,239 -0,892) <0,001
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5. Rasprava

Ljudi su svakodnevno i neminovno izlozeni otrovnim metalima i polumetalima ili
metaloidima u svojem opéem i radnom okoliSu. Uzimajuéi u obzir tri postavljena
kriterija za esencijalnost kemijskog elemenata za ljude, otrovnim ili toksi¢nim
elementom (metalom ili metaloidom) moze se smatrati onaj element zbog Cijeg
nedostatka u organizmu nece doc¢i do jedne ili viSe ovih posljedica: 1) poremecaja
fizioloske funkcije, 2) poremecaja biokemijske reakcije i/ili 3) poremecaja tjelesne
grade.'®>?**7 Dakle, prema definiciji, otrovni metal ili metaloid je element za koji u
ljudskom organizmu nema dokaza da je njegova prisutnost nuzdna za odvijanje
fizioloskih funkcija organizma i integritet organizma. Na toksi¢nost metala ili
metaloida utjeCu kemijska svojstva elementa i svojstva organizma (domacina) s
kojim metal dolazi u dodir. Kemijska svojstva metala odreduje kemijski oblik 1
kemijska veza, vezivanje za bioloske ligande u organizmu, oksidacijsko stanje

elementa i drugo.

Na specificna svojstva organizma, odnosno na osjetljivost organizma pri
dodiru s otrovnim metalom utjecu sljede¢i ¢imbenici: dob, spol, posebno fiziolosko
ili patofizioloSko stanje organizma, stanje uhranjenosti te genetsko i epigenetsko
nasljede. Svojstva metala i1 svojstva organizma zajedno utjecu na sudbinu metala u
organizmu, tzv. toksikokinetiku metala, koja obuhvaca sljedece faze: dodir s
metalom tijekom izlozenosti, unos metala u organizam (inhalacijom, ingestijom ili
kutano), apsorpcija metala (u Zelu¢anocrijevnom sustavu, diSnom sustavu ili kroz
kozu), distrubucija u organizmu, metabolizam metala u pojedinim organima i
eliminacija elementa 1z organizma (stolicom, mokraom 1ili koZnom

perspiracijom).'#!*#%%8

U radu su proucavana tri najvaznija otrovna metala, olovo, kadmij i Ziva, koji
se ¢esto, zajedno s otrovnim metaloidom arsenom, zbog svojih fizikalnih svojstava,
svrstavaju i u tzv. teske metale."® Potonje odredenje se ne smatra egzaktnim pa stoga
termin «teSki metali» nije rabljen u ovom radu. Procjenjivane su razine izlozenosti
tim trima otrovnim metalima u uzorcima posteljice, krvi 1 seruma majki te krvi 1

seruma pupkovine u zdravih rodilja kao skupine stanovniStva u kojoj je, zbog
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posebnog fizioloskog stanja s povecanim potrebama i povecanom apsorpcijom
mikronutrijenata, poveéana apsorpcija otrovnih metala.'”**** Zbog poveéanog
nakupljanja otrovnih metala (kadmija) u posteljici kao ciljnom organu odnosno zbog
prolazenja metala (olova i organske zive) kroz posteljicu iz maj¢ine cirkulacije do
fetusa, mogu nastati Stetni ucinci ne samo na zdravlje rodilje — buduce majke i ishod
trudnoce, nego i na razvoj i rast fetusa in utero odnosno njegovo zdravstveno stanje
nakon rodenja. Potonje ¢injenice predmetom su mnogobrojnih opseznih istrazivanja
u tijeku ¢ija je zajedniCka hipoteza da se odredena bolesna stanja i kroni¢ne bolesti
koje se ocituju u odrasloj dobi (kognitivni i bihevioralni poremecaji, krvozilne
bolesti, hipertenzija, poremecaji tolerancija glukoze i drugo) mogu povezati s
medudjelovanjima esencijalnih nutrijenata i otrovnih metala tijekom perinatalnog

razdoblja.”® "%

Najcéeséi izvor izlozenosti u opéem stanovni§tvu za sva tri otrovna metala,
olovo, kadmij i zivu je prehrana, a za kadmij i, u neSto manjoj mjeri i za olovo, to je i
cigaretni dim. U odraslih ljudi postotak zeluanocrijevne apsorpcije za sva tri metala
iznosi svega nekoliko postotaka do najvise 10-15%, dok je postotak apsorpcije
metala nakon inhalacije znatno visi (10 i viSe puta) i za kadmij moze iznositi i do
60%. Stoga je unos kadmija inhalacijom duhanskog dima znatno ve¢i nego hranom i

pléem 1-10,17, 18,20-22

U istrazivanju sadrzanom u ovom radu usredotoc¢ili smo se na povezivanje dobivenih
pokazatelja izloZenosti kadmiju, olovu odnosno zivi i dvaju najces¢ih izvora
izloZenosti metalima u opéem stanovniStvu, prehranom i aktivnim pusenjem odnosno

zbog izlozenosti duhanskom dimu u okoliSu pasivnim pusenjem.
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O nalazima otrovnih metala kadmija i olova u posteljici vezano za
izloZenost duhanskom dimu

Kao §to je ve¢ opisano u Rezultatima, osim po razlici u navici puSenja cigareta i
izlozenosti duhanskom dimu, istrazivane skupine bile su ujednacene po podacima o
drugim moguéim izvorima izlozenosti otrovnim metalima. Prethodna istrazivanja u
zdravih rodilja u gradu Zagrebu i Zagrebackoj zupaniji koja su provedena u Jedinici

Instituta,34’35

pokazala su znafajno veée masene udjele kadmija i olova u
postelji¢inom tkivu u skupini pusacica u odnosu na nepusacice. Skupine su bile
definirane na jednaki nacin kao i u ovom istrazivanju. Nasi sadasnji nalazi su u
sukladnosti s tim prethodnim rezultatima kao i s nalazima sli¢nih istrazivanja koja su
proveli drugi autori. Ve¢ vise od tri desetlje¢a nalaz kadmija u ljudskoj posteljici

e L _ 3033101
smatra se odgovaraju¢im tkivnim pokazateljem izlozenosti kadmiju.**>*"°

Vrijednosti masenih udjela metala u posteljici utvrdene u ovom istrazivanju
kre¢u se unutar raspona kakav je zabiljezen u drugim urbanim podrucjima
kontinentalnih dijelova Europe.'®"'® Od dva otrovna metala koje smo odredivali u
postelji¢inom tkivu vezano za izlozenost duhanskom dimu, kadmij se u najveéem
dijelu nakuplja u posteljicinom tkivu pa posteljica postaje virtualna prepreka za
njegov prijenos u fetus, dok olovo prakticki u cijelosti prolazi kroz posteljicu do
fetusa. U uvjetima povecane izlozenosti buduce majke olovu, povecana razina olova
moze se izmjeriti u krvi pupkovine odnosno u drugim dijelovima tijela fetusa, kako
je pokazano istrazivanjima poba&enih plodova te u pokusima na Zivotinjama.”*'® U
tom smislu, iako se dio olova zadrzava u posteljici, osim $to kroz nju prolazi, smatra
se da nalaz olova u tkivu posteljice nije optimalan pokazatelj izloZenosti olovu Zena
reproduktivne dobi'”' i treba ga nadopuniti nalazima koncentracije olova u punoj krvi
majke 1, po moguénosti, nalazom olova u krvi pupkovine. Stoga smo u naSem
drugom dijelu istrazivanja odredivali koncentracije olova (uz kadmij i1 zivu)
usporedno u uzorcima krvi majke i krvi pupkovine. Nalaz povecane razine kadmija u
posteljicama u skupini pusacica dokazuje da je izloZenost duhanskom dimu glavni
izvor kadmija u op¢oj populaciji, koja s njim ne dolazi u dodir u svojem zanimanju.
Osim toga, povecani kadmij u posteljicinom tkivu pokazuje izlozenost duhanskom

