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1 uvoD

1.1 Bioelementi

Dugo se zna za razlike u tjelesnom sastavu muskaraca i Zena. Zene imaju
zamjetno vi§e masnog tkiva nego muskarci i razli¢iti bioelektriéni otpor *, energetske
potrebe Zena su manje 2, Zive dulje od muskaraca 3, i imaju nizu koncentracije Zeljeza
u krvi u usporedbi s musgkarcima . Sve to upuéuje na moguée razlike osobito u
metabolizmu bioelemenata ovisno o spolu ispitanika o ¢emu do sada nije bilo
ozbiljnijeg istraZivanja °.

Covjekov organizam sazdan je od elemenata koji se u njemu nalaze u razligitim
koncentracijama i omjerima ovisno od tkiva do tkiva, odnosno od jedne do druge
bioloSke matrice. Bioelementi (minerali, elementi u tragovima i ultrarijetki elementi)
nisu izvor energije u ¢ovijekovom metabolizmu te ne daju tijelu energiju, ve¢ pomazu u
produkciji energije i u drugim kemijskim reakcijama kao sastavni dijelovi enzima koji
stupaju u brojne interakcije. Ponekad su elementi sastavni dio enzima koji reguliraju
druge bioloske funkcije kao $to su hormoni. Ovakva bioloSka amplifikacija objasnjava
kako svega stotinu nanograma nekog elementa poput kobalta (sastavni dio vitamina
B12) moZze biti Cimbenik koji odlu€uje o Zivotu i smrti odrasle osobe koja tezi oko
trilijun puta vise °. Neki elementi su neophodni za zdrav Zivot, neki su otrovni veé u
izrazito niskim koncentracijama, a za neke nemamo jasne spoznaje da li nam uopée
trebaju. Mjerenje koncentracije elemenata u pojedinim bioloSkim matricama
omogucéuje nam uvid u promjenu stanja metaboli¢ke dinamike u normalnim i
patoloSkim procesima u organizmu. Dosadas$nje spoznaje o metabolizmu elemenata u
organizmu odnosile su se pretezno na metaboli¢ke procese pojedinih elemenata u

razli¢itim biologkim tkivima "°.



S obzirom na starenje populacije, promjene u metabolizmu bioelemenata
vezane uz dob i spol, poput osteoporoze, danas su znacajan svjetski javno
zdravstveni i klinicki problem ukljucivo i Republiku Hrvatsku. Zato su za oCuvanje
zdravlja i spreCavanje bolesti neophodno potrebni pouzdani bioindikatori za
individualnu procjenu metaboli¢kog statusa bioelemenata u organizmu, posebice
elemenata koji izgraduju kost. Krv i kosa su dva lako dostupna indikatorska tkiva
prikladna za odredivanje metabolickog statusa. Pogotovo je atraktivha kosa s obzirom
na neinvazivnu metodu prikupljanja uzoraka. Pod metaboli¢kim statusom smatramo
izmjerenu koncentraciju elemenata u kosi i krvi. Naime, svi ti elementi raspodjeljuju se
u kosu ovisno o aktualnim metaboliCkim procesima u organizmu. Prema tome, nasa
definicija metaboli¢kog statusa odnosi se na odraz spektra koncentracija elemenata
izmjerenih u bioindikatorskim tkivima kose i krvi.

Ne postoji jedinstveno dijagnosticko orude za odredivanje statusa nekog
elemenata u organizmu. Medutim, kao cijelokupni indikator zdravlja i biokemijskog
mineralnog statusa, analiza kose je vrlo pogodna metoda. Vrlo je precizna i za
odredivanje izlozenosti nekim toksi¢nim elementima kao $to su olovo, kadmij, arsen i
Ziva . Kosa je poput pomiéne trake koja zapisuje promjene mineralnog statusa u
odredenom vremenskom trenutku. Kako kosa raste oko jedan milimetar svaka tri
dana, vlas kose duZine 1 cm zapisat ¢e sve metaboliCke promjene u organizmu i
folikulu dlake kroz to vrijeme. Ustanovljeno je da je mitotska aktivhost matriksa dlake,
uz iznimku stanica kostane srzi, najvi$a od svih ostalih tkiva *2. Prednosti kose kao
indikatorskog tkiva su sljedece: (1) uzorci kose su bioloski stabilni, jednostavno se
pohranjuju i prenose te ne propadaju, (2) jednostavno ih je prikupiti netraumatskom i
neinvazivnom metodom, (3) ne podlijeze homeostatskoj reverzibilnoj ekvilibraciji
izmedu razli¢itih biokemijskih prostora za razliku od krvi i urina, (4) odrazava

metaboli¢ke aktivnosti bioelemenata u tkivu, (5) jednostavnija je za analizu od mnogih
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drugih bioloskih uzoraka, i (6) odrazava ukupnost metaboliC¢kih procesa tijekom duljeg
vremenskog razdoblja %3,

U protekla tri desetlje¢a metoda analize elemenata u kosi pokazala se
pouzdanom za odredivanje metabolizma niza elemenata te za procjenu metaboli¢kog
statusa organizma ®**. Odlaganje elemenata u kosu je nepovratan, jednosmjeran
proces koji ne podlijeze negativnoj povratnoj sprezi. Analiza krvi tradicionalno je
istraZivanija i poznatija metoda od analize kose, a sve viSe istraZivanja govori da su to
dva neovisna bioindikatorska tkiva i da ne mora postojati zna€ajna korelacija izmedu

sadrzaja elemenata *°.

1.2 Predmet istrazivanja

Kao specifiCni pokazatelji metabolickog odnosno nutritivnog statusa
bioelemenata u pojedinaca, odredivali smo koncentracije elemenata u kosi i krvi od
192 ispitanika (109 zena i 83 muskarca). Istrazivani elementi su oni koji pokazuju
afinitet za odlaganje u kost (osteotropni): bor (B), barij (Ba), kalcij (Ca), magnezij (Mg),
fosfor (P), silicij (Si), stroncij (Sr) i cink (Zn) *°. Buduéi da kalcij &ini oko 99% suhe tvari
kosti, isti je uzet kao osnova prema s kojom su korelirani ostali elemenati koji se
odlazu u kost, odnosno sli¢nosti i razlike u njihovoj depoziciji u kosi i krvi u osoba
razli€itog spola. IstraZivani elementi ve¢inom se nalaze u s-bloku periodnog sustava
elemenata *"*®. Osim tih, u skelet se odlazu i toksiéni elementi — olovo, fluor i kadmij *°
koji nisu uklju€eni u ovo istraZivanje.

Kada govorimo o toksi¢nosti elemenata u tragovima, zanimljivo je uociti da su u
proteklih nekoliko desetljeéa istrazivanja dokazala esencijalne uloge nekih elemenata

(npr. selen, krom i arsen) za koje se do tada smatralo da su samo toksicni °.



1.3 Kosai krv kao bioindikatorska tkiva (matrice)

Najvi§e spoznaja imamo o toksiénim elementima *°%°

, a postaje sve ocCiglednije
da je analiza kose pogodna za otkrivanje metabolickog poremecaja i deficita i
pojedinih esencijalnih elemenata®®*. Unutar istog laboratorija nalazi su reproducibilni i
pouzdani za analizu individualnog nutritivnog statusa “%2. Milekeley i sur. > dokazali su
kako je kosa pouzdani indikator metabolizma Ca u organizmu, odnosno njegovog
nutritivnog statusa. Znamo da se gustoca kosti i sastav razlikuje ovisno o spolu,
mjestima u skeletu, a razlikuje se i sklonost frakturama kod potpuno istog unosa Ca 2.
Zene imaju manju gustoéu mjerenu na distalnom radijusu, a veéu u lumbalnoj
kraljeznici i vratu femura 2. Razina svih biliega kostane pregradnje (kotana alkalna
fosfataza, prokolagen-I C terminalni propetid, osteokalcin i urinarni N-telopeptid tipa |
kolagena) raste s dobi u Zena. Istodobno smanjuje se i gusto¢a kosti. Nadalje,
poviseni biljezi kosStane pregradnje koji ukazuju na brzu stopu kostanog obrtaja (engl.
turnovera) povezani su sa smanjenom ko$tanom masom u oba spola #. The US
Environmental Protection Agency (EPA) i International Atomic Energy Agency Vienna
(IAEA) prihvaéaju analizu kose za odredivanje razine toksi¢nih i esencijalnih
elemenata %*%’.

Od ispitivanih elemenata neki imaju jasno odredenu ulogu u koStanom
metabolizmu (Ca, Mg, P, Zn), neki ne potpuno jasnu fizioloSku funkciju (Si, Sr, B), dok
za Ba nemamo podataka je li u fizioloSkim koncentracijama kakve nalazimo u kosti
toksi¢an. Vrijednosti makroelemenata (Ca, Mg, P) i nekih elemenata u tragovima (Zn)
u bioloSkim uzorcima, prvenstveno serumu, ¢esto su odredivane te stoga njihove

vrijednosti imaju poznate referentne raspone veéim dijelom zbog potrebe klinicke

prakse 8, dok dozvoljeni rasponi normalnih vrijednosti za veéinu ostalih elemenata u



tragovima (B, Ba, Si, Sr) nisu odredeni. Pijedina¢na istrazivanja na veéim uzorcima za
neke elemente (Ca, Mg, Zn) navode razlike koncentracija ovisnih o spolu 2°*°.

| ranije se analiza elemenata koristila za procjenu koStanog obrtaja u
patolosSkim stanjima npr. u pacijenata na hemodijalizi. Potvrdene su povisene
vrijednosti Ca i Mg, a uz njih i Fe, Al'i Cr u kosi, ali i u krvi bez znacajnije korelacije
izmedu tkiva ', Visoke vrijednosti Ca u kosi koristene su kao indikator poremeéaja u
metabolizmu Ca i kosti 2. Uz to, smatra se da su razine Ca i Mg u kosi
predmenopauzalnih Zena pouzdaniji pokazatelj kostane mineralne gustoce kraljeznice
od njihovih vrijednosti u serumu *2. U literaturi ne postoji mnogo podataka o spolnim
razlikama ovih 8 elemenata u uzorcima kose i pune krvi. Opisana je razlika u slu€aju

Ca, Mg i Zn u poljskoj populaciji ****

gdje Zzene imaju vise Ca i Mg u kosi bez
objasnjenja etiologije. Takoder, u kosi postoji povecanje omjera Ca/P i Ca/Mg ovisno o
dobi uz znaéajno veéi omjer Ca/P u Zenskoj populaciji **. Korelaciju izmedu Ca i Mg
potvrdili su i drugi autori no bez odnosa koncentracije elementa naspram dobi
ispitanika **. Poznato je da estrogen ima snaZzan uginak na minerale i funkcije u &ijim
regulacijama sudjeluju. To se odnosi na Ca, K i Cu, a u manjoj mjeri i na Mg, Na, Zn i
P %, Nase istrazivanje na 311 ispitanika dokazalo je da Zene imaju zna&ajno visu
koncentraciju Sr u kosi od musgkaraca, neovisno o dobi >°.

Maugh * je predloZio da analiza minerala u kosi ima potencijal da upotpuni urin
i krv kao dijagnosticko sredstvo. Koncentracija elemenata u kosi 10-50 je puta viSa u
usporedbi s onom u krvi (osim Fe, Mn i P), a lakSe se analizira zbog odsustva
kompleksnih proteina, porfirina, $e¢era i drugih spojeva u krvi 2.

Kemijski sastav keratina ¢vrsto veZe elemente u kosi $to gotovo onemogucuje
da se oni izgube iz strukture vlasi *°. S ovim spoznajama, Sanford i Kissling *° te

Bergfield *! istraZivali su koncentracije elemenata u kosi u okviru arheologkih

ostrazivanja ukazujuci na sastav hrane i prehrambene navike pokojnih ispitanika.



Nadalje, da kosa moze odrazavati promjene u nutritivnom statusu dokazuje i pojava
tzv. ,kalcijevog paradoksa kose* ***3. Kalcijev paradoks je pojava porasta Ca, Mg, Si i
B u kosi osoba koje imaju osteopeniju usprkos ocekivanim snizenim vrijednostima.
Koncentracija Ca i Mg pada nakon provedene adekvatne nadoknade tih elemenata.
Takoder, pacijenti s bubreznim zatajenjem, od kojih su neki u programu kroni¢ne
hemodijalize, imaju poviéene vrijednosti Ca i Mg u kosi **. Opisani su i sluajevi gdje je
visok sadrzaj Ca i Mg u kosi prethodio pozitivnom nalazu denzitometrije u smislu
osteoporoze *° kao i u slugaju hiperparatireoidizma u Zenske osobe gdje je
promijenjena ugradnja Ca u kosti %.

ViSe studija bavilo se pitanjem vanjskih utjecaja kao sto je pusenje ili utjecaja
boje kose na koncentracije elemenata. Opisalo je zavisni odnos CaiZnte CaiZns
jos nekim elementima (Pb, Mn, Ni, Na, K) koristeéi cluster analizu, faktorsku analizu i
multiplu linearnu regresiju na 266 ispitanika u Poljskoj. U toj studiji nije naden utjecaj
dobi odnosno boje kose “°. Potencijalan utjecaj dobi i boje kose na sadrzaj Zn nije
dokazalo niti istraZivanje na 607 muskaraca i 649 Zena objavljeno dvije godine ranije
7. Boja kose i vanjski utjecaju poput pusenja na koncentracije elemenata nadilaze

okvire ovog istrazivanja.

1.4  Terminologija

Cinjenica da se vise elemenata moZe istodobno odrediti u njhovom
medusobnom kontekstu pretpostavlja i razvoj odredene terminologije da opiSe takvu
situaciju. U ovom istrazivanju odredujemo 8 elemenata u istome uzorku odredene
bioloSke matrice (kosa i krv) §to znaci da elemente promatramo ne viSe pojedinacno
nego kao mrezu mogucih medusobnih interakcija. Jo§ od medunarodnog skupa o

elementima u tragovima (TEMA7) postavlja se pitanje kako nazvati jednu takvu



ukupnost mogucih interakcija viSe elemenata, jer je termin trace elements (engl.),
oligoelementes (fra.) ili Spuren Elementen (njem.) koji se danas rabe za pojedine
elemente ovisno o njihovoj koncentraciji u Covjeku i njegovoj okoline opsolentan.
Smatramo da je pravilnije koristiti pojam bioelementi Sto u suvremenoj znanstvenoj
anglo-saksonskoj literaturi uklju€uje major elements/electrolytes, trace elements i
ultra-trace elements. Tim viSe jer je naziv elementi u tragovima nastao krajem XIX.
stoljeCa kada analiticke metode nisu bile tako razvijene kao $to su danas, pa se neke
elemente moglo odrediti samo kvalitativho. Naime, koncentracije tih elemenata koje se
u organizmu nalaze u vrlo malim koli€inama mozemo danas precizno kvantitativho

analizirati.

1.5 Znanstveni doprinos

Radi se o prospektivnom opservacijskom eksplorativnom klini¢kom,
epidemioloskom i laboratorijskom istrazivanju sa novim spoznajama o medusobnim
sastavnim ovisnostima bioelemenata u bioindikatorskim matricama kose i krvi i
mogucim interakcijama bioelemenata unutar prihvacéenih fizioloSkih granica. Po prvi
puta se promatra cijelokupna matrica elemenata u kontekstu njihova medudjelovanja
unutar bioindikatorskog tkiva kose i krvi, za razliku od dosadasnjih simplicistickih
redukcijskih modela u kojima variramo samo jedan po jedan ¢imbenik unutar sustava
promatranja. Rezultat pracenja metabolizma bioelemenata u bioindikatorskim
matricama kose i krvi omogucéuje nam nove spoznaje o svojstvima i ponasanju

osteotropnih elemenata u osoba razli¢itog spola.