dimu i u nedostatku izravnih mjerenja nikotina ili njegovog metabolita kotinina koji
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sluze kao egzaktni biomarkeri pri kvantitativnom odredivanju izlozenosti duhanskom
dimu. Potonje nismo proveli u ovom istrazivanju. U idealnim uvjetima slicnih
istrazivanja, kad god je to moguce, pozeljno je odrediti kotinin (u krvi, slini ili
mokraci) tijekom trudnoce ili nikotin (u mokraci ili kosi) u vrijeme porodaja, kako bi
se dobili objektivni i pouzdani podaci o razinama aktivne i pasivne izlozenosti
duhanskom dimu.'”'*” Odredivanje nikotina odnosno njegovog metabolita kotinina u
vlasi kose dobar je pokazatelj za dugo pracenje izloZenosti duhanskom dimu iz
okolisa u rodilja budu¢i da se nikotin nakuplja u kosi te stoga najbolje odrazava
majéine pusacke navike ili izloZenost pasivnom pusenju tijekom trudnoée.'® U ovom
istrazivanju nalazi razina kadmija u posteljici objektivno su potkrijepili podatke
ispitanica prikupljene anketnim upitnicima o izloZzenostima duhanskom dimu
aktivnim 1 pasivnim puSenjem. Izdvojene ucinke pasivnog pusenja na bilo koji od
promatranih pokazatelja nismo mogli utvrditi. Ispitanice — aktivne puSacice najcesce
su bile istodobno izloZene 1 pasivnom pusenju. Medu dijagnostickim metodama koje
mogu posluziti za utvrdivanje prenatalne izlozenosti duhanskom dimu, smatramo da
su vrijednosti masenih udjela kadmija u posteljici korisni alternativni pokazatelj
pasivne fetalne izlozenosti duhanskom dimu, $to je u sukladnosti sa stavovima

- 17,47,110
drugih autora.'”*"

Nasi rezultati istraZivanja su potvrdili da puSenje cigareta buducih majki
utjeCe na smanjenje porodajne tezine i duzine, kao Sto pokazuju podaci iz velikog
broja istraZivanja drugih autora o $tetnim udincima duhanskog dima na porod.'”¢*%
Medutim, apsolutne vrijednosti porodajnih tezina i duzina upucivale su na to da nije
doslo do ozbiljnih ugrozavanja vitalnosti ploda tijekom trudnoce i porodaja jer nisu
nadene niske porodajne tezine (<2500 g). Vrijednosti ocjena vitalnosti bile su

takoder izvrsne 1 iznosile pretezito 10 u 1. 1 5. minuti po Apgarovo;j.

Sto se ti¢e procjene $tetnih uginaka kadmija na ishod trudnoce i porod, novija
istrazivanja su pokazala da se izloZenost kadmiju tijekom trudnoce, osim sa
smanjenom porodajnom teZinom, moZze povezati s povecanim brojem preuranjenih
porodaja te otezanim razvojem kognitivnih sposobnosti i1 inteligencije u poslije

103,108,111-113

porodajnom razdoblju. Nedavno objavljeni rad prikazao je vazne nalaze o

povezanostima smanjenih porodajnih teZina i koncentracija kadmija, arsena i olova u
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posteljici.''? Treba imati na umu da se u stvarnim uvjetima izloZenosti $tetni udinci
kadmija veoma tesko mogu razluciti od Stetnih ucinaka drugih onecis¢ivaca sa
svojstvima reproduktivnih otrova kojima je Zena istodobno izlozena u oblaku prasine
(u smjesi) teSkih metala. Pri tome se ne misli samo na uvjete profesionalne
izloZzenosti mjeSavinama dima i prasina u kojima se nalazi kadmij, a §to se u pravilu
dogada u teskoj industriju (gdje su zaposlenici pretezito muskog spola), vec se to
odnosi i na inhalaciju duhanskog dima, za koji je i prije u radu istaknuto da je smjesa
mnogobrojnih otrovnih sastojaka. Izmedu tridesetak metalnih iona zastupljenih u
duhanskom dimu, za pet otrovnih metala i metaloida, ukljucuju¢i kadmij, dokazani
su kancerogeni ucinci za ljudi i svrstani su u skupinu I medunarodne klasifikacije po
IARC-u. Stoga izlozenost smjesi s udjelom kadmija moze uvijek biti opasna, jer je
kadmij ne samo reprodukcijski otrov, ve¢ 1 supstancija s dokazanim genotoksi¢nim 1

: . . 17,62,63,107,114
kancerogenim svojstvima. ' 0263107

Dugo je poznato da visoke razine izlozenosti olovu mogu ugroziti zdravlje
fetusa in utero.*®* Nalazi poveéane razine olova u posteljici povezuju se s pojavom
oksidacijskog stresa, preuranjenim pucanjem plodovih ovoja 1 prijevremenim
porodajem. U novije vrijeme je pokazano da i niska razina izloZenost olovu moze

. . . 103, 115-11
ugroziti rast i prezivljavanje fetusa. ’

Posteljicina kalcifikacija uobicajen je patoloski nalaz, koji odrazava
dozrijevanje posteljice tijekom trudnoce. Uocili smo viSe kalcifikata (nalaza
kalcificiranog tkiva) u posteljicama pusacica nego u nepusacica, $to je u sukladnosti
s podacima u literaturi gdje se ubrzana kalcifikacija postelji¢inog tkiva povezuje s
majéinom izlozenos¢u duhanskom dimu, a time i s izlaganjem kadmiju.'"*'"®
Medutim, Szymanowski i suradnici'’ nedavno su upozorili da nije samo pusenje
cigareta povezano s povecanjem kalcifikacija u posteljici. Mada su mehanizmi
stvaranja kalcifikata opcenito nedovoljno poznati, budu¢i da se prisutnost
antioksidansa u prehrani moZe povezati sa smanjenjem kalcifikacija u resicama
posteljice,'® to bi govorilo u prilog pretpostavci da na poveéanje broja kalcifikata
uistinu utjecu Stetni oksidativni ucinci ksenobiotika, medu kojima je 1 kadmij u

duhanskom dimu.
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O nalazima esencijalnih mikroelemenata u posteljici vezano za
izloZenost duhanskom dimu

Maseni udjeli esencijalnih mikroelemenata u posteljici mogu posluziti kao
biomarkeri ucinaka kadmija u perinatalnom razdoblju. Kadmij i cink, odnosno
kadmij i bakar su u organizmu usko povezani s metalotionenom, proteinom bogatim
aminokiselinama cisteinom, na koje se preko sulthidrilnih (-SH) skupina u
fizioloskim uvjetima vezu cink i bakar, a u uvjetima izloZenosti otrovnim metalima,
za metalotionein se mogu vezati kadmij odnosno ziva. Metalotionein je prijenosni
protein za esencijalne mikronutrijente, poglavito cink 1 bakar, stvara se u jetri,
bubregu 1 posteljici te se u tim organima razina metalotioneina moze kvantitativno

odrediti,'340:121

U stanicama ljudskog trofoblasta je pokazano da izlozenost
kadmija inducira povecano stvaranje metalotioneina koji onda veze viSe cinka i
zadrzava ga u stanicama trofoblasta, pa je cink slabije dostupan za prijenos u fetus
kojemu je nuzdan za rast i razvoj in utero.'** Te pojave mogu objasniti na§ nalaz
povecanog masenog udjela cinka u posteljicama pusacica, u kojih je istodobno bilo
dvostruko veée nakupljanje kadmija u postelji¢inom tkivu i smanjene porodajne
tezine i duzine nego u nepusacica.