1.6 O strazivanim elementima (B, Ba, Ca, Mg, P, Si, Sr, Zn)

1.6.1 Bor (B)

16.1.1 Uvod

Bor je kemijski element koiji tvori otprilike 230
spojeva sa drugim elementima '°. Nalazi se u
visokim koncentracijama u stijenama, tlu,
ugljenu i morskoj vodi. Procjenjuje se da je
globalna koncentracija bora u moru 4600
mg-ml™, a 65 — 85% bora u atmosferi dolazi iz
oceana “®. Ovaj element u tragu unosi se u
organizam na dnevnoj bazi, a koli€ina ovisi 0
koncentraciji u jelu i piéu *°. Mnoga istraZivanja ukazuju da bi bor mogao biti
esencijalan za ljude i Zivotinje *°. Na Zalost, toan mehanizam kojim bor utjeée na
organizme nije u potpunosti jasan.
Bor zadovoljava vecéinu kriterija kao esencijalni nutrijent **. Niske je atomske
mase i veZe se na organske spojeve na nacin da utjeCe na bioloske funkcije. U
koncentrcijama u kojima se uobi€ajeno nalazi u organizmima nije toksi¢an i Zivi
organizmi mogu odrzavati homeostatsku kontrolu nad razinama bora.
Malo se zna o biokemijskoj funkciji bora u ljudi i Zivotinja. Zbog toga Sto bor

5253 zbog toga $to u

utjeCe na metabolizam steroidnih hormona u ljudi
eksperimentalnim modelima odgovor na manjak bora biva pojaan nutritivnim

gimbenicima koji induciraju sekundarni hiperparatireoidizam, npr. manjak magnezija >*



za ocCekivati je da bor utjeCe na metabolizam bioloski najvaznijih minerala putem
regulacijskih puteva koji uklju€uju hormone.

Nije poznato da bi bor mogao biti nutritivno vazan za ljude te tako nisu poznati
niti indikatori nutritivnog statusa. Unato€ tome, poviSene razine u krvi i urinu indikatori

su akutnog poveéanog unosa u ljudi i Zivotinja >°.

1.6.1.2 Fizikalna i kemijska svojstva

Prvi je element u grupi 13 Periodnog sustava elemenata; atomske mase 10,811
i atomskog broja 5. Razlikuje se od ostalih elemenata u toj grupi po tome $to je jedini
nemetal (aluminij, galij, indij i talij pripadaju metalima). Spojevi bora koristeni su
stoljeCima. Najpoznatiji spoj, boraks, dugo je u uporabi u proizvodniji stakla i glazura.
Procjenjuje se da se u Zemljinoj kori nalazi 10 ppm bora $to ga pozicionira medu
srednje zastupljene elemente u zemlji. Ne dolazi u elementarnom obilku, veé uvijek
kao spoj. NajceSci spojevi su boraks ili natrijev borat (Na,B40-), kernit, kolemanit,

kalcijev borat (C2B¢O11) i uleksit (NaCaBsOg) *°.

1.6.1.3 Unos, apsorpcija i metabolizam

Bor se u hrani, u obliku natrijevog borata i borne kiseline, brzo apsorbira i
izluguje veéim dijelom urinom °°. Nepoznat je mehanizam kojim se bor apsorbira iz
probavnog sustava ili kojim putem se prenosi organizmom. Distribuira se u tkivima i
organima Zivotinja i ljudi u koncentracijama izmedu 0,05 i 0,6 pg-g™* mase, a nekoliko
puta veée koncentracije nalaze se u kostima 3.

Dnevni unos bora varira ovisno o odnosima odredenih namirnica u prehrani.

Hrana biljnog podrijetla, osobito voce, lisnato povrce, orasasti plodovi i citrusi bogat su
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izvor. Vino i pivo su takoder bogati borom, za razliku od mesa, ribe i mlijecnih
proizvoda gdje ga ima malo *°.

Jednom kada se nade u tijelu brzo se izlu€uje putem urina i ne akumulira u
tkivima gdje se nalazi u obliku borne kiseline (B(OH)s) *°. SadrZaj bora u razligitim
organima se razlikuje; u srcu 28, jetri 2,31, plu¢ima 0,6, bubregu 0,6 i mozgu 0,06 ppm
31 Bor moze utjecati i na sastav i funkciju kostanog i imunologkog sustava °°. Dnevni
unos bora od 3 mg tijekom viSe od 7 tjedana moZze sprijeCiti osteoporozu u
postmenopauzalnih Zena. Nakon Sto je bor konzumiran kao suplement, izluCivanje
esencijalnih elemenata, kalcija i magnezija, urinom smanjuje se za 40, odnosno 33%
*0Unos bora, takoder, poveéava koncentraciju ioniziranog kalcija u serumu, smanjuje
razinu kalcitonina i poveéava razinu vitamina D °’. Prosje¢an dnevni unos bora varira

na dnevnoj bazi, a u odraslih osoba iznosi od 1,2 do 1,5 mg na dan .

1.6.1.4 Utjecaj na zdravlje

Sve je viSe dokaza da bor moze ublaziti simptome ili sprijeciti artritis, ima vaznu
ulogu u rastu kosti, ima pozitivne uc€inke na sredisnji ziv€ani sustav, smanjuje rizik od
razvoja malignih bolesti i potencira funkciju nekih hormona *°.

Zna se da bor utjeCe na aktivnost barem 26 razli€itih enzima od kojih je vecéina
vazna za proizvodnju energije ®°. MoZe imati vodeéu ulogu u kontroli odredenih puteva
koji koriste serin proteaze (hidrolaze) ili oksidoreduktaze ®-°?. Ti enzimi trebaju
piridinske ili flavinske nukleotide (NAD+, NADP ili FAD), a tvoreci analogne spojeve za
prijelazna stanja ili natjeCuci se za NAD ili FAD, bor reverzibilno inhibira njihovu
aktivnost 3“3, Serin proteaze, kao $to je trombin, imaju ulogu u regulaciji
koagulacijskih sustava krvi. Takoder inhibira druge enzime kao $to su

fosfoglukomutaza, y-glutamil transpeptidaza (GGT) i gliceraldehid-3-fosfat
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dehidrogenaza (GDP) 2. Ovi podaci ukazuju na to da bor ograni¢ava aktivnost nekih
enzima i stabilizira reakcije regulirajuci kori$tenje energetskih supstrata 3.

Osim u navedenim enzimatskim sustavima, bor utje€e na metabolizam nekoliko
elemenata kao $to su fosfor, magnezij, kalcij i molibden ®*. Regulatorna uloga koju B
ima u metabolizmu drugih minerala koji utje€u na kostano zdravlje osobito je
zanimljiva. Manjak bora remeti ravnotezu koncentracija u plazmi izmedu kalcija,
magnezija i fosfora ®’. Dokazano je da suplementacija borom poti¢e rast i poveé¢ava
koncentraciju Ca i Mg u plazmi te sprijeCava kalcifikaciju hrskavice u kokosima sa
manjkom vitamina D>*. Nadalje, uz manjak bora smanjuje se i funkcija ostoblasta i
poveéava povréina kosti koja je u stanju mirovanja®®. Istrazivanja na kulturama stanica
takoder govore u prilog konceptu da bor pozitivho utje€e na stvaranja i odrzavanje
kosti. Suplementacija od 1i 10 ng'mI™ u usporedbi s 0 ili 0,1 ng:ml™ u kulturi
osteoblasta povecava ekspresiju mRNA kolagena tipa 1, osteopontina, koStanog
sijaloproteina i osteoklacina, a dodatno povecava i razine morfogenetskih proteina 4, 6

i 78

Istrazivanja na zivotinjama pokazala su da se toksi¢nost manifestira kada je
unos bora iznad 100 pg-g™ *. Doza od 17,5 mg B/kg na dan (razina B u krvi od 2,020
ng-g™) utjecala je na plodnost, a 9,6 mg B/kg na dan (razina u krvi 1,270 ng-g™) na
normalan razvoj takora koji su bili izlozeni 7%,

U ljudi, simptomi akutne toksi¢nosti uslijed pretjerane izlozenosti boru su
muénina, povraéanje, proljev i umor °%, dok su znaci kroniéne toksi¢nosti gubitak
apetita, mucnina, gubitak na tezini, smanjenje spolne Zelje, volumena sjemene
tekuéine, broja i motiliteta spermija °®. Toéna granica za manifestnu toksiénost jo$ nije

poznata. Duydu ®° je mjerio koncentraciju bora u krvi radnika koji su u kontaktu sa

bornom kiselinom i njihova srednja vrijednost iznosila je 0,224 pg-g™ $to je oko 9 puta
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nize od koncentracija koje su negativno utjecale na plodnost Stakora, odnosno 6 puta
niza od one koja je utjecala na njihov razvoj. U tim koncentracijama bora u krvi nije
zabiljeZzeno negativnih u€inaka. Radnici koji su bili izloZzeni najvisim vrijednostima (125
mg B na dan) takoder nisu imali negativnih uginaka na karakteristike sjemena °.
Zakljucak je da ljudima dostupna dnevna izlozenost boru nije dovoljna da negativho

utjeée na reproduktivni sustav °°.

1.6.2 Barij (Ba)

1.6.2.1 Uvod

Za sada ne postoji definitivni dokaz da bi barij
pripadao skupini esencijalnih elemenata.
Naglasak u dosadasnjim istrazivanjima vise je
na strani toksi¢nosti nego esencijalnosti, iako
postoje dokazi da su Zivotinje koje su uzimale
hranu osiromasSenu barijem imale kraci zivotni
vijek .
Barij pripada alkalnim zemljinim
metalima, atomskog broja 56 i srednje atomske tezine 137,33. Posjeduje sedam

stabilnih izotopa: ***Ba, *'Ba, 1**Ba, '*Ba, **Ba, *°Ba i 1*Ba "°.
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1.6.2.2 Raspodjela u okoliSu, hrani i zivim organizmima

Najvazniji minerali koji sadrZze Ba su barit (BaSQO,) i viterit (BaCO3). Vise od
90% ukupne proizvodnje barita otpada na aditive za ispiranje kod dubinskog busenja,
a samo 3% za proizvodnju barijevih soli "*. Zbog svoje visoko apsorptivne sposobnosti
za radijaciju, koristi se kao zastitno sredstvo (barijev beton) u nukleranim reaktorima i
radiologkim dijagnostickim salama “2. Barijev sulfat takoder se koristi kao pigment za
boje i u proizvodniji papira. Izmedu ostalog, barijev karbonat se koristi i kao otrov za

takore 3.

1.6.2.3 Unos, apsorpcija i metabolizam

U ljudi, unos barija odvije se dominantno putem vode za pi¢e uz velike razlike
izmedu zemljopisnih podruéja (prosjeéno od 0,016 ug-ml™ do 10 pg-mi™). Neke biljke,
kao Sto su Brazilski orascCici (lat. Bertholletia excelsa), sadrze visoke koncentracije
barija iako jo$ nije u potpunosti jasno radi li se o specificnom nakupljanju u biljnim
vrstama ili je ovisno o sadrzaju Ba u tlu ™.

Sadrzaj Ba u ljudima ovisan je o dobi. Primjerice, jetra (suha tvar) odraslih
osoba sadrzi od 4 do 20 pug-g * Ba, dok je u djece ta koncentracija mnogo viga, oko
144 pg-g *. Vecina barija koji se odlaZe u tkiva nakuplja se u skeletu, prosje¢nih
vrijednosti u rasponu od 16 do 95 pg-g™ suhe tvari. Vrlo visoka koncentracija

pronadena je i u prostati djece °.
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1.6.2.4 Utjecaj na zdravlje

Nakon apsorpcije iz probavnog sustava, Ba se dominantno akumulira u
kostanom tkivu, a izluSuje se pretezno fecesom "°. Relativno se malo zna o uéincima
barija na Ziva bi¢a. Neki od toksi¢nih u€inaka topivih barijevih soli (karbonat, klorid)
mogu se objasniti interakcijom barijevih iona sa kalijevim ionima. Zbog sli¢nih ionskih
radijusa Ba®" i K, Ba?* moze zaposjesti ionske kanale na povrsini stanice u trajanju
10*-10° puta duliem od K* . Na ovaj nadin izlazak kalija iz stanica je sprijeéen te se
smanjuje izvanstanicna koncentracija kalija, $to u miokardu moze dovesti do
poremecaja sr€anog ritma.

Otrovanje barijem moze dovesti do, ve¢ navedene, hipokalemije. Nadalje, dovodi
i do povienja arterijskog tlaka, zatajenja bubrega i smrti zbog sréanog zatajenja °. Za
razliku od gore navedenih spojeva, barijev sulfat moze se koristiti bez rizika po
zdravlje kao kontrastno sredstvo za radioloSke pretrage zbog svoje niske topivosti sto

se odrazava i niskom toksi¢nogcu ‘C.
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1.6.3 Kalcij (Ca)

1.6.3.1 Uvod

lako je kalcij (Ca) prvi puta otkriven 1808.g.
nezavisno od strane Sir Humphryja Davyja i
Berzeliusa i Pontina, Cisti metal prvi je puta
proizveo Moissan 1898.g. Naziv dolazi od
latinske rijeCi ,calx” $to znaci vapno. Kalcij Cini
3,63% Zemljine kore i peti je element po redu
zastupljenosti u okoliSu kao i u ljudskom tijelu,
a ujedno i najzastupljeniji metal u organizmu.
Zbog svoje reaktivnosti, u prirodi se nalazi samo u obliku spojeva; npr., brojne
magmatske stijene, karbonat (vapnenac) i sulfat. Kalcij je presudan za zivot (ziva
bi¢a), poglavito za odrzavanje arhitektonike bioloskih struktura i metabolizma. Njegova
strukturalna uloga izraZena je u koraljima, Zivotinjskim oklopima i, ovdje najvaznije,
kostima kraljeznjaka .

Kao esencijalni mineral, kalcij igra vaznu ulogu u regulaciji velikog broja
molekularnih, stani¢nih i sustavnih procesa u organizmima kraljeznjaka. Npr. potreban
je za rast, razvoj i odrzavanje integriteta koStanog sustava, odreduje preko svoje
koncentracije u plazmi prag neuromisi¢nog podrazaja, djeluje kao unutarstanicni ,drugi
glasnik® (engl. second messenger) u mnogim procesima kao $to su stani¢na
proliferacija i diferencijacija, oslobadanje neurotransmitera, misi¢na kontrakcija i
relaksacija i kontrola endokrinog i egzokrinog izlug¢ivanja .

Uz njegovu vaznu bioloSku ulogu, kalcij se takoder koristi u brojnim

industrijskim procesima kao npr. u metalurgiji. Kalcijeve soli (karbonat, sulfat, fosfat,
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klorid, nitrat) sastavni su dijelovi kamene grade, gipsa, gnojiva i tvore bazu za mnoge

druge tehnoloske supstance.

1.6.3.2 Fizikalna i kemijska svojstva

Kalcij pripada, prema IUPAC-u, Grupi 2 Periodnog sustava elemenata (stari
naziv grupa 112), atomskog je broja 20, specificne tezine 40,078, i valencije +2 (lako
oslobada dva 4s elektrona). Kalcij se sastoji od $est prirodnih izotopa “°Ca, **Ca, **Ca,
*Ca, **Ca i *®Ca. Predominantni izotop je *°Ca, zastupljeno$éu od 96,947%. Postoji
takoder osam radioaktivnih izotopa sa trajanjem poluzivota od 173 ms (*’Ca) do
1,3x10° godina (**Ca); beta-emiter *°Ca (T'4=163 dana) u uporabi je u proizvodnoj
tehnologiji i nuklearnoj medicini.

Relativno je nestabilan metal na vlaznom zraku i brzo na povrsini stvara hidratni
sloj. Sa vodom reagira spontano stvaraju¢i Ca(OH), i plinoviti vodik; izgara u zraku,
nakon kona¢nog raspada. Zbog svoje izrazite reaktivnosti, neki od spojeva — kao §to

su halogenidi i oksidi — prilikom stvaranja oslobadaju veliku toplinu ”’.

1.6.3.3 Raspodjela u okoliSu, hrani i Zivim organizmima

Kalcij se u vec¢im koli¢inama nalazi kao oksid u sedimentarnim, metamorfnim i
magmatskim stijenama. Tla sadrze (prema geografskom podrucju) vrlo razli€ite
koli€ine kalcija; sadrzaj kalcija moZze iznositi od 0,1 do >10% u obliku CaO, a isto tako
unos kalcija u biljke ovisi o tlu gdje rastu. Uobiajene biljke za Zivotinjsku prehranu

sadrze 1,2 do 17 -10° ug-g* suhe tvari %.
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Mlijeko i mlije€ni proizvodi, odredeno voce (kiwi, narance) i povrce (brokula,
grasak) kao i rafinirana hrana (¢okolada) nadilaze drugu hranu poput crvenog mesa,
mesa peradi i tjestenine u svojoj vrijednosti u optimalnoj prehrani kalcijem 2°.

Kako bi organizmi osigurali ukupnu potrebnu koli€inu kalcija koja je gotovo
ekvivalentna koli€ini potrebnoj za izgradnju koStanog sustava (koji sluzi kao skladiste
kalcija), on se mora aktivnho unositi iz okoliSa, odnosno, iz hrane i pi¢a kako bi se
kompenzirao gubitak putem stolice i urina.

Kod kraljeznjaka, 99% ukupnog kalcija u tijelu (1,0-1,3 kg u odraslih osoba ’*)
vezan je u kostima gdje se prvenstveno nalazi u obliku kristalne fosfatne soli
hidroksiapatita [Caio(PO4)s(OH)2]. U manjoj mjeri, kalcij je u kostima vezan u obliku
karbonata i citrata. Preostalih 1% ukupnog kalcija u tijelu neravhomjerno je
rasporedeno izmedu unutar- i izvanstani¢nih tetkuc¢ina. Ukupni izvanstani¢ni kalcij
nalazi se u milimolarnim koncentracijama; tako je srednja vrijednosti koncentracije
Ca?* u zdravih osoba 2,5x10 M, od ¢ega je oko 50% u obliku ,slobodnog* Ca®*, 40%
vezano je za proteine plazme (najviSe albumin), a 10% vezano s ionima citrata i
fosfata. lako koncentracija unutarstani¢nog kalcija iznosi oko 1 umol-g™ tjelesne
teZine, koncentracija ,slobodnog* Ca®* u citoplazmi manja je od 10° M. Samo taj
,slobodni“ Ca®*, tj. kalcijevi ioni koji nisu vezani za proteine, druge makromolekule ili

membrane su oni koji sudjeluju u regulaciji stani¢nih procesa .

1.6.34 Unos, apsorpcija i metabolizam

Homeostaza kalcija zahtijeva odrzavanje dinamickog ekvilibrija protoka kalcija u
krvi, stanicama i izvanstani€énom prostoru koji sadrze mineralne ione u vrlo razli€itim
koncentracijama. Stoga bi homeostatski kontrolni mehanizmi trebali modulirati protoke

kalcija izmedu razlicitih tjelesnih prostora na nacin koji bi omoguc¢avao stvaranje i
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odrzavanje velikih koncentracijskih gradijenata izmedu kostanog tkiva, izvanstanicne i
unutarstani¢ne tekucine, odnosno, citoplazme. Od velikog je znacaja, dakle, stroga
kontrola slobodnog plazmatskog Ca?*, jer i najmanje odstupanje od normalne razine
inducira velike promjene u unutarstaniénom slobodnom Ca®" i u koli¢ini kalcija koji se
odlaZe u kosti izazivajuéi po zdravlje $tetne dogadaje ®*.

Odrzavanije iste razine kalcija u krvi prvenstveno se ostvaruje kroz djelovanje
brojnih hormona s utjecajem na protoke kalcija preko crijevnog i bubreznog tubularnog
epitela, te iz kosti.®?> Medu znaéajnijima je stani¢no djelovanje steroidnog hormona
1,25-dihidroksivitamina D3 (1,25(OH),D3), biologki aktivnog metabolita vitamina D3 % i
paratiroidnog hormona (PTH) 8. Ostali hormoni koji mogu imati ulogu u odrzavanju
homeostaze klacija sustavnim djelovanjem ukljuéuju tiroidne hormone %,
glukokortikoide ® i estrogene ®'. Takoder, uz spomenute, brojni biologki aktivni peptidi
kao $to je kalcitonin, citokini i faktori rasta kao i prostaglandini ukljueni su u lokalnu
regulaciju metabolizma kalcija, poglavito u kostanom tkivu .

VaZzan doprinos regulaciji homeostaze dolazi od izvanstani¢nog kalcijskog
receptora (CaR). CaR je membranski receptor spregnut s G-proteinom putem kojeg su
minimalna odstupanja Ca®" prevedena u staniéne funkcije ukljuéujuéi i njihovu
proliferativhu aktivnost. CaR se nalazi na povrsini stanica paratiroidnih Zlijezda i
stanica drugih organskih sustava povezanih sa regulacijom metabolizma kacija: kosti,
bubrega i crijeva %.

Transport kalcija u crijevnom i bubreznom epitelu provodi se transcelularno i
paracelularno. Prolazak putem polariziranih stanica je vektorski proces u vise
stupnjeva koji uklju€uje: (i) ulazak kalcija kroz Cetkastu membranu dvama tipovima
kanala; (ii) unutarstani¢na difuzija (potpomognuta kalbindinom, proteinom koji veze
kalcij, ovisnim o vitaminu D); (iii) izlazak u organizam kroz bazolateralni dio stanice

putem aktivnih transportnih mehanizama %.
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U usporedbi sa strogo reguliranim aktivnim transcelularnim transportom,
relativno su se malo istraZivali molekularni mehanizmi koji su sastavni dio
paracelularne spojnice (engl. shunta) u crijevnom i bubreznom epitelu koji je
odgovoran za vedinu transepitelnog prijenosa Ca®*. Relativni doprinos opisanog puta
ukupnoj apsorpciji kalcija pokazuje velike varijacije (izmedu 20 i 100%) ovisno o dobi,
anatomskom smijestaju, D-vitaminskom statusu organizma i luminalnoj koncentraciji
kalcija °*. S dobi crijevna apsorpcija kalcija pada $to rezultira povienim vrijednostima
PTH i pove¢anom kostanom obrtaju povezanom s dobi. Smatra se da je navedeno
rezultat smanjenih vrijednosti cirkuliraju¢eg vitamina D (1,25(0OH).D3) kao i crijevne
rezistencije na njegov utjecaj .

lako je debelo crijevo sposobno apsorbirati kalcij do odredene mjere, u ljudi i
zivotinjskih vrsta vecina (70 - 90%) unesenog kalcija apsorbira se u tankom crijevu
9394 Ograni¢avajuéi ¢imbenik je dostupnost za transepitelnu apsorpciju koja je niska u
prisustvu prehrambenih tvari koje stvaraju komplekse kao $to su oksalati i fitati ®°.

Apsorpcija kalcija u ljudi iznosi izmedu 20 i 70% *°, a opada s godinama
starosti. Adaptacija crijevne apsorpcije kalcija, ovisno o koli€ini unesenog kalcija,
regulirana je endokrino vitaminom D. Niska razina Ca stimulira bubreznu sintezu
vitamina D, koji nadalje vodi pove¢anju apsorpcije kalcija iz crijevnog lumena %%
Ovim je mehanizmom frakcionirana apsorpcija kalcija u crijevima prilagodena stvarnim
potrebama organizma.

Kako je za odrzanje kos$tanog integriteta kraljeznjaka potreban kalcij iz okoline,
dio koji se iz cirkulacije izlu€uje glomerularnom filtracijom mora biti reapsorbiran
tijekom svojeg prolaska kroz tubularni epitel. Vecina filtriranog kalcija (~70%)
reapsorbira se u proksimalnom tubulu, uglavhom paracelularnim putem, dok se 20%
reapsorbira u Henleovoj petlji gdje je dominantan transcelularni put (pod utjecajem

PTH). Reapsorpcija oko 8% filtriranog kalcija dogada se u distalnom zavijenom tubulu
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i ukljuéuje transcelularni transport kojega aktivira PTH i vitamin D °’. Neovisno o PTH i
vitaminu D, izvanstani¢ni kalcijski receptor (CaR) kontrolira bubreZznu reapsorpciju
kalcija prvenstveno inhibirajucu tubularnu reapsorpciju kada koncentracija
peritubularnog Ca** poraste %.

Temeljeno na Cinjenici da je 99% kalcija sadrzano u kostima, zakljuCuje se da
su potrebe za kalcijem gotovo u potpunosti odredene potrebama koStanog sustava.
Dakle, u zdravog organizma, jedina varijabla koja bi mogla utjecati na homeostazu
kacija je apsolutna koli¢ina istog apsorbirana u crijevima. Drugim rije€ima, odrzavanje
normalne razine izvanstanic¢nog kalcija u slu¢aju smanjenog unosa ili malapsorpcije
moguée je samo na radun kalcija u kostima 8.

Smatra se da je unos kalcija na donjoj granici dnevno preporucene koli€ine
(Recommended Daily Allowance, RDA) potreban da zadovolji potrebe kostanog
sustava i odrzavanje kostanog zdravlja kroz zivot. Razli€ite RDA odredene su za
razli¢ite dobne skupine .

Trudnoca i dojenje dva su kriti€na perioda kada fetus i novorodence osiguravaju
potrebene koli€ine kalcija za kosti isklju€ivo iz majcinskih izvora, tj. kosti. Organizam,
takoder, osobito treba kalcij za vrijeme koStanog rasta i razvoja za postizanje
optimalne vréne mase kosti °*° i da minimalizira rizik od osteoporoti¢nih fraktura u
kasnijim godinama .

Preporucene dnevne doze kalcija su 1000 mg za ljude oba spola od 19 do 50
godina starosti. Za djecu i adolescente (9 — 18 godina) RDA iznosi 1300 mg. Iste
vrijednosti preporu¢ene su za te dobne skupine neovisno o laktaciji odnosno trudnoci.
Za osobe starije od 50 g. RDA se poveéava na 1200 mg kalcija .

Mnoge Zene iskuse znacajne gubitke kalcija zbog ubrzanog kostanog obrtaja
nakon menopauze. GodiSnje opadanje koStane mase od 3-5% je uobiajeno u prvim

godinama menopauze, dok su godignji gubici manji od 1% nakon 65. godine *°. Da bi
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se odrzala ravnoteZa, unos kalcija mora se povecati na 1500 mg na dan %8, Osim
menopauze uzrok gubitka kalcija kod starijih osoba vjerojatno je i malapsorpcija *°.

Nadalje, ravnoteza kalcija ovisi i o fiziCkoj aktivnosti. Tako imobilizacija kroz
kraci vremenski period (npr. 1-2 tjedna provedena u krevetu) dovodi do mobilizacije
kalcija iz kosti i posljediénog gubitka 5.

Malapsorpcija kalcija moze biti i posljedica hipovitaminoze D koja se vida kod
gastrointestinalnih, jetrenih i bubreznih bolesti *°® kao i kod nekih endokrinih
poremeéaja poput hipertireoidizma *°*. Alkoholizam *°® i dugoro¢na terapija nekim
lijiekovima kao $to su glukokortikoidi ili antikonvulzivi % takoder imaju negativan

ucinak na crijevnu apsorpciju kalcija.

1.6.3.5 Utjecaj na zdravlje

Malnutricija i kroni¢ne bolesti. Dok se nedostatak kalcija smatra vaznim

c¢imbenikom u uobiCajenim bolestima kao Sto su osteoporoza i hipertenzija, moguce je
da igra ulogu i u razvoju drugih bolesti kao Sto su maligniteti dojke, prostate i debelog
crijeva.

Osteoporoza. Involucijska (primarna) osteoporoza manifestacija je metaboli¢ke
bolesti kosti gdje je koli¢ina mineralizirnog koStanog matriksa u oboljelih pacijenata
smanjena na razinu ispod normale za zdravu populaciju iste dobi i spola. Bolest je
svakako multifaktorijalna, a ¢imbenici kao Sto su Zenski spol, mala tjelesna masa,
fiziCka neaktivnost, starija Zivotna dob, pusenje cigareta, konzumacija prekomjernih
koliina alkohola i obiteljska sklonost mogu uzrokovati poremecaj procesa kostanog
remodeliranja *’.

lako kalcij ima pozitivan ucinak na kostanu masu, mehanizam kojim

izvanstani¢ni Ca modulira koStanu formaciju dugo je vremena bio nepoznanica. Leis et
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al. 2% bili su prvi koji su opisali funkciju na Ca** osjetljiv mehanizam na MC3T3-E1
osteoblastima sli¢ne stanice. Klonalne linije osteoblasti¢nih stanica posjeduju CaR koji
su sli¢ni, ako ne i identi¢ni, CaR paratiroidnih Zlijezda. Aktivacija CaR porastom razine
Ca’* povecava proliferativnu aktivnost osteoblasta ¢ime se moZe objasniti pozitivan
udinak suplementacije kalcijem na ko$tanu masu .

Hipertenzija. Nekoliko epidemioloskih, eksperimentalnih i klinickih studija
ukazuje da bi primarna hipertenzija mogla biti povezana sa nedostatnim unosom
kalcija, no zaklju€ci su nedosljedni. Sustavna revizija u€inaka suplementacije kalcijem
nasla je tek slabu povezanost sa lijeCenjem hipertenzije poglavito zbog razliCite
metodologije istrazivanja *°.

Kalcij i maligne bolesti. Rezultati nekih istraZivanja ukazuju na povezanost viSeg

unosa kalcija i smanjenja rizika za oboljenje od karcinoma debelog crijeva, dok je
povezanost kalcija i karcinoma dojke i jajnika nejasna. Nasuprot tome, postoje indicije
da bi povecani unos kalcija mogao povecavati i rizik od karcinoma prostate. U ovom
trenutku National Cancer Institute (NCI) ne preporuca preparate kalcija za smanjenje
111

rizika od malignih bolesti

Manjak kalcija. Hipokalcemija je kliniCki definirana kada se razina kalcija u

serumu spusti ispod 2,2 mmol-L™ odnosno razina ioniziranog kalcija ispod 1,1 mmol-L’
1112 Rezultira prvenstveno zbog nekih bolesti ili terapijskih postupaka kao $to su
zatajenje bubrega, gastrektomija i koriStenje nekih lijekova (diuretici). Simptomi
uklju€uju slabljenje osjeta, trnce, gréeve muskulature, konvulzije, letargiju, gubitak
apetita i aritmije. Ako se ne lije¢i, hipokalcemija je potencijalno smrtonosna **3.

ViSak kalcija. Hiperkalcemija je stanje kada je razina kalcija u serumu iznad 2,6
mmol-L™* odnosno 1,4 mmol-L™ ioniziranog **2. Dugoro&no takvo stanje moze izazvati
bubrezno zatajenje, kalcifikaciju vaskulature i mekih tkiva, hiperkalciuriju i bubrezne

kamence. Naj¢eSc¢e se povezuje sa hiperparatireoidizmom i malignim bolestima.
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Hiperkalcemi€na kriza akutno je stanje kod koje vrijednosti Ca u serumu prelaze 3,5

mmol-L™* i manifestira se oligurijom do anurije, aritmijom, somnolencijom ili komom **3,

1.6.4 Magnezij (Mg)
1.6.4.1 Uvod

°- Magnezij je osmi element po zastupljenosti na
—— - Zemlji i ukupno €ini 2% Zemljine kore. Zbog
© svoje reaktivnosti, ne nalazi se u prirodi kao

[ [ | i1 | metal vec u obliku razlicitih soli i u ionskom
obliku u vodi. lako ga je prvi izolirao Sir

9 / | Humphry Davy 1808.g., njegova uporaba u
medicinske svrhe u obliku mineralnih voda
datira u davna vremena ***. Esencijalna uloga

magnezija u Zivotinja prvi je puta opisana 1926.g. **°, a tijekom 1950.-ih godina,

manjak magnezija povezan je sa brojnim patolo$kim stanjima u ljudi *'°. Nakon toga

sve se viSe paznje posvecuje vaznosti Mg u fizioloSkim procesima i medicini.