U prethodnom istraZivanju provedenom u Jedinici Instituta®**’

nije naden
ucinak puSenja na maseni udjel cinka u posteljici, ali je prosjecna vrijednost Zeljeza u
posteljici pusacica bila smanjena S$to je takoder nepovoljno za razvoj ploda.
Medudjelovanje kadmija i Zeljeza pokazano je i u eksperimentalnim uvjetima
parenteralne izloZenosti kadmiju u pokusnih 3takorica tijekom graviditeta.'® Ni u

prethodnim epidemioloskim istrazivanjima, kao ni sada, nisu nadene razlike u

razinama bakra u posteljici s obzirom na naviku pusenja rodilja.
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O nalazima steroidnih hormona progesterona i etradiola u posteljici
vezano za izloZenost duhanskom dimu

Posteljicni sinciciotrofoblast je glavni biosinteticki izvor progesterona tijekom
trudnoce. Pocevsi od lutealno-placentalnog pomaka izmedu sedmog i devetog tjedna
trudnoc¢e do porodaja, razina progesterona u serumu buduce majke poraste Sest do
osam puta. U tom razdoblju posteljica je glavni steroidogeni organ, pa je maseni
udjel progesterona u posteljicnom tkivu pravi pokazatelj biosinteze progesterona
nakon prvog tromjesecja. Osim toga, posteljicni hormoni mogu posluziti kao
biomarkeri endokrine disrupcije zbog izlozenosti odredenim ksenoestrogenima,
ukljucuju¢i kadmij, za koji ima sve visSe dokaza da je endokrini disruptor

o T - 18,39,42-47,54-57,123-132
reprodukcije u Zena te da moze djelovati i kao metaloestrogen.'®%#2-47-54-57.123-13

Iako u ovom istrazivanju nismo nasli statisticki znaCajne promjene u
masenim udjelima posteljicnog progesterona u trudnica izlozenih duhanskom dimu,
u dosadasnjim suradnim istrazivanjima, na koja se nastavljaju ova istrazivanja unutar
tekuceg znanstvenoistrazivackog projekta, dokazano je da izlozenost kadmiju, kao
glavnom sastojku duhanskog dima, moze ugroziti produkciju steroidnih hormona u
posteljici.'*'***3>% U posteljicama rodilja u gradu Zagrebu i Zagrebackoj Zupaniji,
uz dvostruko vece koncentracije kadmija u pusSalica nadene su upola manje

3133 Na temelju

koncentracije steroidnog hormona progesterona negoli u nepusacica.
dostupnih rezultata koji pokazuju da kadmij kao sastojak cigaretnog dima remeti
sintezu steroidnih hormona u jajnicima 1 posteljici, u radu Piasek 1 suradnika
objavljenom 2002. godine,”> medu prvima te vrste u literaturi, zaklju&eno je da je
kadmij kemikalija s mogué¢im djelovanjem endokrinog disruptora u sisavcima,
ukljucujuéi ljude. Ti rezultati bili su u suglasju s nalazima smanjene produkcije
progesterona u posteljicama skotnih Stakorica koje su tijekom graviditeta bile akutno
(jednokratno) ili supkroni¢no izlozene kadmiju (1. do 19. dana skotnosti od ukupno
22-23 dana koliko traje skotnost Stakorice) i istodobno hranjene smanjenim

iy . 1 L1635
koli¢inama Zeljeza u krmivu. ™

Do danas su u velikoj mjeri objasnjeni i mehanizmi u¢inaka kadmija kao
supstancije sa svojstvima endokrinog disruptora i1 metaloestrogena istrazivanjima

drugih autora, ukljucujuéi vanjske suradnike na projektu u tijeku s kojima postoji
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dugogodisnja zajedniCka znanstvenoistrazivacka suradnja i publikacije na tom
podrugju.'***** U mehanisti¢kim istraZivanjima u kulturama ljudskih postelji¢nih
stanica in vitro nadena su mjesta u lancu biosinteze progesterona na koja kadmij
djeluje izravno Stetno tako Sto inhibira luc¢enje progesterona djelovanjem na receptor
lipoproteina niske gusto¢e (LDL-R) na membrani ljudske steroidogene stanice (na
trofoblastu).****!#-1%>  Pokazano je da kadmij moZe ometati sintezu progesterona i
djelovanjem na enzim citokrom P-450 (P450s.) koji odcjepljuje boc¢ni lanac u
kolesterolu koji je pocetni supstrat biosinteze steroida. Moguce je da kadmij ometa 1
aktivnost 3B-hidroksisteroidne dehidrogenaze koja pretvara pregnenolon u
progesteron.”** Ti se nalazi podudaraju s jednakim Stetnim ugincima kadmija u
drugim steroidogenim stanicama, pa su tako dokazani Stetni ucinci kadmija na
sintezu testosterona u testisu™ i na sintezu estradiola u jajniku.'**'*” U nedavnim
istrazivanjima nismo dokazali u¢inke na estradiol u posteljicama pusacica, ali su nasi
suradnici opazili uCinke kadmija na smanjenje peptidnog postelji¢inog hormona

leptina pri izlaganju terminskih ljudskih posteljica in vitro."’

Prosjecne vrijednosti masenih udjela progesterona u posteljicama iz ro¢nih
porodaja krecu se izmedu 1000 i 6500 ng/g mase svjezeg tkiva i objavljene su u
svega nekoliko radova, ukljucujuci prijaSnje vlastite rezultate (sve referencije su
navedene u tablici 3). Autori tih radova su se za mjerenja posteljicnih steroidnih
hormona koristili razli¢itim analitickim metodama. Treba napomenuti da su u ovom
istrazivanju bile izmjerene apsolutne vrijednosti masenih udjela progesteronu u tkivu
ljudske posteljice koje su bile vece (neovisno o navici pusenja) nego vrijednosti koje
su bile izmjerene u prethodnom istrazivanju.**Mozda je potonja ¢injenica i razlogom
da se nisu zamijetile fine razlike u razinama postelji¢inog progesterona izmedu
ispitivanih skupina s obzirom na izlozenost kadmiju duhanskim dimom. Naime, osim
u razlikama dobivenim za vrijednosti razina steroida u sadasnjem istrazivanju u
odnosu na prethodna, postojala je razlika i u primijenjenim analitickim metodama. U
prijasnjim istraZivanjima rabili smo metode specifi¢nih radioimunoloskih analiza
(specificni RIA), a u ovom istrazivanju primijenili smo suvremene enzimsko-
imunometrijske metode analize steroidnih hormona. Budu¢i da su te metode u

svakodnevnoj klini¢koj praksi namijenjene analizi plazme ili seruma, moguce je da
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su polucile razlicite nalaze u liofilizatima ljudske posteljice koje smo morali
prilagoditi, dovesti do faze «prozirnog tekuéeg uzorka» te naknadnim preracunima
odrediti maseni udjel pojedinog steroidnog hormona u steroidogenom tkivu

posteljice ex vivo.