Cjelokupni raspon njegovih funkcija i regulacija u Zivim organizmima otkriva se tijekom

posljednjih nekoliko desetlje¢a kako su nove analititke metode postale dostupne ***.
1.6.4.2 Fizikalna i kemijska svojstva

Magnezij pripada grupi Il trece periode Periodnog sustava elemenata; atomske

teZine 24,312, atomskog broja 12 i valencije +2. U prirodi se sastoji od tri izotopa **Mg
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(79%), Mg (10%) i *®Mg (11%) *°. Biolo$ki sustavi koriste ga u obliku iona (Mg**) **".
U usporedbi s kalcijevim ionom, Mg?* je manji i lak$e priviaéi molekule vode tvoreci sa
svojih Sest slobodnih kovalentnih veza relativno veliku hidracijsku ljusku koja

onemogucuje prolaske kroz uske kanale u bioloskim membranama.

1.6.4.3 Raspodjela u okoliSu, hrani i zivim oganizmima

Magnezij u tlu ¢ini 5-30% ukupnog kationskog kapaciteta, a manjak u biljkama
nastaje kada koli¢ina padne ispod 5% $to se dogada u podrucjima koja obiluju kiselim
kiSama ***. Prirodno se nalazi u mnogim namirnicama, kao dodatak drugim
prehrambenim proizvodima, dostupan je kao dodatak prehrani i u nekim lijekovima
(npr. antacidi i laksativi) 18,

Odrastao Covjek sadrzi oko 1 mol (24 g) magnezija, s time da ga se u kostima
55% Mg je u slobodnoj formi, 13% u spoju sa citratom, fosfatom i drugim spojevima, a
32% vezan na albumin *****°. Normalne vrijednosti serumskog abumina kre¢u se
izmedu 750 i 950 mmol-ml™ (1,8 - 2,3 pg'ml™), a hipomagnezemija je odredena
koncentracijom manjom od 750 mmol-ml™* (18 pg-ml™) u serumu *?°. Homeostaza je
najvecim djelom pod kontrolom bubrega $to u normalnim okolnostima iznosi oko 120
mg Mg u urinu na dan. Koncentracija Mg u urinu pada kad mu je status u organizmu
nizak 2.

Procjena statusa Mg u organizmu nije jednostavna zbog toga $to se vecina
nalazi unutar stanica ili u kostima **2. Najée&ce koristena i lako dostupna metoda je
mjerenje koncentracije u serumu, iako serumske vrijednosti ne koreliraju sa ukupnom

koli¢&inom Mg u organizumu ili koncentracijama u pojedinim tkivima *?%. Ostale metode

uklju€uju mjerenje koncentracije u eritrocitima, slini i urinu, mjerenje ioniziranog Mg u
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krvi, plazmi ili serumu i provodenje tzv. Mg-loading (tolerance) testa. Do sada niti
jedna od navedenih metoda nije se pokazala u potpunosti zadovoljavajuéom %,

Preporu€eni dnevni unos magnezija (Recommended Dietary Allowance, RDA)
povecava se s godinama; za djecu od 4 do 8 godina iznosi 130 mg, od 9 do 13 godina
240 mg, a od 14 do 18 godina za muskarce 410 dok za Zene 360 mg na dan. Od 19
do 30 godina muskarcima je potrebno 400 mg Mg na dan, a Zenama 310 mg uz
povecane potrebe tijekom trudnoce. Iznad 31 godine muskarci trebaju uzimati 420 mg,
a zene 320 mg Mg na dan ***,

U prirodi Mg je prisutan u mnogim prehrambenim namirnicma biljnog i
Zivotinjskog podrijetla te pi¢cima. Najbogatiji izvor su zeleno povrce kao sto je Spinat,
pa citrusi, orasasti plodovi i Zitarice **®. Od ukupnog unosa oko 30-40% Mg u prehrani

se u tijelu apsorbira ***.

1.6.4.4 Metabolizam i utjecaj na zdravlje

Magnezij je kofaktor u vise od 300 enzimatskih sustava koji reguliraju razli€ite
bioloSke reakcije uklju€ujuci sintezu proteina, funkciju misica i zivaca, kontrolu razine
glukoze i kontrolu krvnog pritiska 82, Potreban je za proizvodnju energije,
oksidativnu fosforilaciju i glikolizu. Sudjeluje u strukturalnom razvoju kosti i nuzan je za
sintezu DNA, RNA i antioksidansa glutationa; takoder ima ulogu u aktivhom transportu
kalcijevih i kalijevih iona kroz staniénu membranu 2.

Hipertenzija i ateroskleroza. Studije su do sada pokazale da suplementacija

magnezijem tek u manjoj mjeri snizava krvni tlak. Meta-analiza klini¢kih ispitivanja
dokazala je da suplementacija kroz 3-26 tjedana u pacijenata koji boluju od

hipertenzije rezultira redukcijom dijastolickog krvnog tlaka za 2-3 mmHg *?° i 3-4
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mmHg sistoli¢kog tlaka . Rezultati su bili nesto izraZeniji kada bi koli¢ina Mg bila
iznad 370 mg na dan.

Dokazano je meta-analizom prospektivnih studija da su viSe vrijednosti
serumskog magnezija povezane sa smanjenim rizikom za kardiovaskularneh bolesti, a
vide vrijednosti Mg u prehrani (do 250 mg na dan) sa smanjenim rizikom za ishemijsku
bolest srca *?’. Vige vrijednosti unosa Mg mogu smanjiti rizik i za cerebrovaskularni
inzult (CVI). Meta-analizom 7 prospektivnih ispitiavnja na ukupnoj populaciji od vise od
240 tisuca ispitanika, nadeno je da dodatak od 100 mg Mg na dan smanijuje rizik za
CVI za 8%, vise ishemijskog nego hemoragijskog 2.

Dijabetes tipa 2. Dijete bogate magnezijem povezane su sa smanjenim rizikom

za dijabetes, moguce posljediéno vaznoj ulozi Mg u metabolizmu glukoze %%,

a
hipomagnezemija moZe pogorati rezistenciju na inzulin 3. Dijabetes dovodi do
povecanih gubitaka magnezija urinom, a posljedi¢ni manjak magnezija moze smanijiti
sekreciju i djelovanje inzulina '*2. Unato& navedenom, jo$ uvijek nema dovoljno
dokaza da rutinsko uzimanja dodatnog Mg u prehrani povecava kontrolu glikemije u
ljudi oboljelih od dijabetesa 1%

Osteoporoza. Magnezij sudjeluje u stvaranju kosti i utjeCe na aktivnost
osteoblasta i osteoklasta . Takoder utjece na koncentraciju kako paratireoidnog
hormona tako i aktivne forme vitamina D, glavnih regulatora kostane homeostaze.
Nekoliko studija naslo je pozitivnu korelaciju izmedu unosa magnezija i mineralne
gustoée kosti u muskaraca i Zena ***. Druga istraZivanja su dokazala da Zene sa
osteoporozom imaju nize vrijednosti Mg u serumu nego Zene s osteopenijom odnosno
one koje ne boluju ni od osteoporoze niti od osteopenije **°. Ovi rezultati ukazuju da bi

manjak magnezija mogao biti rizi¢an &imbenik za osteoporozu **3.

ViSak magnezija. PreviSe Mg u hrani ne predstavlja rizik za zdravlje u zdravih

pojedinaca zbog toga $to bubrezi eliminiraju vi$ak urinom **°. Unato& tome, visoke
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doze magnezija iz prehrambenih nadomjestaka ili lijekova ¢esto rezultiraju proljevom
koji moze biti praéen muéninom i abdominalnim kolikama ***. Laksativni uginci
magnezijevih soli posljedica su osmotske aktivnosti neapsorbiranih soli u tankom i
debelom crijevu i stimulaciji motiliteta probavne ciijevi **". Toksi¢nost se manifestira
kada su serumske koncentracije iznad 1740-2610 mmol-ml™ (423-636-10° pg-ml™) |
manifestira se hipotenzijom, mucninom, povra¢anjem, crvenilom lica, retencijom urina,
ileusom, i letargijom prije nego progredira u slabost miSi¢a, oslabljenim disanjem,
teSkom hipotenzijom, aritmijom i kardijalnim arestom. Rizik za hipermagnezemijum
povecan je kod poremecaja funkcije bubrega zbog nemogucnosti izlu€ivanja viska Mg

138

Manjak magnezija. Simptomatski manjak Mg zbog niskog unosa u inace

zdravih osoba je rijedak zbog toga §to bubrezi ograni¢avaju pretjerano izlug¢ivanje 2.
Smanjena koncentracija Mg dogada se kada se unos smaniji ispod RDA. Skupine koje
su pod rizikom ukljucuju ljude s bolestima probavnog sustava kao sto je kronicni
proljev i malapsorpcija masti kao rezultat Crohnove bolesti, celijacne bolesti ili
regionalnog enteritisa **. Resekcija ili premostenje (engl. bypass) tankog crijeva,
pogotovo ileuma, tipiéno dovode do malapsorpcije i gubitka magnezija ***. Nadalje,
manjak i povecano izlu€ivanje magnezija dogada se u ljudi sa Se¢ernom bolesti tipa
2.1% Cini se da je gubitak Mg posljedica vie koncentracije glukoze u bubregu $to
poveéava diurezu 2.

Rani znakovi nedostatka su gubitak apetita, muc¢nina, povraéanje, zamor i
malaksalost. Kako se manjak produbljuje, dolazi do parestezija, gréeva muskulature,
promjene stanja svijesti, poremeéaja sréanog ritma i spazma koronarnih arterija **%4.
Navedeni simptomi posljedica su u najve¢oj mjeri promjenama u izvanstani¢nim

koncentracijama Mg zbog neposrednih u¢inaka magnezija i interakcija Mg i Ca ***.

TeSka hipomagnezemija moze rezultirati i hipokalcemijom ili hipokalemijom zbog
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poremeéaja homeostaze minerala *?*. U pojedinim medicinskim $kolama magnezij
sulfat (MgS04) najCesce je koriSteni agens za lijeCenje eklampsije i profilaksu

eklampsije kod pacijenata s teskom pre-eklampsijom **°.

1.6.5 Fosfor (P)

1.65.1 Uvod

Fosfor kao element u prirodi postoji u dvije
forme — kao bijeli te kao crveni fosfor, no zbog
svoje reaktivnosti nikada se na Zemlji ne nalazi
u elementarnom obliku. Otkrio ga je Hennig
Brandt 1669.g., a kako nakon izlaganja kisiku
emitira slabu svijetlost, nazvan je po grckoj
rije€i phosphoros u zna€enju ,,onaj koji nosi
svjetlost* *°. Fosfor je esencijalan element sa

mnogo uloga u ljudskom organizmu od kojih je najznacajnija stvaranje ADP <« ATP

141

1.6.5.2 Fizikalna i kemijska svojstva

Pripada grupi 15 i treCoj periodi Periodnog sustava elemenata, atomskog broja
15 i relativne atomske mase 30,974 **°. Poznata su 23 izotopa fosfora $to ukljuguje
varijante od 2*P do *°P. Dva radioaktivna izotopa imaju poluvremena Zivota pogodna

za biologka znanstvena ispitivanja. To su *P koji se rutinski koristi u laboratorijima za
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proizvodnju oznaéenih proba DNA i RNA te **P koji se koristi za sekvenciranje DNA

142

1.6.5.3 Raspodjela u okoliSu, hrani i zivim oganizmima

Fosfor se u prirodi najéeSce nalazi u svojoj pentavalentnoj formi u kombinaciji s
kisikom, kao PO4>. Esencijalan je sastavni dio svih protoplazmi i njegova je
koncentracija jednaka kod veéine biljaka i Zivotinja **°.

U ljudskom tijelu nalazi se otprilike 600 grama fosfora i ¢ini od 0,65 do 1,1%
mase tijela ****°. Otprilike 85% nalazi se u kostima, a 15% unutar stanica — kao

slobodni anion te kao dio brojnih organofosfornih spojeva ***4°

, a manje od 1%
ukupnih fosfata nalazi se izvan stanica *¢. Koncentracija fosfata u serumu odrzava se
intestinalnom apsorpcijom, bubreznim transportom, izmjenom sa kostima i
unutarstaniénom tekuéinom 3. U zdravih odraslih osoba nekoliko stotina miligrama
fosfata dnevno se apsorbira u crijevima i gotovo ista koli¢ina se izlu€uje urinom tako
odrzavajuéi ravnotezu **’. U stanicama i izvanstaniénoj tekucini postoji uglavnom kao
H,PO, i NaHPO, te nekih 10% kao HPO.*. Upravo tu staniénu ,mjes$avinu“ nazivamo
fosfatima. U serumu je oko 12% fosfata vezano za proteine 3. Normalne serumske

vrijednosti anorganskog fosfora u serumu iznose 3 — 4,5 ug-ml * 2

, a prosjecne
dnevne potrebe u odrasle osobe (oba spola) su 580 mg **3.

Fosfati su Siroko dostupni u ljudskoj prehrani i u€inkovito se apsorbiraju u
tankom crijevu (65%) i bez prisustva vitamina D. Dodatak vitamina D podizZe razinu
apsorpcije na 85-90% na radun aktivnog transporta **. U proksimalnim tubulima
bubrega 80-90% fosfata filtriranih glomerulima, reapsorbirano je istosmjernim

transportom Na*/PO,* **8, Ima dokaza koji govore u prilog tome da postoji cirkadijani

ritam serumskih fosfata 14°**°. Koncentracijski maksimum javlja se izmedu 2 i 4 sata
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iza ponoci, dok se najniza koncentracija nade izmedu 8 i 10 sati ujutro Sto vjerojatno
nastaje zbog perioda gladovanja **°. Mehanizam dnevnih varijacija fosfata ostaje
nepoznanica s obzirom da ga promjene u cirkadijanom ritmu PTH, hormona rasta,

vitamina D ili FGF23 ne mogu u potpunosti objasniti **.

1.654 Metabolizam

Metabolizam fosfata hormonski je reguliran paratireoidnim hormonom (PTH),
1,25-dihidroksivitaminom D (1,25(OH),D) i Cimbenikom rasta fibroblasta 23 (FGF23)
14132 PTH i 1,25(0OH),D smatraju se kalciotropnim hormonima. Koncentracija
ioniziranog kalcija odreduje PTH sekreciju u osoba sa normalnom funkcijom bubrega
putem receptora osjetljivog na Ca ***. PTH nadalje, poti¢e sintezu 1,25(OH),D i
FGF23, a postoji i negativna povratna sprega izmedu fosfata u serumu i sinteze PTH,
iako nije jasno koliko je ona znacajna u osoba sa normalnom bubreznom funkcijom
152 crijevna apsorpcija posredovana je transcelularnim i paracelularnim putevima.
1,25(0OH),D povecava transcelularnu crijevnu apsorpciju povecavajuci ekspresiju

Na*/P0O.* kotransportera tipa 2b 1*3, a fosfati smanjuju produkciju 1,25(0OH),D ***.

1.6.5.5 Utjecaj na zdravlje

Fosfati imaju viSe uloga u organizmu. VaZzni su za pravilnu mineralizaciju kosti
kao dio kristala hidroksiapatita. Nadalje, nekoliko fosforiliranih proteina kao $to su
osteopontin i dentin matriks protein 1 (DMP1) reguliraju ko$tanu mineralizaciju *4"*%.
Fosfati su takoder sastavni dijelovi biomembrana i nukleinskih kiselina. Mnogi

fosforilirani metaboliti kao Sto su adenozin trifosfat (ATP), 2,3-difosfoglicerat (2,3-

BGP), glukoza-6-fosfat (G6P) i fosforilirani proteini potrebni su za razli€ite funkcije svih
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stanica u smislu energetskog metabolizma, diferencijacije, proliferacije i specificne
funkcije diferenciranih stanica. Da bi se realizirale samo neke od navedenih funkcija,
potrebno je da se koncentracija izvanstani¢nog fosfata odrzava u odredenom rasponu
141 Na metabolizam utje¢u i drugi minerali, pa je tako bubreZna reapsorpcija
poremecena hipokalcemijom, hipomagnezemijom i teSkom hipofosfatemijom.
Izlu€ivanje fosfata potpomognuto je povecanjem izvanstani¢énog volumena, a
smanjeno dehidracijom **2.

Manjak fosfata (hipofosfatemija) nastaje putem jednog ili viSe od tri moguca
primarna mehanizma: (i) neadekvatne crijevne apsorpcije, (ii) pove¢anog bubreznog
izlu€ivanja ili (iii) brze redistribucije fosfata iz izvanstani¢ne tekucine u kosti ili meka
tkiva **. Moze uzrokovati tegobe kao slabost misiéa, rabdomiolizu, poremec¢aj svijesti i
rahitis odnosno osteomalaciju *°°.

Nasuprot tome, viSak fosfata (hiperfosfatemija) rezultira ektopiénom
kalcifikacijom. lako se ne zna u potpunosti kako su unutarstani¢ni fosfati regulirani, €ini
se da su djelomi¢no pod utjecajem izvanstani¢nih s obzirom da hipofosfatemija
inducira tkivnu hipoksiju snizavajuci razinu 2,3-BGP u eritrocitima **°. Hiperfosfatemija
je definirana serumskom vrijednosti od vi$e ili jednako 5,5 pug-ml ™, a obiéno je rezultat
poremecaja glomerularne filtracije, hipoparatireoidizma ili pove¢anom izlaska iz kosti ili
crijeva u izvanstani¢nu tekucinu. Kada se velike koli€ine fosfata nadu u
izvanstani¢nom prostoru, moZze se javiti hiperfosfatemija unato¢ urednoj bubreznoj
funkciji. Primjeri za to su pretjerana terapija fosfatima, prevelike koliCine laksativa koji
sadrze fosfate, opsezne nekroze tkiva (nagnjeCenja, rabdomioliza, hipertermija,

citotostatska terapija) **°.
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1.6.6 Silicij (Si)

1.6.6.1 Uvod

Silicij (Si) je nemetal atomske mase 28 i drugi
je najéesci element u tragu u Zemljinoj kori *°’.
Na mogucnost da ima esencijalnu uloga u
metabolizmu kosti i zglobova ukazano je na
pokusima sa Zivotinjama *°®*°. Od tada
istrazivanja kroz posljednjih 30 godina dodatno
su pridonijela misljenju da je unos silicija
hranom vazan i koristan za formiranje i zdravlje

kosti. Na&in unosa i metabolizam ovog elementa tek su nedavno otkriveni **°.

1.6.6.2 Fizikalna i kemijska svojstva

Pripada grupi 14 i treCoj periodi Periodnog sustava elemenata, a otkrio ga je
Jons Jacob Berzelius 1824.g. U prirodi se nalazi u krutom stanju *°*. Rijetko se nalazi
u elementalnoj formi zbog izraZzenog afiniteta prema kisiku s kojim tvori silikate. Silikati

(najéeséi su kvarc i plagioklasi) gine ukupno 92% svih minerala %%,

1.6.6.3 Raspodjela u okoliSu, hrani i Zivim organizmima

Ljudi su izloZeni brojnim izvorima silicija ukljuujuéi prasinu, lijekove, kozmetiku
i medicinske implantate, no glavni izvor za veéinu je hrana **°. Dnevni unos Si je 20 —
K 163

50 mg na dan S$to je = 2 puta viSe nego zeljezo i cin , & jedan od glavnih izvora je
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pivo tako da je prosjeCan dnevni unos veci kod muskaraca nego zena na racun veceg
unosa piva *041%°,

U vodi za pice, silicij dolazi iz prolaska kroz stijene i tlo, a kako se raziCiti
minerali otapaju razli€itim brzinama, koncentracija Si u vodi ovisi o lokalnoj geolo$koj
slici **°. Pitka voda pruZa najbrze dostupan biologki izvor silicija s obzirom da je
prisutan u obliku Si(OH)4 tako da unos pi¢em Cini viSe od 20% ukupnog dnevnog
unosa Si .

Silicij u hrani dolazi iz biljaka. Biljke apsorbiraju i ugraduju Si iz tla, a u nekima
je esencijalan kao strukturna komponenta. Takvi ,akumulatori silicija“ vec¢inom su
jednosupnice Sto ukljuCuje zitarice, trave i ljekovito bilje, a sadrze 10-20 puta viSe

silicija od dvosupnica *¢>¢7.

1.6.6.4 Unos, apsorpcija i metabolizam

Gastrointestinalna apsorpcija. Glavni put unosa Si je probavni sustav.

Izlu€ivanje urinom dobar je pokazatelj apsorpcije i korelira sa unosom putem hrane
164188 Ynatod tome, crijevna aporpcija, metabolizam i izlugivanje jo$ su uvijek
relativno nepoznati *°. U prosjeku se 41% unesenog silicija apsorbira iz hrane tako da
se i sadrzaj Si u hrani moze koristiti za procjenu unosa ***, no prije apsorpcije
potrebno je da se fitosilikati razgrade na manje vodotopive spojeve kao $to su
ortosilikati °*%°. Ortosilikatna kiselina najée$éi je spoj prisutan u vodi za piée i drugim
164,166,170.

napitcima uklju€ujuci pivo. Lako se apsorbira i izluCuje i €ini oko 50% unosa

Metabolizam i izluivanje. Apsorbirani silicij prolazi kroz crijevnu mukozu i dolazi

u krv. Ne zna se ostaje li dio Si u stanicama mukoze kao u slu¢aju nekih kationa. Ne

veZe se za proteine plazme ili sa njima tvori tek vrlo slabe, lako disocirajuée veze *'*.
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Prisutan je u spojevima neutralne ortosilikatne kiseline koji lako ulaze u eritrocite i

172 171

druga tkiva ~*“ ili kao silikati (npr. magnezijev silikat)

Veéina apsorbiranog silicija izlu€uje se bubrezima. StoviSe, bubreZna funkcija
vazna je determinanta koncentracije Si u plazmi. Tako je vise Si u plazmi ljudi sa

' . X P . 171,173,174 :

poremecenom funkcijom bubrega kao $to su pacijenti s uremijom . U urinu
koncentracija Si korelira s razinom kalcija i magnezija $to bi znacilo da se vjerojatno
nalazi u obliku kalcijevih, odnosno, magnezijevih silikata *’*. Kako se Si ne veze za
proteine plazme, u potpunosti se izluduje glomerularnom filtracijom *"* uz minimalnu
tubularnu reapsorpciju ™ tako da je veéina Si eliminirana iz organizma kroz 4-8 sati
164,169,160

nakon unosa hranom

Raspodijela u tkivima. Maniji dio silicija unesenog u organizam zadrzava se i

odlaze u svim tkivima uklju€ujuc¢i mozak, a ukupna koli¢ina Si u tijelu iznosi nekoliko
grama.’”*"® Koncentracije u tkivima variraju. U $takora najvise koncentracije nalaze
se u kostima i vezivnim tkivima, a 10-20 puta manje u mekim tkivima **°. Sli¢na
distribucija za oCekivati je i u ljudskom tijelu, iako to do sada nije istrazeno, no

predlozeno je da je Si integriran u vezivnim tkivima gdje ima vaznu strukturnu ulogu

176

1.6.6.5 Utjecaj na zdravlje

Pozitivni ucinci na kosti. Eksperimenti na Zivotinjama ukazuju na mogucu

esencijalnu ulogu silicija za normalan rast i razvoj u viSih Zivotinja, uklju€ujuci ljude,
: ; : i i 159,177,178 o

primarno u razvoju kosti i vezivnih tkiva . Dva presje¢na (engl. cross-

sectional) istraZzivanja su pokazala da je unos silicija povezan sa pove¢anom

gustoc¢om kosti. U kohorti Framingham Offspring zaklju¢eno je da je visi unos silicija

znacCajno povezan sa povecanjem gustoce kosti u podrucju kuka kod muskaraca i
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premenopauzalnih Zena, ali ne i postmenopauzalnih *"°

Sto je kasnije ponovljeno sa
istim rezultatima koriste¢i kohortu APOSS (Abereen Prospective Osteoporosis
Screening Study) **°. Do sada na ljudima nisu provedena istraZivanja sa nedostatkom
Si u prehrani, ali takva istrazivanja na laboratorijskim zivotinjama rezultirala su

slabljenjem &vrsto¢e nogu i kljunova kod pilica '’

te defektima u razvoju lubanja
$takora *°. Dodatni dokaz pruZaju i istraZivanja na implantatima koji sadrze Si jer takvi
omogucuju spontano stvaranje bioloski aktivnog sloja slicnog apatitu na njihovoj
povrsini za razliku od onih koji nemaju silicija *. Mehanizmi nisu jasni, no vjeruje se
da je silicij ukljuéen u stvaraje kosti putem sinteze odnosno stabilizacije kolagena **°.

Toksi¢nost. Toksi€nost povezana s inhalacijom Cestica silicija i silikata kao Sto
su kvarc i azbest ekstenzivno je istrazivano s obzirom da dugotrajna izlozenost
oStecuje pluca Sto dovodi do smanjenja plu¢nog kapaciteta, karcinoma pluca i
povecanog rizika od tuberkuloze i komplikacija na srcu. Te silikatne Cestice
fagocitirane su od strane makrofaga koji potom izlu€uju citokine koji privlace i
stimuliraju druge stanice uklju€ujuci fibroblaste koji su odgovorni za proizvodnju
kolagena $to je karakteristiéno za silikozu 2.

Unos kristala ili amorfnog silicija/silikata hranom, takoder, moze biti toksic¢an.
Silikati iz tla koji se nadu u vodi za pi¢e dovedeni su u vezu s ,endemskom® ili
,balkanskom nefropatijom* §to je, zapravo, intersticijski nefritis koji se nalazi u nekim
dijelovima Balkana, a prisutna je i u Hrvatskoj *23. Sliéna o$teéenja nastaju i kod
pretjeranog uzimanja lijekova koji sadrze silicij, npr. analgetici i antacidi *°°. Nije

poznato da postoje simptomi povezani sa viskom ili manjkom silicija u ljudi.
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1.6.7 Stroncij (Sr)

1.6.7.1 Uvod

Stroncij je divalentni kation, molekularne tezine
87,62 kDa; 15. element po zastupljenosti u
Zemljinoj kori, koncentracije oko 450 p.p.m. Do
atomske ere, interes za stroncij bio je
ogranicen. Uglavhom ga se Koristilo za
uklanjanje Cestica plina iz vakuumskih cijevi,
dodavanje crvene boje signalnim raketama i
rafiniranje Secera. Radioaktivni stroncij, produkt
fisije nuklearne reakcije, kada se pojavio, poCeo je predstavljati opasnost za biosferu
zbog svog dugog poluzivota (28,6 godina), afiniteta za odlaganjem u kosti i zube i
zbog svoje sli¢nosti kalciju i visoke radioaktivnosti oslabljenih alfa Sestica 2.
U koncentracijama u kojima se nalazi u prirodi, stroncij nije toksi¢an i ne
predstavlja opasnost za organizam. U oceanskoj vodi, najzastupljeniji je od svih

elemenata u tragovima gdje mu je prosjeéna koncentracija 8 pg-g * **>*%.

1.6.7.2 Fizikalna i kemijska svojstva

Stroncij je ¢lan alkalnih zemljanih elemenata, atomskog broja 38 i atomske

mase 87,62. Posjeduje &etiri stabilna izotopa: 3*Sr, 8°Sr, 8Sr i #Sr.1%¢ Burno reagira sa

vodom stvarajuci pritom SrOH i oslobadajuc¢i H,. Po svojim kemijskim karakteristikama

sliCan je i nalazi se izmedu kalcija i barija.
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Nadalje, posjeduje mnogo radioaktivnih izotopa (masenog broja 82, 85, 85m,
87m, 89, 90, 91, 92 i 93). Samo se jedan dio izotopa koristi u medicini, biologiji i

biokemiji, uglavnom kao biljezi za metabolizam kalcija 2.

1.6.7.3 Raspodjela u okoliSu, hrani i zivim organizmima

Razine stroncija koje se nalaze u biljkama dosta variraju. Koncentracije u
raziligitom bilju iz razligitih okoli$a iznose od 1 do 170 pg-g * sa srednjom vrijednosti
od 36 ug-g *. Cini se da biljke apsorbiraju kalcij i stroncij proporcionalno njihovoj
relativnoj koncentraciji u tlu, te da biljke koje inaCe apsorbiraju viSe kalcija kao Sto su
mahunarke (dvosupnice) ujedno apsorbiraju i vi§e stroncija od jednosupnica 2.

Malo se zna o distribuciji stroncija u tkivima Zivotinja osim nekih informacija o
koncentracijama radionuklida mjerenih u Bg-g™ *®°. Ekstenzivnija istrazivanja
prehrambenih namirnica pokazala su da ih je vecina siroma$na stroncijem (<10 pg-g-
1). Najvige koncentracije (>100 pg-g ') nadene su u ribljem brasnu, brazilskim

orasgiéima, cimetu i kelju 8.

1.6.7.4 Unos, apsorpcija i metabolizam

Eksperimenti provedeni na laboratorijskim zivotinjama pokazali su da se
(radioaktivni) stroncij brzo odlaze u kost odakle se postupno polako uklanja normalnim
metaboli¢kim procesima pregradnje kosti. Relativho brzo odlaganje u kost odvija se u
novom kostanom tkivu dok se isti proces u staroj kosti odvija sporije. Proces odlaganja
u kost ovisan je o dozi i o vremenu izloZzenosti **°.

Od ukupne koli€ine stroncija u Zivotinjama kraljeznjacima i ljudima, viSe od 99%

nalazi se u kostima i vezivhom tkivu, Sto iznosi oko 320 mg u odrasle osobe koja tezi
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70 kg %19 |straZivanja na Zivotinjama i ljudima pokazala su da je crijevne apsorpcije
stroncija i kalcija usporedive, Sto je dovelo do razvoja hipoteze da ova dva elementa
dijele zajednicki prijenosni sustav u crijevima *°2. Stroncij i kalcij vrlo su sli¢i po tome
kako tijelo njima raspolaze; oba elementa apsorbiraju se putem probavnog sustava,
koncentriraju u kosti i izluCuju primarno urinom. Apsorbiraju se u crijevima istim
mehanizmom, a jedan od nacina ugradnje stroncija u kost ukljuCuje ionsku izmjenu sa
kosStanim kalcijem. ViSe stroncija apsorbira se prilikom dijete siromasne kalcijem, a
manje kod dijete bogate kalcijem, dok stroncij, pak, inhibira sintezu 1,25-
dihidroksikolekalciferola (vitamin D) i crijevnu apsorpciju kalcija %1%,

Stroncij koji se nade u fecesu dvostrukog je podrijetla — jednim dijelom je
neapsorbirani, per os unesen, dok ga drugim dijelom aktivno izlu€uju crijeva $to je u
neposrednoj korelaciji sa koncentracijom u krvi. Zdravi bubrezi eliminiraju vecinu
apsorbiranog stroncija, dok se manjim dijelom izlu€uje putem fecesa i znoja.