U ovom istrazivanju, osim postelji¢inog progesterona, mjerili smo i
postelji¢ni estradiol izravno u tkivu. Nismo nasli znacajne promjene koje bi se mogle
pripisati izloZenosti duhanskom dimu ili njegovom otrovnom sastojku kadmiju.
Budu¢i da bi posteljicni estrogen mogao posluziti kao pokazatelj Stetnog ucinka
kadmija pri izlozenosti duhanskom dimu, mehanizam ili mehanizme
metaloestrogenog ucinka kadmija u posteljici valjalo bi dalje istrazivati.
Epidemioloska istrazivanja u posljednja dva desetlje¢a pokazala su smanjenje
endogenog estrogena u Zena i trudnica koje su pusile cigarete.'” Nadalje, &ini se da
estrogen i kadmij imaju stanovitih fizioloskih sli¢nosti koje mogu biti vazne i za
endokrinu funkciju posteljice.'”® Dokazano je da se kadmij moZe vezati za
estrogenski receptor (ER) 1 ometati njegovu transkripciju te proizvesti sli¢ne uc¢inke
kao endogeni estrogen tako Sto aktivira gen progesteronskog receptora u ljudskim

stanicama raka dojke MCF-7.**>1%

Djelovanje sli¢no estrogenskom na stanice raka
dojke T47D koje su ovisne o estrogenu, moze uslijediti ve¢ i pri veoma malim
dozama (10 pM) kadmija.'** Pokazano je da kadmij ima visoki afinitet za mjesto na
receptoru ERa i sprje¢ava vezivanje prirodnog liganda, hormona estradiola-17p.'%
Na sli¢an nacin niske doze kadmija utjeCu obrnuto proporcionalno na procese ovisne
o estrogenu u glodavaca pri ¢emu je kadmijsko djelovanje snaznije od djelovanja
fitoestrogena, veéine ksenoestrogena i selektivnih ER-modulatora.** U §takorica,
davanje kadmija izaziva preuranjeni pubertet, povecanja tezine maternice i pojacani
razvoj mlije¢nih Zlijezda."”' Stoga se kadmij moZe smatrati kancerogenim
metaloestrogenom koji oponasa ucinke estrogena. Takve ucinke 1 njihove
mehanizme u sisavaca, ukljucujuéi ljude tek treba istraziti za kadmij, ali i za druge

metale, medu kojima su olovo, arsen, uran 1 drugi.

ceye

laktogena i1 smanjuje broj trofoblastnih stanica u posteljici Stakora djelovanjem

sli¢nim estrogenskom, $to ima vazne Stetne ucinke na rast i fizioloSku funkciju
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posteljice.*® Valbonesi i suradnici'** izvijestili su da kadmij izaziva razligite stresne
reakcije u trofoblastima ljudske posteljice, medu ostalima i one koje ovise o
proteinskoj kinazi aktiviranoj mitogenom (MAPK) i koje imaju klju¢nu ulogu
tijekom trudnoce. Autori su zakljucili da takva nefizioloska aktivacija izazvana

kadmijem remeti normalne funkcije trofoblastnih stanica.

O medudjelovanju otrovnih i esencijalnih mikroelemenata u
krvi/serumu majke i u krvi/serumu pupkovine u uvjetima izloZenosti
duhanskom dimu

Da bi se procijenili nepovoljni uc¢inci nakupljanja kadmija u posteljici odnosno
prolaska otrovnih metala olova i zive (to¢nije metilzive, koja se nalazi u ribama) na
rast 1 razvoj ploda zbog medudjelovanja otrovnih metala i mikronutrijenata zeljeza,
cinka, bakra i drugih esencijalnih elemenata, treba izmyjeriti koncentracije
esencijalnih elemenata u fetusima odnosno u novorodencadi. U in vivo pokusima, to
je moguce uciniti u tkivima fetusa i novorodenih mladunaca pokusnih zivotinja, kako
je pokazano u dosadasnjim istraZivanjima provedenima u Jedinici Instituta,'®3>3%4149
Medudjelovanja otrovnih i esencijalnih metala i njihov prijenos kroz posteljicu, osim
u uzorcima posteljica, u ovom istrazivanju procjenjivali smo i na temelju usporednih
analiza otrovnih metala kadmija, olova i1 zive u punoj venskoj krvi majke 1 u krvi

pupkovine te esencijalnih mikronutrijenata u serumu maj¢ine krvi i serumu krvi

pupkovine.

Olovo u krvi

Iako je u puSacica maseni udjel olova u posteljicinom tkivu bio statisticki znacajno
povecan, u uzorcima pune venske krvi majke i krvi pupkovine nisu nadene razlike u
koncentracijama olova s obzirom na naviku pusenja. Vrijednosti olova u krvi majke
bile su 10 do 18, a u krvi pukovine 6 do 13 pg/L. Podjednake vrijednosti odrazavaju
svojstvo olova da se slabo zadrzava u posteljici 1 prakticki u cijelosti prenosi iz
majCine cirkulacije u fetus. Nadalje, te vrijednosti olova u krvi bile su nize od
izmjerenih u opéem stanovniStvu koncem prosloga stoljeca Sto pokazuje da se u

okoliSu smanjio glavni izvor izloZenosti olovu. To su bili ispusni plinovi motornih
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vozila na pogon benzinom kojemu je dodavano olovo i §to je u naSoj drzavi
napuiteno pocetkom 21. stoljeéa. Za usporedbu, u radu Pizent i suradnici,'**
vrijednosti koncentracija olova izmjerene u Zena nepusacica u dvije regije u
Hrvatskoj kasnih osamdesetih godina prosloga stoljeca bile su otprilike 5 do 10 puta
vece nego u nasih ispitanica; medijani (raspon vrijednosti) su iznosili u Istri 74 (29-

251) iu Podravini 59 (21-263) ug/L.

Zanimljivo je da se visoke vrijednosti olova u krvi majke i u krvi pupkovine
mogu i u danasnje vrijeme naci u nekim udaljenim dijelovima dijelovima svijeta Sto
se povezuje s visokim razinama izlozenosti olova u okoliSu zajedno s loSim
socioekonomskim uvjetima majke i obitelji. Tako je u Kini 2010. objavljeno da su
vrijednosti olova u krvi u trudnica, ali i u krvi pukovine bile oko 70 pug/L $to se joS
uvijek povezuje s izlozenoS¢u olovu iz benzinskih ispusnih plinova motornih
vozila."** Sli¢no je i u JuZnoj Africi 2010. objavljeno da su srednje vrijednosti olova
u krvi pupkovine bile oko 60 pg/L. U oba slucaja navodi se da na povecanu
izlozenost olovu utjecu losi socioekonomski uvjeti 1 manjkava prehrana buducih

1 136
majki.

Duhanski dim i kadmij u krvi

U naSem istrazivanju, nalazi poviSene koncentracija kadmija u punoj venskoj krvi
majke kao i korelacija kadmija u krvi majke i puSenja u trudno¢i bili su sukladni
nalazu povecanog prosjeCnog masenog udjela kadmija u posteljici puSacica.
Vrijednosti kadmija u pusacica prema nepuSacicama, slicno kao u tkivu posteljice,
bile su dvostruko vece i u punoj venskoj krvi majke. Brojna istrazivanja u literaturi
takoder su pokazala pozitivhu povezanost povecanja koncentracija kadmija u krvi
majke 1 djece s izloZenos¢u duhanskom dimu u okolisu, bilo da se radi o aktivnom
pusenju buduée majke ili izlozenosti pasivnim pusenju.'’'®*"13*13713 pri procjeni
izloZenosti kadmiju kao sastojku duhanskom dima, imali smo na umu ¢injenicu da na
koncentracije kadmija u krvi majke utjeCu svi ¢imbenici koji odreduju njezinu
specificnu osobnu osjetljivost (kako je naprijed opisano), ukljucujuéi stanje
uhranjenosti 1 socioekonomsko stanje. U prilog tome govore najnovija istrazivanja u

kojima su pokazani i utjecaji etni¢ke i rasne pripadnosti te specificnog kulturoloskog
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okruzenja zdruzenih s ostalim prije spomenutim cCimbenicima koji odreduju
specifi¢nu osjetljivost na izlozenost, tjelesnu retenciju (bioakumulaciju) i moguée
Stetne ucinke otrovnih metala u vulnerabilnim skupinama stanovniStva — budu¢im
majkama i njihovom potomstvu. Tako su rezultati istrazivanja koja su ukljucivala
humani biomonitoring otrovnih metala objavljeni 2010. godine pokazali povecane
razine olova, kadmija odnosno Zive u posteljici, krvi majke i1 krvi pupkovine u Zena u
Saudijskoj Arabiji,"*® a u istraZivanju u SAD-u je pokazano da su razine kadmija u

. . . . . .. vy - . . 139
krvi varirale ovisno o pripadnosti rasi i etnickoj skupini.

Esencijalni mikronutrijenti i duhanski dim

Prema definiciji, supstancija s antioksidativnim djelovanjem je ona koja svojom
prisutnos¢u u niskoj koncentraciji istodobno sa supstratom koji se moze oksidirati
(pr. protein, lipid, ugljikohidrat ili nukleinska kiselina) moze odgoditi ili onemoguciti
oksidaciju tog supstrata. Vaznu ulogu u tjelesnom enzimskom antioksidativnom
obrambenom sustavu imaju mikronutrijenti, medu kojima se isti¢u selenij, cink,
bakar, Zeljezo i1 brojni vitamini, kao Sto su A, C, E 1 B vitamini. Podaci o u¢incima
duhanskog dima na esencijalne mikroelemente opcenito su malobrojni, nesto je vise

podataka o seleniju i bakru, a manje o cinku i Zeljezu.'”

Za normalno funkcioniranje organizma, mikroelementi cink, bakar i Zeljezo
prisutni su u tragovima (Sto znaci da tjelesne potrebe su izmedu 1 mg do najvise
nekoliko desetaka miligrama na dan), a selenij je prisutan u ultra tragovima (potreban
je za odvijanje tjelesnih funkcija u koli¢ini <1 mg na dan). Izmedu ostalih fizioloskih
uloga u organizmu ¢ovjeka, ti mikronutrijenti su sastavni dio antioksidativnih enzima
1 aktivno su ukljuceni u zastitu organizma od oksidativnog stresa. Enzim bakar-cink
superoksid dismutaza (Cu-Zn SOD) sadrzi oba elementa kao kofaktore. Selenij je
vazan kao kofaktor glutation peroksidaze (GSHPx), vaznog antioksidativnog enzima
za uklanjanje lipidnog hidroksiperoksida i vodikov peroksida. Enzim katalaza (CAT)

sadrzi zeljezo. Bakar je vazan sastojak ceruloplazmina u plazmi.'*">'%

U uvjetima izlozenosti duhanskom dimu moze se izazvati oksidativni stres
koji poveceva rizik za nastanak velikog broja kroni¢nih bolesti koje skrac¢uju zivot ili

znatno utjec¢u na kvalitetu Zivota. U odraslih pusaca promjena aktivnosti u sustavu
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obrambenih antioksidativnih enzima moze biti posljedica oksidativnog stresa
izazvanog pusenjem i teSko je utvrditi da li takve promjene pokazuju oksidativno
oSte¢enje ili su odraz antioksidativne protupalne reakcije. Medu prehrambenim
mikronutrijentima ima nekoliko antioksidansa koji imaju vazno mjesto u zastiti
organizma od endogenog oksidativnog stresa, ukljucujuci i oksidativni stres izazvan
pusenjem. Radi se o slozenom medudjelovanju pusenja i stanja mikronutijenata u
krvnom optoku, pri ¢emu vecina antioksidansa moze razli¢itim na¢inima djelovanja
zadtiti stanicu od oksidativnog o$teéenja izazvanog pusenjem.'**'*’ U zanimljivom in
vitro istrazivanju na ljudskim monocitima izlozenim duhanskom dimu ili samo
kadmiju nadena su snizenja stani¢nog glutationa i ATP-a koji su pokazatelji Stetnih
ucinka na reduktivno-oksidativni sustav stanice. Te je u€inke bilo moguce sprijeciti
dodavanje N-acetil-L-cisteina, prekursora glutationa, ali i davanjem kelirajuceg
agensa za kadmij (Chelex-100). Budu¢i da je toksi¢nost duhanskog dima bilo
moguce sprijeciti specificnim kelatorom za kadmij, zakljueno je da kadmij ima

glavnu ulogu u toksi¢nosti izazvanoj duhanskim dimom.'*!

Selenij

Odnos pusenja i selenija opisan je u svega nekoliko radova koji su pokazali smanjene
koncentraciji selenija u plazmi i tkivima, uglavnom pri istodobnom smanjenom
unosu selenija u prehrani. S druge strane, pokazano je da se prestankom pusenja
povecavaju koncentracije selenija u serumu neovisno U njegovom unosu
prehranom.'”” Smanjena aktivnost eritrocitne GSPHx u pusada moze biti posljedica
manje koncentracije selenija u plazmi, na $to mogu utjecati razni ¢imbenici, medu
kojima i1 kadmij kao otrovni metal katranske faze duhanskog dimu, koji smanjuje
biodostupnost selenija iz hrane.'*> Na koncentraciju selenija u plazmi takoder moze
utjecati porast ekspresije upalnih medijatora kao Sto su interleukini IL 1, IL 2, IL 6 1
IL 8 koji nastaju kao odgovor na puSenje. Na temelju rezultata nekoliko radova moze
se zakljuciti da koncentracije selenija u serumu kao i aktivnost eritrocitne GSPHx
imaju tendenciju smanjenih vrijednosti u pusSaca, a postoje i dokazi da su manje

koncentracije selenija u serumu povezane s upalom.'*'*?
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U nasih ispitanica nije bilo nikakvih promjena u koncentracijama selenija ni u
serumu majki, ni u serumu pupkovine, $to upucuje na to da se radilo o ispitanicama
koje nisu bile teski pusaci cigareta 1 kojima je istodobno unos selenija prehranom bio

dostatan.

Bakar

U uvjetima oksidativnog stresa, bakar u plazmi ili serumu se poveéa pretezito u
obliku enzima feroksidaze I i1 sudjeluje u uklanjanju nevezanog Zeljeza iz plazme.
Nekoliko autora istrazivalo je prooksidativnu aktivnost bakra u ceruloplazminu
pusada. U istraZivanju koje su proveli Lapenna i suradnici,'* u pusaca je pokazana
veca koncentracija bakra u plazmi i veca lipidna peroksidacija te korelacija bakra u

plazmi 1 lipidne peroksidacije, $to nije nadeno u nepusaca.