BioraspoloZivost stroncija normalnim dnevnim unosom hrane je oko 20% 8.
Stroncij je naden u novordencadi Sto je bio dokaz da prolazi placentalnu barijeru.
Nadalje, koncentracije su relativno konstantne tijekom zivota u mekim tkivima jetre,
slezene i misi¢a, dok se povecavaju u bubrezima i pluéima %,

Prema nekim autorima srednja vrijednost stroncija u serumu je 14-10° pg-ml™

I-l 195

175 dok je u plazmi 29:10° pg'm na §to utjeée sadrzaj proteina.

1.6.7.5 Utjecaj na zdravlje

lako su dosadasnje spoznaje o toksi¢nosti stroncija ograni¢ene, €ini se da
pripada skupini nisko toksiénih elemenata 4. Toksi¢nost ovisi o dozi odnosno
koncentraciji i brzini kojom se ta doza unosi. Neki Stetni u€inci vezani su na funkciju

bubrega. Naime, viSe elemenata u tragovima nakuplja se u kostima u bolesnika sa
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bubreznim zatajenjem; uklju€ujuci aluminij, kadmij, krom, bakar, fluor, Zeljezo, lantan,
olovo, stroncij i cink °**%’_ Za neke od ovih elemenata sumnja se da imaju negativne
ucinke na mineralizaciju. Biopsije kosti otkrile su da su koncentracije stroncija kao
omijer Sr/Ca povigeni u bolesnika sa osteomalacijom . IstraZivanja na $takorima
pokazala su da visoke doze stroncija, >8 mmol/kg/dan (>2-10° mg/kg/dan), izazivaju
promjene u mineralizaciji $to se ocituje u smanjenju mineralne gusto¢e i smanjenju
koli¢ine kostanog apatita **°. lako podaci vise istraZivanja govore u prilog kauzativne
uloge stroncija u razvoju osteomalacije, daljnja istrazivanja su potrebna da bi se
nedvojbeno dokazala patoloSka povezanost, odnosno da se odrede pragovi razina
toksiénosti 1. Stovie, male doze stroncija poveéavaju stvaranje kosti §to rezultira

poveéanom kostanom gustoéom *2°.

1.6.8 Cink (Zn)

1.6.8.1 Uvod

Cink je tijekom povijesti nesvjesno koriSten u
proizvodnji mjedi od 4. stolje¢a nase ere. Kao
zasebni element, prvi je puta otkriven u Indiji u
13. st., dok u Europi tek pocetkom 16. st. od
strane Ebenera von Nurnberga. Igra vaznu
ulogu kao esencijalni element u svim zivim
bi¢ima od bakterija do ljudi. Detekcija cinkovih

metaloenzima i njihova bioloSka uloga
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postupno postaje sve znacajnija za bolje razumijevanje metabolizma cinka i njegovih
interakcija sa ostalim esencijalnim i neesencijalnim elementima.
Toksicnost cinka i drugih spojeva koji ga sadrze u pravilu je mala, a svakako

manje znacajna u usporedbi sa njegovim manjkom u ishrani >%°.

1.6.8.2 Fizikalna i kemijska svojstva

Cisti cink plavi¢asto je bijele boje, razmjerno je mekan metal koje tvori
heksagonalne kristale. Atomskog broja 30 pripada grupi lIB i 4. periodi u periodnom
sustavu elemenata. U prirodi, cink je mje$avina 5 stabilnih izotopa: ®*Zn (49%), *°zn,
®87n, ¢'Zn i "°zn 2!, Zbog svojih amfoternih svojstava, moze stvarati veliki broj soli.
Klorat, klorid, sulfati i nitrati topivi su u vodi za razliku od oksida, karbonata, fosfata,

silikata, sulfida i organskih kompleksa 2%2.

1.6.8.3 Raspodjela u okoliSu, hrani i zivim organizmima

Cink je prosjeéno prisutan u Zemljinoj kori u koncentraciji od 70 g-t™, rijetko se
nalazi u svojem metalnom obliku, no Cest je sastojak mnogih minerala. Razine
koncentracija u tlu mogu varirati i do 4 reda veliCine.

Rasirena mu je primjena u industriji, najviSe kao zastitni sloj na drugim
metalima, nadalje u proizvodniji boja, gradevinskoj industriji i proizvodniji legura (mjed,
bronca). Cesto se koristi kao katalizator, kao reducirajuéi i precipitiraju¢i agens u
organskoj i analitickoj kemiji. Cinkov klorid, sulfid i sulfat zastupljeni su u dentalnoj,
medicinskoj i kuénoj uporabi. Cinkov oksid koristi se za proizvodnju medicinskih masti
i pradaka, a soli kao dodaci u farmaceutskim pripravcima (npr. inzulin) 2°*. Organski

cinkovi spojevi koriste se kao fungicidi, topi¢ki antibiotici i lubrikanti 2°°.
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Koncentracija cinka u biljkama je specifi¢na za vrstu biljke, ovisna o njezinoj
starosti i dostupnosti cinka u tlu. Mlade biljke nacelno sadrze vece koliCine. ProsjeCna
koncentracija u biljkama je izmedu 15 i 100 pug-g * suhe tvari. Sto se ti¢e Zivotinja, vrlo
je Sirok raspon koncentracija, ovisno o vrstama, staniStu i organskim sustavima.
Primjerice, koncentracije u morskim ribama kreéu se od 3 do 8 pg-g *, do skoro 2:10°

ug'g * u kamenicama. Prosjeéna koncentracija u kostima sisavaca iznosi od 75 to 170

pg_g-l 200

Cink se moze naci u svim tkivima i tjelesnim tekué¢inama u ljudi. Esencijalan je
za rast, razvoj i reprodukciju. Poremecaji metabolizma cinka vezani su ve¢inom za
nedostatak nego za visSak.

Ukupni sadrzaj cinka u odrasle osobe (70 kg) iznosi od 1,5 do 3 g od ¢ega se
(~30%), kozi i srcu (~6%), jetri (~5%), probavnom sustavu i gusteraci (~3%). U svim
drugim organskim sustavima sadrzaj cinka maniji je od 1% 2°*?%. Kosa najbolje
odrazavaju status cinka zbog toga Sto jedina nije ukljuena u mehanizam homeostaze,
pa koncentracije ovise o unosu °°.

Najvise koncentracije (izraZzene u pg Zn-g) nalaze se u prostati i retini (~130)
nakon ¢ega slijede nokti (73-304), kosti (535-117), poprecno prugasta muskulatura
(38-70), bubreg (25-85), gusteraca (23-41), stitnjaca (24-37), testis (12-28), jetra (8-
16) i koza (6-19). Puna krv sadrzi 4,8-9,3 ug-ml™, serum ili plazma 0,7-1,8 pyg-ml™

(serum oko 16% vise) 2%°.

1.6.8.4 Unos, apsorpcija i metabolizam

Cink se u organizam unosi gotovo u potpunosti putem hrane dok doprinos vode

za pice i zraka moze biti zanemaren. Ukupni unos dnevno varira od 5 do 16 mg.
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Potrebe za Zn povecavaju se s dobi, a dodatno je potreban tijekom trudnoce i dojenja
207 Dnevna potreba za cinkom u osoba od 14 do 18 godina iznosi 11 mg za
muskarce, a 9 mg za zene. Dok se za starije muSkarce od 18 godina preporuka ne
mijenja, za Zzene iznosi 8 mg (11 mg za vrijeme trudnocée, 12 mg za vrijeme dojenja)
208.

Studije su pokazale Sirok raspon gastrointestinalne apsorpcije od 20 do 80%
Sto je ovisno o vise ¢imbenika — nutritivnom statusu Zn u organizmu (u slu¢aju
nedostatka viSe ga se apsorbira) s time da je prosje¢no oko 30% u ljudi adekvatnog
nutritivnog statusa.*® Osim nekih patologkih stanja koja sniZzavaju stopu apsorpcije,
negativno djeluju i neki antagonisti u hrani kao $to su visoki unos kalcija, zeljeza, nikla,
magnezija, kadmija, fosfora, fitata i viakana 2°°299210,

Jednom apsorbiran, predominantno se transportira putem albumina u plazmi.
Eliminacija se ve¢inom obavlja probavnim sustavom (70-80% unesenog Zn) §to Cini
oko 5-10 mg na dan, dok se urinom izlu€uje do 0,6 mg. Zn u urinu vec¢inom je vezan
za aminokiseline i porfirine i ne korelira se varijablama koje odreduju razinu Zn u
serumu ?**. Dodatni gubici Zn mogu biti u okviru ejakulacije, menstruacije te rasta

kose i noktiju. Sjemena tekuéina bogata je Zn i sadrzi oko 9 umol Zn. Za uobicajen

rast kose i noktiju tro$i se oko 0.5 pmol Zn na dan ?*2.

1.6.8.5 Utjecaj na zdravlje

Odredivanje nutritivhog statusa je teSko za izmijeriti koristeéi standardne
laboratorijske testove zbog svoje distribucije u tijelu kao komponente brojnih proteina i
nukleinskih kiselina #*3. Koncentracije Zn u plazmi ili serumu najéesce su koristene
kao indikatori za procjenu nedostatka Zn, no te vrijednosti nuzno ne odrazavaju

staniéni status cinka zbog njegove stroge homeostatske kontrole 2%.
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Manjak cinka. Manjak Zn karakteriziran je usporenim rastom, gubitkom apetita i
poremecajem imunog odgovora. U tezim slu€ajevima uzrokuje gubitak kose, proljev,
usporeno spolno sazrijevanje, impotenciju, hipogonadizam u muskaraca, te oCne i
koZne promjene %%,

TeSki nedostatak Zn oslabljuje imunoloski sustav, a ve¢ blagi do umjereni
stupanj moze pogorsati funkciju makrofaga i neutrofila, aktivnosti NK stanica (stanice
prirodni ubojice, engl. natural killer) i aktivnosti komplementa, te razvoj i aktivaciju T-
limfocita. Takoder Zn pomaze odrzavaniju integriteta koZe i sluznica 2.

ViSak cinka. Toksi¢nost cinka iznimno je rijetka, a moze se manifestirati u
akutnom i kroni€énom obliku. Akutna nezeljeni u€inci ukljuCuju mucéninu, povracanje,
gubitak apetita, abdominalne kolike, proljev i glavobolju.

Gornje granice tolerancije unosa Zn za muskarce i zene od 14 do 18 godina
iznose 34 mg, a iznad 18 godina do 40 mg Zn #. Smatra se da dugotrajno unosenje

visih vrijednosti od navedenih moZe dovesti do kroni¢nog otrovanja #*°.
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2 HIPOTEZA

Osnovna je pretpostavka ovog istrazivanja da se profili bioelemenata (B, Ba,
Ca, Mg, P, Si, Sr, Zn) u kosi i krvi razlikuju ovisno o spolu i dobi, odnosno, da postoje
razlike u metabolizmu osteotropnih elemenata izmedu Zena i muskaraca.

Nadalje, za pretpostaviti je da postoji medusobna korelacija izmedu
bioelemenata sa slichom metabolickom funkcijom vidljiva unutar pojedinih tkiva, tj. u

kose i krvi.
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3 CILJEVI RADA

3.1 Glavni cilj istrazivanja

U ovom istrazivanju glavni cilj je ispitati kako se elementi koje nalazimo u kosti
(B, Ba, Ca, Mg, P, Si, Sr, Zn) odlaZu u bioloskim indikatorskim tkivima pune krvi i kose

(bioindikatori) u ovisnosti o spolu u odraslih i zdravih ispitanika.

3.2  Specificni ciljevi istrazivanja

1. Usporediti koncentracije osteotropnih elemenata (B, Ba, Ca, Mg, P, Si, Sr, Zn)
ovisno o spolu u kosi i punoj krvi.

2. Usporediti koncentracije pojedinih elemenata (B, Ba, Ca, Mg, P, Si, Sr, Zn)
ovisno o izabranom uzorkovanom bioloSkom indikatorskom tkivu; o
kratkoro€nom (puna krv) i dugoroénom (kosa) indikatorskom tkivu.

3. Usporedivanije sli¢nosti i razlika izmedu parova razliCitih elemenata (B, Ba, Ca,

Mg, P, Si, Sr, Zn) unutar pojedinog uzorkovanog tkiva (kose i pune krvi).
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4 MATERIJALI | METODE

41 Uvod

Radi se o prospektivnom opservacijskom klinickom, epidemioloSkom i
laboratorijskom istrazivanju vodenom prema opce prihva¢enim principima klinickog
istraZivanja 216:217.218.219 |straZivanje je odobreno od strane Etickih povjerenstava
Instituta za istraZivanje i razvoj odrzivih ekosustava (IRES, Velika Gorica) i
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Prije prikupljanja uzoraka svim ispitanicima uzeta je anamneza od strane
licenciranog lije€nika. Uvijet je bio da je osoba punoljetna te da do tada nije bila teze
bolesna tako da su u ispitivanje uklju¢eni samo zdravi ispitanici. IstraZivanje se
provelo u skladu s HelsinSkom deklaracijom o istrazivanjima na ljudima i hrvatskim
nacionalnim zakonima i pravilnicima 220, Svaki ispitanik potpisao je informirani
pristanak (engl. informed consent) i ispunio kratki upitnik 0 svom zdravstvenom
stanju 22,

U istraZivanju je sudjelovalo ukupno 192 ispitanika (109 Zzena, 83 muskarca)
sa podrucja grada Zagreba i okolice koji su se javili zbog osobnog interesa za uvidom
u status bioelemenata u uzorkovanim tkivima. Ispitanici su podijeljeni podjednako po
spolu i s obzirom na dobnu pripadnost §to odraZzava realnu situaciju unutar
populacije. Ispitanu bioloSku matricu predstavljaju uzorci pune krvi i kose, koji su
uzeti inicijalno prilikom uklju€ivanja u istrazivanje. Podaci o bojenju kose i pripravku
Sampona uzeti su u obzir prije svake analize i predo¢eni su nadleznim osobama u

analitickom laboratoriju radi eventualne korekcije.
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Od svih ispitanih prikupljeni su i analizirani uzorci kose, dok je analizirano
ukupno 158 uzoraka krvi (88 Zena i 70 muskaraca). Uzorci koji nedostaju do ukupnog
broj koliko ih ima za kosu, izgubljeni su prije u€injene analize.

Koncentracija elemenata u uzorku izrazena je u mikrogramima elementa po
gramu uzorkovanog tkiva (ug-g?). Krv je iz periferne vene vadena od strane
licencirane medicinske sestre. Uzorak kose dobiven je rezanjem kose S8karama sa
zatiljnog dijela glave (lat. protuberantia occipitalis externa). Uzorci su oprani,
razloZeni u kiselini i analizirani metodom induktivno izazvane atomske emisijske
spektrometrije s izvorom plazme (eng. Inductively coupled plasma mass
spectrometry, ICP-MS), u suradnoj ustanovi Center for Biotic Medicine (CBM),
Moskva, Rusija.

U radu su koriStene referentne vrijednosti za elemente koje rabi CBM, a
usporedive su s onima iz Toxiba, Basel, Svicarska i Great Plains Laboratories, SAD.
Prvo navedeni laboratorij posjeduje certifikat ISO 9001.

Svo stakleno posude marke je Pyrex®, kalibrirane pipete su marke
Transferipipette® (Brand, Wertheim, Njemacka), a sve kemikalije proizvedene su od
strane proizvodaca Suprapur (Merck, Darmstadt, Njemacka). Samo redestilirana H20

je koriStena za analizu.