Neki autori drze da radikali duhanskog dima s prooksidativnim djelovanjem
mogu inducirati Stetno peroksidativno djelovanje bakra na lipide, pa ¢ak i na proteine
s kojima je bakar labilno vezan, kao $to su ceruloplazmin, albumin i metalotionen.
Medutim, nalaz povecanog ceruloplazmina per se odraz je antioksidacijskog i

protuupalnog djelovanja bakra u uvjetima oksidacijskog stresa odnosno upale.'®

U nasem istrazivanju, u punoj venskoj krvi majke u obje ispitivane skupine
nasli smo jednako povecane razine bakra u odnosu na vrijednosti koje se mogu
izmjeriti izvan trudnoce (referentne vrijednosti za bakar u serumu u Jedinici Instituta
jesu 700 do 1500 pg/L) Sto upucuje na to da je doslo do reakcija oksidativnog stresa

tijekom porodaja.

Cink

Antioksidativno djelovanje cinka ocituje se u njegovoj sposobnosti stabiliziranja
lipidno-proteinske membrane stanica. Za odredivanje stanja cinka u organizmu,
serumski cink je najcesce rabljeni pokazatelj. Medutim, cink se veoma brzo smanjuje

u prisutnosti upale. Stovise, snizenje cinka u serumu nastaje i kao sistemska reakcija.

U istrazivanjima na miSevima pokazano je da interleukin IL-6 inducira

povecani prijenos cinka iz krvnog optoka u hepatocite. Smatra se da razlike u
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koncentracijam cinka u serumu izmedu pusaca i nepusaca odrazavaju duzinu i razinu
. v . . 1 v . " . .. .. .

izlozenosti duhanskom dimu.'” U nagem istraZivanju vrijednosti cinka u serumima
majki bile su nize nego u serumima pupkovine, a nije bilo razlika u serumskim

koncentracijama cinka s obzirom na izlozenost duhanskom dimu.

Zeljezo
Zena reproduktivne dobi ima oko 40 mg Zeljeza/kg tjelesne mase, dok je ta
vrijednost u odraslog muskarca nesto visa i1 iznosi u prosjeku oko 50 mg zeljeza/kg

tjelesne mase. Glavni pokazatelji (biomarkeri) stanja Zeljeza u tijelu jesu vrijednosti

hemoglobina, serumske koncentracije feritina i transferinskog receptora.

Vrijednost ukupnog Zeljeza u serumu takoder moze posluziti za odredivanje
stanja zeljeza u tijelu, ali ono, kao i cink, moze biti jako potisnuto upalom. Budu¢i da
zeljezo moze potpomagati stvaranje slobodnih radikala, postoji znanstveni interes o
mogucoj etioloskoj ulozi visokih koncentracija zeljeza u nastanku sranozilnih
bolesti i razli¢itih karcinoma. Takva uloga nije jo§ potvrdena, ali na stani¢noj razini
postoje odredeni dokazi da je viSa koncentracija biomarkera Zeljeza povezana s
oksidativnim o8te¢enjima.'” Pusenje moZe utjecati na biomarkere Zeljeza preko
upalnog ucinka puSenja na metabolizam zeljeza ili stoga Sto kontinuirana izlozenost
ugljicnom monoksidu iz duhanskog dima moze izazvati odredeni stupanj hipoksije
koja kompenzatorno dovodi do povecane koncentracije hemoglobina kao reakcija

prilagodbe na hipoksiju.'®

Analiticki problem pri odredivanju zeljeza u serumu (ili plazmi) moze
predstavljati hemoliza uzorka krvi. Ukoliko je doSlo do hemolize, u uzorku seruma
(ili plazme) trebalo bi kvantitativno odrediti hemoglobin i1 korigirati dobivene
vrijednosti mjerenog elementa, u ovom slucaju Zeljeza ili, primjerice, prilikom
odredivanje olova u plazmi koje je u visokom postotku vezano za eritrocite.*® U
naSem istrazivanju, upravo zbog hemolize uzoraka krvi pupkovine, nismo bili u
mogucénosti odrediti koncentracije Zeljeza u serumima pupkovine. Kvantitativno
odredivanje hemoglobina u serumu nije rutinska metoda i za sada nije uvedena u

Jedinici Instituta, pa to nismo mogli provesti.
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U Hrvatskoj, u razdoblju 1999. do 2003. provedeno je veliko istrazivanje na
zdravim trudnicama koje je obuhvatilo 1435 pusagica i 4772 nepusacica.'* Obje
skupine ispitanica bile su izjednacene po antropometrijskim i klinickim znacajkama,
trajanju trudnoce i nac¢inu porodaja. Razlika je postojala u maj¢inim koncentracijama
hemoglobina i u porodajnim tezinama koje su bile manje u pusSacica, dok su
vrijednosti fetalnog hemoglobina bile statisticki znacajno vec¢e u djece majki
pusacica. Zakljuceno je da pusSenje utjeCe na homeostazu zeljeza najvjerojatnije tako
Sto izaziva dodatne promjene u koncentracijama hemoglobina u krvi. U nasem
istrazivanju nismo nasli razlike u vrijednostima zeljeza u venskoj krvi majke s

obzirom na naviku pusenja.

Cini se da na koncentracije serumskog Zeljeza, transferinskog receptora i
feritina puSenje ne utjece, izuzev u trudno¢i. Tijekom trudnoce dolazi do porasta
eritropoeze izazvane niskom saturacijom Zeljeza u transferinu plazme te fizioloSkog
smanjivanja zaliha Zeljeza jer se povecava ukupan volumen krvi. Buduéi da je
povecanje volumena plazme blizu 50%, u usporedbi s povecanjem mase eritrocita,
koje iznosi oko 25%, dolazi do relativnog smanjenja koncentracije hemoglobina i

. o . ;146
nastaje tzv. fizioloSka anemija u trudnodi.
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O medudjelovanju Zive i selenija u ovisnosti o prehrambenim

navikama

Ziva je izrazito otrovan element. U prirodi se otpusta u elementarnom obliku (Hg")
isparavanjem u atmosferu u koju dospijeva erupcijama vulkana i Iljudskim
djelovanjima te se transformira u anorganske oblike (kao soli Hg" i Hg”"; potonji tzv.
merkuri oblik je najzastupljeniji u okoliSu). Iz atmosfere Ziva oborinama dospijeva u
povrsinske vode, potoke, rijeke, mora i oceane, gdje se djelovanjem bakterija u
sedimentu i vodenim/morskim organizmima metilira u organsku zivu, metilzivu, pa u
tom obliku dospijeva u morske plodove (mekusce, Skoljkase) i1 ribe koji su dio
ljudskog hranidbenog lanca.” Ljudi su neminovno izloZeni Zivi u svim kemijskim
oblicima iz okolisa, amalgamskim zubnim ispunama, vakcinacijom (preko
konzervansa tiomersala koji sadrzi etilzivu) 1 hranom. Na Stetne ucinke na zdravlje
utjeCe kemijski oblik 1 spoj (tzv. specijes) zive. Opce stanovnisStvo izlozeno je
onecis¢enom pitkom vodom i hranom metilzivi, koje ima najviSe u velikim ribama
mesojedima (tuna, sabljarka, losos 1 morski pas) te uljeSurama (kitovima) u
dijelovima svijeta gdje kitovo meso i mast imaju dominantnu ulogu u prehrani

stanovni$tva (pr. u Europi je tako na Farojskim otocima).

Nakon ingestije, metilziva se apsorbira u ZeluCanocrijevnom sustavu, ulazi u
krvni optok, raznosi se po tijelu i moZe se nakupljati u unutarnjim organima. Ziva
moze imati Stetne wuclinke na srcanozilni sustav, zeluCanocrijevni sustav,
hepatobilijarni sustav te bubreg, no najozbiljnije Stetne posljedice izlozenosti zivi
jesu neurotoksi¢ni u&inci, pogotovo u fetusu i malom djetetu koji se razvija i raste.’"
31471488 Najosjetljivije razdoblje za nastanak Stetnih uginaka Zive kao i drugih
neurotoksi¢nih ksenobiotika (tzv. prozor za izloZenost) je vrijeme u kojem se odvija
sazrijevanje mozga koje pocinje u posljednjem tromjesecju trudnoce i traje do trece
godine zivota.'*’

Poznato je da se metilziva u najveéem dijelu prenosi kroz posteljicu, a
mogucéi prijenosni sustavi zivinih iona u posteljici jesu aminokiseline (cistein kao dio
metalotienina) i organski anion."”® U naem istraZivanju izmjerene vrijednosti Zive u

punoj venskoj krvi majke 1 u krvi pupkovine odrazavale su ukupnu izlozenost
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ispitanica svim kemijskim oblicima Zive, ali ponajprije metilzivi kakva je prisutna u
prehrani, poglavito ribama i plodovima mora. Dokazali smo da su se pove¢anjem
unosa ribe koncentracije zive u krvi majke i krvi pupkovine povecavale linearno te
da su se istodobno jednako linearno povecavale koncentracije esencijalnog
mikronutrijenta selenija u serumi majke i u serumu pupkovine. Oba mikroelementa
nalaze se u istim namirnicama ljudskog hranidbenog lanca i poznato je da
medudjeluju u organizmu sisavaca, ukljucujuéi ljude.

Selenij je esencijalan metaloid koji, osim potvrdenih antioksidacijskih,

. . . . 100.14
protupalnih i antikancerogenih svojstava,'*'**

151-153

ima i za$titna svojstva smanjivanja

.y . v J .+ 142,154-158 . . v .
toksicnosti metala, zive ili kadmija, koja su manje istrazena. Otrovni
metali Ziva, kadmij, olovo i metaloid arsen,"’ zajedno sa selenijem i drugim
nutrijentima, mogu se nac¢i u ribama, plodovima mora i Skoljkama u visokim

koncentracijama.

Kako bi oslikali vaznost medudjelovanja zive i selenija u stanici, Raymond i
Ralston'" isti¢u da u procjeni toksi¢nih u¢inaka Zive na zdravlje nije dostatan pristup
kojim se jednostavno odreduje samo koliko se zive unosi u ljudski organizam, ve¢ bi
tocniji pristup istrazivanju bio utvrditi koliko je slobodnog selenija preostalo u
stanici, odnosno da 1i je previSe selenija izgubljeno detoksikacijskim vezanjem za
zivu. Selenij i1 Ziva se u stanici vezu u netopljiv spoj zivin selenid, ¢ime se toksi¢nost
zive neutralizira, no preostaje opasnost da je zbog tog vezanja selenij izgubljen za
sintezu vaznih antioksidacijskih selenoenzima.'”* Rezultati nedavnog istraZivanja
upucuju na mogucu aktivnu ulogu selenija i u maj¢inom obrambenom sustavu od

v e vew e v v o v e 7. . . . 160
toksicnih onecis¢ivaca u okolisu, ukljucujuéi otrovne sastojke cigaretnog dima.
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6. Zakljucci

Na temelju provedenih istrazivanja u kojima su procjenjivane razine izlozenosti
otrovnim metalima kadmiju, olovu i zivi te rizici njihovih Stetnih u¢inaka u Zena
fertilne dobi i rizik za buduce dijete zbog perinatalne izlozenosti, uporabom uzoraka
ljudskog postelji¢inog tkiva te parova uzoraka majcine krvi i krvi pupkovine,
povezano s navikom pusSenja cigareta i prehrambenim navikama majke, dobiveni su

sljedeci rezultati:

¢ U posteljicama pusacica u odnosu na nepusacice

o kadmij je bio dvostruko veci, olovo je bilo znatno vece, porodajne

ceye

........

o cink je istodobno bio ve¢i, Cime je manji udjel cinka bio dostupan fetusu,
a u koncentracijama zeljeza i bakra nije bilo promjena;

o razine steroidnih hormona progesterona i estradiola u tkivu
posteljice su korelirale, ali nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (iako
je prije naden smanjeni progesteron u posteljicama pusacica odnosno u

skotnih Stakorica izloZenih kadmiju).

% U uzorcima venske krvi majke i krvi pupkovine u pusSacica u odnosu na
nepusacice

o kadmij u majéinoj krvi bio je dvostruko ve¢i 1 korelirao je s pusenjem u
trudno¢i, dok je kadmij u krvi pupkovine bio deseterostruko manji i nije

se razlikovao u pusacica i nepusacica;
o olovo u krvi majke i u krvi pukovine je bilo podjednako u obje
ispitivane skupine, bakar u serumu svih rodilja bio je poviSen, a nije
bilo razlika u koncentracijama zeljeza, cinka i selenija u serumima majke

1 pupkovine u ovisnosti o navici pusenja.
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¢ U uzorcima venske krvi majke i krvi pupkovine u odnosu na prehrambene navike

o koncentracije ukupne Zive u krvi majke i u krvi pupkovine su se
linearno povecavale s ucestalos¢u tjednog unosa ribe te je ziva u krvi
majke korelirala s unosom ribe i s unosom skoljaka;

o koncentracije esencijalnog mikronutrijenta selenija u serumu majke 1
u serumu pupkovine su se linearno povecavale s ucestaloséu tjednog

unosa ribe.

Tijekom bioloskog prac¢enja u ljudi (humanog bioloskog monitoringa) metala, uz krv
1 serum, kao uobicajene uzorke koji se pritom rabe, nasi rezultati potvrduju da je
ljudska posteljica veoma koristan uzorak tkiva, koji moze posluziti kao jedinstveni
organ u procjeni izlozenosti i u¢inaka metala istodobno u vanjskom okolisSu majke i
unutar majcinog organizma koji je prirodan okoli§ za razvoj nerodenog djeteta.
Posteljica je osobito korisna u procjeni izloZzenosti kadmiju koji se najve¢im dijelom
nakuplja u postelji¢inom tkivu kao ciljnom organu tijekom trudnoce. To se zbiva
naviSe u uvjetima izlozenosti duhanskom dimu zbog visoke stope apsorpcije kadmija
inhalacijom, ¢ime se moZe remetiti prijenos esencijalnih mikronutrijenata (zeljeza,
cinka, bakra, selenija i drugih) od majke do fetusa. Osim toga, tkivo ljudske
posteljice moze posluziti u procjeni nastanka i mehaniz(a)ma disrupcije sinteze i
metalima, naroCito kadmiju. Poremecene razine steroidnih hormona u posteljici
mogle bi posluziti kao post hoc pokazatelj fetalnog distresa in utero. U tom smislu u
budué¢im istrazivanjima S$tetnih ucinaka kadmija i drugih otrovnih metala na
reprodukciju u Zena, trebalo bi procijeniti da li i na koji na¢in kadmij kao sastojak
duhanskog dima moZe remetiti steroidne hormone, progesteron i estradiol, ali i
polipetidne hormone, leptin i postelji¢ni hormon rasta.