4.2  Sakupljanje i obrada uzoraka

Kosa. Analiza kose ucinjena je po smjernicama IAEA 222 i drugih uvrijezenih
analitickih metoda i procedura 223, Otprilike 0,5 do 1 gram kose odrezano je sa
zatilinog (okcipitalnog) dijela vlasista od svih 192 ispitanika (109 Zena, 83 muskarca) i

spremljeno u numerirane kuverte prije no $to su poslane na analizu. Pojedinacni
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uzorci kose odrezani su steriliziranim Skarama sa titanskom prevlakom (Suvorna
Components Private Ltd., Hyderabad, Andra Pradesh, Indija) na duljinu manju od 1
cm, mijeSani tijekom 10 minuta u otopini etiletera i acetona (u omjeru 3:1), isprani tri
puta redestiliranom H20, suseni na temperaturi od 85°C tijekom jedan sat, uronjeni
tijekom jedan sat u otopini 5% EDTA (etilen-diamin-tetraoctena kiselina), ponovo
oprani u redestiliranoj H20, osusSeni na temperaturi od 85°C tijekom 12 sati, te mokro
razgradeni u otopini HNO3s/H202 u plasti¢noj epruveti. Kosa je razlozena
mikrovalovima uz HNOs (Fluka #02650 Sigma-Aldrich, Co.) u Berghof SW-4 DAP-40
mikrovalnom sustavu (Berghof Products + Instruments GmbH, 72800 Eningen,
Njemacka), razrijedena 1:150 deionizirnom vodom (DIW), sonificirana i analizirana u
ICP MS sustavu.

Kao referentni materijal za analizu uzoraka kose koriSten je Human Hair
Reference Material (Shangai Institute of Nuclear Research, Academia Sinica,
Shanghai, Kina).

Krv. Venska krv sakupljena je u kodirane plasticne bocice (BD Vacutainer®,
Beckton Dickinson, Plymouth, UK) koje su randomizirane za analizu. Analiza krvi
ucinjena je po uvrijeZzenim smjernicama za analiticke metode i procedure 223, Krv za
ICP-MS (0,5 ml) otopljena je u mikrovalnoj pecnici uz 0,1 ml HNOs (Khimmed Sinetz,
Moskva, Rusija) na temperaturi od 175°C.

Kao referentni materijal za analizu uzoraka krvi, koristen je liofilizirani
Seronorm TM Trace Elements Whole Blood Reference Standards Level 1 (OK0036),
Level 2 (MR9067) i Level 3 (OK0337) za MP u krvi (SERO AS, Billingstadt,
Norveska). Pet ml redestilirane vode dodano je svakom referentnom standardu i
mijeSano polako na sobnoj temperaturi tijekom dva sata do ekvilibracije. Jedan ml

takvog ekvilibriranog standarda pipetirano je u 25 ml-sku boc€icu od kvarcnog stakla,
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suseno na temperaturi od 105°C, te pretvoreno u pepeo u elektricnoj peéi na 450°C
tijekom 24 sata. Ohladeni pepeo otopljen je u 5 ml redestilirane H20 uz dodatak 0,1
ml koncentriranog HNOs.

Sakupljeni uzorci kose i krvi kodirani su dvostruko slijepo, te poslani na
analizu. Po dolasku rezultata analize, podaci su deSifrirani i rezultati pridodani
pripadaju¢em ispitaniku. Svaki ispitanik predstavlja 0,52% ukupne istraZivane
populacije. Svaki nalaz sastoji se iz 8 elemenata u svakom uzorku bioloSke matrice iz
kose i krvi: bor (B), barij (Ba), kalcij (Ca), magnezij (Mg), fosfor (P), silicij (Si), stroncij
(Sr) i cink (Zn).

Sve ICP-MS analize izvedene su aparatom Elan 9000 (Perkin-Elmer, USA).

Kemikalije su bile stupnja Cistoée p.a. (Khimmed Sintez, Moskva, Rusija).

4.3  Statisticke metode

Rezultati su iskazani kao aritmeti¢ka sredina sa standardnom devijacijom te
medijanom i obradeni suvremenim statistickim metodama koje uklju¢uju x? test, pair-
wise usporedbe, post-hoc Scheffeov test, faktorsku analizu, Mann-Whitney U test te

Spearmanovu i Pearsonova bivarijatnu (dvosmjernu, engl. two-tailed) korelaciju.

4.3.1 Faktorska analiza

Da je matrica pogodna za faktorsku analizu provjereno je Keiser-Meyer-
Olkinovim testom (KMO) za mjeru adekvatnosti uzorkovanja pri ¢emu vrijednosti
iznad 0,5 zadovoljavaju i Bartlett-ovim testom na razini znacajnosti p<0,05 224225, U

ovome istraZivanju ispitana veli€ina uzorka zadovoljava navedene kriterije: KMO
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0,605, Bartlett 0,000. Prilikom ekstrakcije izdvojeni su faktori sa Eigenvalue iznad 1.
Pri daljnjoj analizi regresijskom metodom (koriStena je Varimax rotacija) dobiveni su
tzv. faktorski bodovi koji predstavljaju rezultat odnosno polozaj ispitanika na
pojedinom faktoru 225, Vrijednosti faktorskih bodova kre¢u se od -1 do 1. Razina

znacajnosti razlika postavljena je na p<0,05.

4.3.2 Mijere varijabilnosti

Mjere varijabilnosti — koeficijent asimetrije (engl. skewness) i koeficijent
spljostenosti (engl. kurtosis) koriStene su za procjenu distribucije uzorka. Skewness
za provjeru pozitivnog ili negativnog (horizontalnog) odstupanja, odnosno je li
empirijska razdioba pozitivno ili negativno asimetri¢na (graficki: skrece li razdioba u
lijevu ili desnu stranu). Isto tako mjera kurtosis koriStena je za procjenu odstupanja
po visini (vertikalnog); graficki: je li razdioba izduzena (leptokurti¢na), srednja
(mezokurti¢na) ili spljostena (platikurti¢na). Kurtosis se usporeduje sa brojem 0
(koliko iznosi za normalnu distribuciju; <0 distribucija je platikurtina, >0 distribucija je
leptokurtiCna. Za provjeru normalnosti distribucije koriSteni su Kolmogorov-Smirnov

test i Shapiro-Wilkov test.

4.3.3 Korelacija: Pearsonov i Spearmanov test

Za potvrdu rezultata faktorske analize te za provjeru odnosa izmedu

koncentracija elemenata u kosi i krvi koriSteni su Pearsonov test korelacije i

Spearmanov test korelacije ranga.
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Korelacija predstavlja suodnos ili medusobnu povezanost izmedu dvije
varijable predstavljene njihovim vrijednostima. Pri tome povezanost znaci da je
vrijednost jedne varijable mogucée s odredenom vjerojatnos¢u predvidjeti na osnovi
saznanja o vrijednosti druge varijable. Meduodnos izmedu dvije varijable moZzemo
prikazati pomocu dvodimenzionalnog grafa gdje su vrijednosti jedne varijable
oznacene na apscisi, a druge na ordinati. Linija regresija je pravac oko kojega se
kreéu tocke presjeka. Sto su tocke blize pravcu, korelacija je veéa i obrnuto. Ovim
testom provjeravali smo linearnu korelaciju gdje su toCke grupirane oko pravca (za
razliku od nelinearne gdje su grupirane oko neke druge krivulje).

Koeficijenti korelacije izraZzavaju mjeru povezanosti izmedu dvije varijable u
jedinicama neovisnima o konkretnim jedinicama mjere u kojima su iskazane
vrijednosti varijabli.

Pearsonov koeficijent korelacije koristi se u slu¢ajevima kada izmedu varijabli
promatranog modela postoji linearna povezanost i neprekidna normalna distribucija.
Vrijednost Pearsonovog koeficijenta korelacije kre¢e se od +1 (savrSena pozitivha
korelacija) do —1 (savrSena negativna korelacija). Predznak koeficijenta nas upuduje
na smjer korelacije — da li je pozitivna ili negativna. Pearsonov koeficijent korelacije
bazira se na usporedbi stvarnog utjecaja promatranih varijabli jedne na drugu u
odnosu na maksimalni moguci utjecaj dviju varijabli. Oznacava se malim latini¢nim
slovom r.

Spearmanov koeficijent korelacije (produkt korelacije ranga) koristi se za
mjerenje povezanosti izmedu varijabli u sluCajevima kada nije moguce primijeniti
Pearsonov koeficijent korelacije, a temelji se na tome da se izmjeri dosljednost
povezanosti izmedu poredanih varijabli, a oblik povezanosti (npr. linearni oblik koji je

preduvjet za koridtenje Pearsonovog koeficijenta) nije neophodan. Koristi se kada
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medu varijablama ne postoji linearna povezanost, a nije moguce primijeniti
odgovarajucu transformaciju kojom bi se povezanost prevela u linearnu. Spearmanov
koeficijent korelacije kao rezultat daje pribliznu vrijednost koeficijenta korelacije koji

se tretira kao njegova dovoljno dobra aproksimacija, a oznac¢ava se kao p (ro) 225226,

4.3.4 Mann-Whitney U test

Za usporedbu dvije skupine podataka (muskarci i Zene) unutar pojedine
bioloSke matrice koristen je Mann-Whitney U test poznat i kao ,Wilcoxon Rank sum
test 225226 Navedeni test sluZi za usporedbu razlika izmedu dvije nezavisne grupe
kada je zavisna varijabla bilo ordinalna bilo kontinuirana, a ne prati normalnu
distribuciju. NajCeSce se smatra neparametrijskom alternativnom uobicajenom
nezavisnom t-testu, no za razliku njemu, Mann-Whitney U test dozvoljava donoSenje
zaklju€aka ovisno o pretpostavci distribucije podataka. Ovi zaklju¢ci odnose se na
postojanje eventualne razlike u distribuciji izmedu skupina te odredivanjem razlika
temeljenih na medijanima skupina.

Pretpostavke za koriStenje testa:

() zavisna varijabla (koncentracije elemenata) mjerena je na kontinuiranoj
skali;

(i) nezavisna varijabla (spol) sastoji se od dvije nezavisne skupine iste
kategorije;

(i) nezavisnost zapazanja, tj. ne postoji povezanost izmedu vrijednosti u
pojedinim skupinama ili izmedu samih skupina;

(iv) varijable ne prate normalnu distribuciju.

Razina znacajnosti postavljena je na p < 0,05.
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Rezultati U-testa potvrdeni su x? testom sa zadanom razinom znacajnosti p <
0,05 gdje su kao varijable uzeti brojevi ispitanika (uzoraka) ispod i iznad zajednickog

medijana za pojedini element.

4.3.5 Derivati medijana

Za graficki prikaz odnosno usporedbu distribucije frekvencija koristena je
metoda derivata medijana 2?7,

Metoda se sastoji od odredivanja ukupnog medijana populacije ili medijana
unutar skupine Zena odnosno muskaraca, ovisno o tome postoji li razlika izmedu
skupina. Po definiciji, polovica populacije nalazi se iznad medijana (uzlazna grana
medijana U), a druga polovica ispod medijana (silazna grana medijana D). Dakle,
veli€ina populacije za sredisnji medijan Mo je zbroj populacije na uzlaznoj i silaznoj
grani koje se nalaze oko srediSnje toCke. Obje grane mogu se dalje dijeliti po istom
principu — medijan na uzlaznoj grani Uo i medijan na silaznoj grani Do (,medijan
medijana“) u sekvencu derivata medijana (Uo,1,2,3,..n-1,n 1 Do,1,2,3,....n-1,n). Za svaki

derivat medijana u populaciji moze se odrediti to¢na koncentracija elementa.

4.3.6 Software

StatistiCke i graficke analize provedene su na programima SPSS 20 (IBM

Corp., 2011, IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0., Armonk, NY) i

OriginPro 8.0 (OriginLab Corp., OriginPro Version 8.0., Northhampton, MA).
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5 REZULTATI

5.1 Deskriptivna statistika

5.1.1 Kosa

Ucinjena je deskriptivna (opisna) statistika multielementnog profila cjelovitog
uzorka kose kojom su prikazane osnovne znacajke uzorka: medijan, standardna
devijacija, aritmeti¢ka sredina, standardna pogreska, skeweness i kurtosis. Svih
osam elemenata (B, Ba, Ca, Mg, P, Si, Sr, Zn) odredeno je u sva 192 uzorka kose

(83 muskarca, 109 Zena). Apendiks 1.

51.2 Krv

Od svih ispitanika kojima je uzet uzorak kose analizirano je ukupno 158
uzoraka krvi (88 zene i 70 muskaraca). Uzorci koji nedostaju do ukupnog broj koliko
ih ima za kosu, izgubljeni su prije uCinjene analize. U 2 muskarca i 2 zene nasli smo
ispod granice detekcije (DL) za kalcij i fosfor (0,12 ug-g*za Ca te 0,33 ug-g*za P).
Takoder, 20 ispitanika (14 Zena i 6 muskaraca) imalo je vrijednosti Si ispod granice

detekcije u krvi (0,12 ug-gt). Apendiks 2.
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5.1.3 Dob

Dobna raspodijela ispitanika prikazana je na grafu (Slika 1). Koristeci hi-
kvadrat (x?) test dokazano je da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu dvije
promatrane skupine ovisno o dobi (Ms+¢ =46 g., Mg =44 g., Mg =48 g., X = 44,68

g., X¥>=0,883, p = 0,347).
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Slika 1. Histogram raspodjele ispitanika po dobnim skupinama (5-godisniji

intervali). Plavi stupci ] — muskarci; crveni stupci ] - Zene.
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5.2  Usporedba izmedu skupina po spolu: Mann-Whitney U test

Za provjeru normalnosti distribucije koristeni su Kolmogorov-Smirnov i
Shapiro-Wilkov test za svaki set podataka. Buduci da je za svaki razina znacajnosti
manja od 0,01, a hipoteza je bila da nasa distribucija ne odstupa znacajno od
normalne, odbacujemo postavljenu hipotezu i zakljuCujemo da nasa distribucija
statistiCki znac¢ajno (na razini znacajnosti od 0,01) odstupa od normalne.

Sukladno navedenom, za usporedbu dvije skupine koncentracije elemenata
po spolu (muskaraca i Zena) unutar kose koristen je Mann-Whitney U test kao

neparametrijska alternativa t-testu.

5.2.1 Kosa

Nakon provedenog testa (Tablica 1a) dokazano je da postoji statistiCki
znacajna razlika u distribuciji frekvencija koncentracija elemenata ovisno o spolu za
B, Ba, Ca, Mg, Si i Sr na razini zna¢ajnosti p < 0,001, te za p na razini znac¢ajnosti p
< 0,05 za apsolutnu vrijednost Z (|Z]) > 1,96. Znacajnost p izraCunata je u SPSS-u
koristeci asimptotsku metodu (engl. Asymptotic Method). Sukladno rezultatima ovog
testa medu testiranim elementima jedino za Zn ne postoji statistiCki znacajna razlika
ovisno o spolu (p = 0,729). Tablica 1b. Svi rezultati U testa potvrdeni su x? testom sa
zadanom razinom znacajnosti p < 0,05, a kao varijable uzet je broj muskaraca i broj
Zena (ng, ne) koji imaju koncentracije ispod, odnosno iznad zajednic¢kom medijana
(M).

Distribucije su graficki prikazane na slici (Slika 2). Podaci za histogram

logaritamski su transformirani da bi se vizualno normalizirala distribucija.
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a)

b)

d)

f)

g)

h)

Bor: muskarci imaju statistiCki zna€ajno vise vrijednosti koncentracija u kosi od

Zena koristeci obje statisticke metode; U-test: p < 0,001; x?: p = 0,006.

Barij: Zene imaju statistic¢ki znacajno vise vrijednosti koncentracija u kosi od
muskaraca koristeci obje statisticke metode; U-test: p < 0,001; x2: p < 0,001.
Kalcij: Zene imaju statistiCki znac¢ajno vise vrijednosti koncentracija u kosi od
muskaraca koristeci obje statisticke metode; U-test: p < 0,001; x2: p < 0,001.

Magnezij: Zene imaju statisti¢ki znacajno vise vrijednosti koncentracija u kosi

od muskaraca koristeci obje statisticke metode; U-test: p < 0,001; x% p <
0,001.