Pri procjeni perinatalne izloZenosti zivi (najvise metilZivi, ingestijom ribama i
Skoljkama), osim c¢injenice da je metilziva osobito toksi¢na za srediS$nji Ziv€ani
sustav u razdoblju njegova sazrijevanja, treba imati na umu da se u istim
namirnicama nalazi selenij koji sa Zivom oblikuje soli selenide i tako neutralizira
toksicnost zive. NaSim istrazivanjem pokazali smo medudjelovanje zive i selenija u

ovisnosti o unosu ribe.
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U =zakljucku, naSi rezultati pokazuju dvije zaokruzene cjeline nalaza
dobivenih u kontinuiranom viSegodi$njem istrazivanju procjene izlozZenosti za tri
najvaznija otrovha metala 1 njihovih medudjelovanja s esencijalnim
mikronutrijenatima u Zena fertilne dobi. Originalan doprinos ovog rada jesu
zajedno s procjenom razina otrovnih metala i stanja esencijalnih mikronutrijenata u
posteljici kao organu razgraniCenja maj¢inog organizma i fetusa te analizama
mikroelemenata u parovima uzoraka majc¢ine krvi i krvi pupkovine u zdravih rodilja
na podrucju grada Zagreba i Zagrebacke zupanije. Nasli smo da su razine izloZenosti
otrovnim metalima u Zena u dobi kad su sposobne za radanje slicne onima u drugim
podrucjima velikih gradova kontinentalnih dijelova Europe i da ta prosjecna
izlozenost otrovnim metalima ne predstavlja ozbiljnu opasnost za buduceg potomka.
Pokazali smo da izlozenost duhanskom dimu, zbog nakupljanja kadmija, moze imati
nepovoljne ucinke na funkcije posteljice u prijenosu esencijalnih mikronutrijenata
(kako je nadeno za cink), s posljedicnim smanjenim vrijednostima porodajne tezine i

porodajne duzine.
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7. Sazetak

Disertacija 2011.

PROCJENA IZLOZENOSTI OTROVNIM METALIMA I NJIHOVIH
UCINAKA NA FUNKCIJE POSTELJICE U ZDRAVIH RODILJA

Sandra Stasenko

Svrha istrazivanja bila je procijeniti razine izlozenosti kadmiju, olovu i Zivi te
moguce opasnosti za zene fertilne dobi i1 buduce potomke zbog perinatalne
izlozenosti. Istrazivanje je provedeno na ukupno 406 zdravih Zena s roCnim
porodajem rodnickim putem u Klinickoj bolnici u Zagrebu. Koncentracije otrovnih
metala i esencijalnih mikronutrijenata Zeljeza, cinka, bakra i selenija odredivane su u
uzorcima postelji¢inog tkiva te uzorcima venske krvi majke i krvi pupkovine
standardnim analitickim metodama (AAS i ICP-MS) u odnosu na naviku pusenja
cigareta i prehranu.

U posteljicama pusacica u usporedbi s nepusacicama, kadmij je bio dvostruko
oba metala negativno su korelirala s porodajnim tezinama. Cink je bio povecan, a
zeljezo 1 bakar nisu bili promijenjeni. U krvi majki pusacica u odnosu na nepusacice,
kadmij je bio dvostruko veéi i korelirao je s pusenjem u trudno¢i. Kadmij u krvi
pupkovine je bilo oko deset puta manji, neovisno o izlozenosti duhanskom dimu.
Nije bilo razlika u koncentracijama olova u krvi majki i pupkovine, kao ni Zeljeza,
cinka, bakra i selenija u serumu majke i pupkovine. Koncentracije zive u krvi majke i
pupkovine te koncentracije selenija u serumu majke 1 pupkovine linearno su se
povecavale s unosom ribe u prehrani. Razine progesterona i estradiola izmjerene u
postelji¢inom tkivu ex vivo (uporabom enzimsko-imunometrijske metode) bile su u
medusobnoj korelaciji, ali nije bilo promjena u odnosu na izlozenost duhanskom
dimu.

Potvrdili smo da ljudska posteljica predstavlja koristan i jedinstven uzorak
tkiva u humanom bioloskom monitoringu vanjskog maj¢inog i unutarnjeg okolisa za
razvoj fetusa. Nadene razine izloZenosti otrovnim metalima u Zena na podrucju grada
Zagreba 1 Zagrebacke zupanije sli¢ne su onima u velikim gradovima kontinentalnih
dijelova Europe i ne predstavljaju ozbiljnu opasnost za nerodene dijete. Izlozenost
duhanskom dimu, zbog nakupljanja kadmija, moze imati nepovoljne ucinke na
funkcije posteljice u prijenosu esencijalnih mikronutrijenata — kako smo pokazali za
cink — s posljedicnim smanjenim vrijednostima porodajne tezine i porodajne duljine.

Kljuéne rijeci: bioloski monitoring, fetus, esencijalni mikronutrijenti, kadmij, olovo,

cene
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8. Summary

Ph. D. Thesis 2011

ASSESSMENT OF EXPOSURE TO TOXIC METALS AND THEIR
EFFECTS ON PLACENTAL FUNCTIONS IN HEALTHY PARTURIENTS

Sandra Stasenko

The investigation aimed at assessing levels of exposure to cadmium, lead and
mercury, and the related imminent risks for women of reproductive age and
upcoming children due to perinatal exposure. Study was conducted on in total 406
healthy women who gave birth at term by vaginal delivery in a clinical hospital in
Zagreb. We measured the concentrations of toxic metals and essential micronutrients
iron, zinc, copper, and selenium in placental tissue, maternal venous blood, and
umbilical cord blood using standard analytical techniques (AAS and ICP-MS) in
relation to cigarette smoking and dietary habit.

In placentas of smokers vs. non-smokers, cadmium doubled; lead increased,
birth weight, length and placental ratio decreased, and both metals negatively
correlated with birth weights. Zinc increased, and iron and copper did not change. In
maternal blood of smokers, cadmium was twice as high as in non-smokers and
correlated with smoking in pregnancy. Cadmium in cord blood was about ten times
lower regardless of exposure to tobacco smoke. There were no differences between
smoking and non-smoking in lead concentrations in maternal and cord blood, as well
as in iron, zinc, copper and selenium in maternal and cord serum. Mercury in
maternal and cord blood and selenium in maternal and cord serum increased linearly
with dietary intake of fish. Levels of progesterone and estradiol were assayed in
placental tissue ex vivo (using enzyme-immunometric method), correlated, and no
differences were found in relation to tobacco smoke exposure.

We confirmed that human placenta presents a useful and unique tissue sample
in human biological monitoring of external maternal and internal environment for
foetal development. Exposure levels to toxic metals in women of Zagreb
metropolitan area and Zagreb County are similar to those in other big cities in
continental parts of Europe, and do not pose a serious threat for unborn child.
Tobacco smoke exposure, due to cadmium accumulation, may have adverse effects
on placental function in essential micronutrient transport — as we showed for zinc —
with consequent decreases in birth weight and birth length.

Key words: biological monitoring, cadmium, essential micronutrients, foetus, lead,
mercury, perinatal exposure, placental steroid hormones, pregnancy
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