Fosfor: muskarci imaju statistiCki znacajno vise vrijednosti koncentracija u kosi

od Zena koristeci obje statisticke metode; U-test: p = 0,012; x: p = 0,006.
Silicij: Zene imaju statistiCki znacajno viSe vrijednosti koncentracija u kosi od
muskaraca koristeéi obje statisticke metode; U-test: p < 0,001; x2: p < 0,001.

Stroncij: Zene imaju statisti¢ki znac¢ajno vise vrijednosti koncentracija u kosi od

muskaraca koristeci obje statisticke metode; U-test: p < 0,001; x2: p < 0,001.
Cink: nema statisti¢ki znac¢ajne razlike u koncentracijama izmedu muskaraca i
Zena niti po jednoj od dvije koriStene statisticke metode; U-test: p = 0,729; x:

p = 0,662.

57



Tablica 1a. Mann-Whitney U test razlike koncentracija elemenata ovisno o spolu u

kosi; za |Z| > 1,96 razina znacajnosti je p < 0,05. Vrijednost U je medustupan;

temeljem kojega se racuna vrijednost p za ovu konkretnu populaciju uz ove dobivene

koncentracije istrazivanih elemenata. NS = razlika nije statisti¢ki znacajna.

Element Mann-Whitney U Z p
B 3061,5 -3,833 ,000
Ba 2598,5 -5,047 ,000
Ca 1473,5 -7,996 ,000
Mg 1751,5 -71,267 ,000
P 3564,0 -2,515 ,012
Si 2790,5 -4,543 ,000
Sr 2054,0 -6,474 ,000
Zn 4391,5 -,3460 NS
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Tablica 1b. Sazetak rezultata Mann-Whitney U testa razlike koncentracija elemenata

ovisno o spolu u kosi.

3>Q d=2 >4
B Zn Ba
P Ca
Mg

Si

Sr
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Slika 2. Normalna raspodjela elemenata u kosi. Elementi su poredani po
koncentracijama u kosi u uzlaznom tijeku. [ | Zene; [ ] muskarci. Oznacene su
vrijednosti medijana za svaki element za zene i muskarce (ug-g*/log ug-g%). Sirina
stupca = 0,2 ug-g*. Apscisa: logaritmirane koncentracije za pojedini element (log

ug-gl). Ordinata: broj ispitanika (n).
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5.2.2 Krv

U test ponovljen je i za sve elemente iz krvi (Tablica 2a). Statisti¢ki znacajna
razlika izmedu spolova nadena je za Zn na razini znac¢ajnosti od <0,001, za Si <0,01
te za B i Ba <0,05 (razini znacajnosti p < 0,05 za apsolutnu vrijednost Z (|Z|) > 1,96).
Za ostale elemente (Ca, Mg, P i Sr) nema razlike u koncentracijama elemenata u
punoj krvi ovisno o spolu. Tablica 2b. Kao i u slu¢aju kose, x? test proveden je za sve
elemente sa zadanom razinom znacajnosti p < 0,05, a distribucije frekvencija graficki
su prikazane na kao histogram (Slika 3). x? test nije potvrdio statisti¢ki znacajnu
razliku za B i Si.

a) Bor: muskarci imaju statistiCki znacajno vise koncentracije od Zena temeljem

metode U testa, no ne i x? testa; U test: p = 0,020; x*: p = 0,372.

b) Barij: muskarci imaju statistiCki znacajno visSe vrijednosti koncentracija u krvi

od Zena koristeci obje statisticke metode; U test: p = 0,025; x2: p = 0,002.

c) Kalcij: Zene imaju statisticki viSe vrijednosti od muskaraca temeljem x? testa,
no ne i U testa; U test: p = 0,405; x: p < 0,001.

d) Magnezij: nema statistiCki znacajne razlike u koncentracijama izmedu
muskaraca i Zzena temeljem rezultata obje statistiCke metode; U test. p =
0,493; x*: p = 0,627.

e) Fosfor: nema statistiCki zna€ajne razlike u koncentracijama izmedu muskaraca
i Zena temeljem rezultata obje statisticke metode; U test: p = 0,396; X% p =
0,050.

f) Silicil: muskarci imaju statisti¢ki zna¢ajno viSe koncentracije od Zena temeljem

metode U testa, no ne i x? t; U test: p = 0,006; x% p = 0,211.
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g) Stroncij: nema statisticki znacajne razlike u koncentracijama izmedu
muskaraca i zena temeljem rezultata obje statisticke metode; U test: p =
0,754; x?: p = 0,858.

h) Cink: muskarci imaju statistiCki znacajno viSe vrijednosti koncentracija u krvi

od Zena temeljem rezultata obje statisticke metode; U-test: p < 0,001; x2: p <

0,001.
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Tablica 2a. Mann-Whitney U test razlike koncentracija elemenata ovisno o spolu u

kosi; za |Z| > 1,96 razina znacajnosti je p < 0,05. Vrijednost U je medustupan;

temeljem kojega se racuna vrijednost p za ovu konkretnu populaciju uz ove dobivene

koncentracije istrazivanih elemenata. NS = razlika nije statisti¢ki znacajna.

Element Mann-Whitney U Z p
B 1523,0 -2,332 ,020
Ba 1542,0 -2,241 ,025
Ca 1834,5 -,833 NS
Mg 1865,0 -,686 NS
P 1831,0 -,850 NS
Si 1437,5 -2,749 ,006
Sr 19425 -,313 NS
Zn 1067,0 -4,527 ,000
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Tablica 2b. Sazetak rezultata Mann-Whitney U testa razlike koncentracija elemenata

ovisno o spolu u kosi.

B Mg Ca
Ba P

Si Sr

Zn
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Slika 3. Normalna raspodjela elemenata u krvi. Elementi su poredani po
koncentracijama u kosi u uzlaznom tijeku. [ | Zene; [ ] muskarci. Oznacene su
vrijednosti medijana za svaki element za zene i muskarce (ug-g-*/log ug-g?). Sirina
stupca = 0,2 ug-g*. Apscisa: logaritmirane koncentracije za pojedini element (log

ug-gl). Ordinata: broj ispitanika (n).
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5.3  Grupiranje po spolu, dobi i koncentraciji elemenata

5.3.1 Faktorska analiza

Faktorska analiza koriStena je za opisivanje grupiranja (engl. clustering)
koncentracija gore navedenih elemenata, dobi i spolu ispitanika. Ukupno je koriSteno
10 kvantitativnih varijabli. Varijable se u ovom slu¢aju odnose na spol, dob i osam
elemenata (B, Ba, Ca, Mg, P, Si, Sr, Zn). Faktorski uzorci ekstrahirani su iz
korelacijske matrice nakon analize glavnih komponenti (engl. principal component) i
,varimax“ rotacije s Kaiserovom normalizacijom. Kao snazna korelacija uzeta je ona
>0,5, a znacajna >0,3. Broj ekstrahiranih faktora definiran je sa Eigenvalue
(svojstvena vrijednost) iznad 1 kao granica znac¢ajnosti, za razliku od unaprijed

definiranja broja faktora.

5.3.1.1 Kosa

U analiziranim uzorcima kose (ng+9=192), svaka od varijabli zna¢ajno je
korelirana s izmedu jedne do Cetiri ostale, pokazavsi da su sve meduovisne.
Temeljem vrijednosti Eigenvalue iznad 1 izolirane su 4 korelirane komponente
(faktora) koji ¢ine 67% ukupne varijance u setu podataka kao i 6 nekoreliranih
komponenti (faktora) koji Cine preostalih 33% od ukupne varijance (Tablica 3).
Vrijednosti faktorskih opterecenja (engl. factor loadings) prikazana su u zagradama.

Komponenta | ima snaznu korelaciju sa barijem (0,767), kalcijem (0,711),

magnezijem (0,803) i stroncijem (0,949) uz dodatnu znacajnu korelaciju sa Zenskim

spolom (0,386). Ova komponenta objasnjava 28% ukupne varijacije. Komponenta Il
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snazno korelira sa dobi (0,645), borom (0,773) i negativno sa cinkom (-0,536) uz
dodatnu znacajnu negativnu korelaciju sa kalcijem (-0,338). Ova komponenta

objasnjava 14,7% ukupne varijacije. Komponenta Ill snazno korelira sa Zenskim

spolom (0,698) i silicijem (0,750) uz znac€ajnu korelaciju sa kalcijem (0,339) i

magnezijem (0,308). Ova komponenta €ini 13,7% ukupne varijacije. Komponenta 1V

snhazno korelira sa fosforom (0,921) i zna¢ajnom negativhom korelacijom sa cinkom
(-0,308). Ova komponenta €ini 10,7% ukupne varijacije.

Faktorska analiza takoder je uCinjena za muskarce i zene odvojeno sto je
rezultiralo dodatnim doprinosom od varijabli.

Muskarci. Analiza muske populacije (n3=83) pronasla je 3 faktora koja zajedno

¢ine 68% ukupne varijance. Komponenta | pokazuje snaznu korelaciju sa barijem

(faktorsko opterecéenje 0,805), kalcijem (0,928), magnezijem (0,889), stroncijem
(0,921) i, kako je vec primije¢eno na zajedni¢kom uzorku, sa cinkom (0,578). Ova

komponenta &ini 39% ukupne varijacije. Komponenta |l pokazuje snaznu korelaciju

sa dobi (0,694) i borom (0,815) bez dodatne korelacije sa kalcijem ili cinkom $to

ukupno €ini 14,8% ukupne varijacije. Komponenta |ll snazno korelira sa fosforom

(0,826) i silicijem (0,718) Cineéi 14,2% ukupne varijacije.
Zene. Faktorska analiza zenske populacije (n9=109) rezultirala je sa 4

komponente (faktora) koji zajedno ¢ine 70% ukupne varijacije. Komponenta | snazno

korelira sa barijem (0,732), kalcijem (0,645), magnezijem (0,796) i stroncijem (0,954)

¢inedi 28% ukupne varijacije. Komponenta Il snazno korelira sa dobi (0,786), borom
(0,658) i negativno sa cinkom (-0,588) sa dodatnom snaznom negativhom
korelacijom sa kalcijem (-0,339). Ova komponenta Cini 17% ukupne varijacije.

Komponenta lll snazno korelira sa borom (0,447) i siliciiem (0,908) i ukupno €ini

12,7% ukupne varijacije. Naposljetku, komponenta IV objasnjava 12,3% ukupne
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varijacije, a najsnaznije korelira sa fosforom (0,863), a znaajno sa magnezijem

(0,360) i kalcijem (0,306).
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F3 F1 F2 F4

S5 S5
-0,698 -0,386 0,645

Ca |«——— Ca [——] Ca
0,339 0,711 -0,338
Mg [«—— | M Zn le—— Zn
0,308 0,803 -0,536 -0,308
Si Ba B P
0,750 0,767 0,773 0,921
Sr
0,949

spol (3) | pozitivna korelacija
@ dob negativna korelacija

Slika 4. Shematski prikaz rezultata faktorske analize za kosu. Izdvojene su
znacajne korelacije. Horizontalnim linijama povezane su istovjetne varijable. F faktor,
Sd korelacija s muskim spolom, D korelacija s dobi. Horizontalnim linijama povezane
su istovjetne varijable. Numeri¢ka vrijednost ispod oznake varijable (element, dob,

spol) oznaCava koeficijent korelacije.
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Tablica 3.  Distribucija multielementnog profila po spolu, dobi i koncentraciji
elemenata u kosi: faktorska analiza (ns+92=192). lzdvojena su faktorska opterecenja
(factor loadings) unutar pojedine komponente za elemente koji pokazuju snaznu

korelaciju >.0,500; znacajnu korelaciju > 0,300; nema korelacije <

Komponenta (faktor) I I [l \Y
Eigenvalue 2,803 1,466 1,370 1,066
% ukupne varijacije 28,0% 14,7% 13,7% 10,7%
Spol (&) -,386 -,698
Dob 645
B J73
Ba 167
Q
3 Ca 711 -,338 339
c
> Mg ,803 ,308
P 921
Si 750
Sr 949

Zn -,536 -,308



53.1.2 Krv

U uzorcima pune krvi (ng+9=158), svaka od varijabli, takoder kao i u slu€aju
kose, znacCajno je korelirana s izmedu jedne do tri ostale, pokazavsi da su sve
meduovisne. Izolirana su 4 faktora koji ¢ine 70% ukupne varijance u setu podataka
kao i 6 nekoreliranih faktora koji ine preostalih 30% od ukupne varijance (Tablica 4).

Vrijednosti faktorskih opterecenja prikazana su u zagradama. Komponenta | ima

snaznu korelaciju sa kalcijem (0,934) i fosforom (0,933) i objasnjava 18,5% ukupne

varijance. Komponenta Il snazno korelira sa stroncijem (0,938) i barijem (0,932). Ova

komponenta objasnjava isto 18,5% ukupne varijance. Komponenta Il snazno korelira

sa magnezijem (0,666), silicijem (0,660), borom (0,632) i dobi (0,611). Ova

komponenta ¢&ini 17,6% ukupne varijance. Komponenta IV snazno korelira sa cinkom

(0,803), muskim spolom (0,778) uz znacajnu pozitivhu korelaciju sa silicijem (0,325) i
negativnu sa godinama starosti (-0,349). Ova komponenta €ini 15% ukupne
varijance.

U nastavku, faktorska analiza je kao i prethodno ucinjena odvojeno za
muskarce i Zzene.

Muskarci (nz=70). lzdvojena su 4 faktora koji kumulativho objasnjavaju 75,8%
ukupne varijance. U komponenti | snazna je pozitivha korelacija barija (0,946) i

stroncija (0,961); 20,6% varijance. Komponenta |l objasnjava 20,4% ukupne

varijance i pokazuje snaznu korelaciju sa fosforom (0,931) i kalcijem (0,908).

Komponenta lll pokazuje snaznu korelaciju sa magnezijem (0,804) i silicijem (0,732) i

znacajnu sa godinama starosti (0,481) i objasnjava 18,4% ukupne varijance, dok

komponenta IV pokazuje snaznu pozitivhu korelaciju sa borom (0,618) i godinama

starosti (0,524) i negativnu sa cinkom (-0,880); 16,4% ukupne varijance.
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Zene. U Zenskoj populaciji (n9=88) takoder se izdvajaju 4 faktora koji
kumulativno &ine 74,2% ukupne varijance. U komponenti | koja €ini 21,7% varijance,

najsnaznija je korelacija sa kalcijem (0,943) i magnezijem (0,921). U komponenti Il

(21,5% ukupne varijance) snazna je korelacija sa borom (0,813), silicijem (0,799) i

barijem (0,726). Komponenta lll (16,3% ukupne varijance) snazna je korelacija sa

cinom (0,858) i magnezijem (0,676) uz znacajan doprinos od godina starosti (0,416).

Kao posljednja, komponenta IV objadnjava 14,6% ukupne varijance a snaznu

korelaciju ima sa stroncijem (0,824) i negativnu sa godinama starosti (-0,669) uz

znacajan negativan doprinos od magnezija (-0,330).
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Tablica 4. Distribucija multielementnog profila po spolu, dobi i koncentraciji
elemenata u krvi: faktorska analiza (n+2=158). Izdvojena su faktorska opterecenja
(engl. factor loadings) unutar pojedine komponente za elemente koji pokazuju

snaznu >_0,500; znacajnu korelaciju > 0,300; nema korelacije <

Komponenta (faktor) I I [l \Y
Eigenvalue 1,852 1,850 1,755 1,499
% ukupne varijacije 18,5% 18,5% 17,6% 15,0%
Spol (&) 778
Dob 611 -,349
B 632
Ba 932
Q
ﬁ Ca 934
T
> Mg 666
P 933
Si 660 ,325
Sr 938
Zn 803
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F1 F2 F3 F4

Sco
0,778
D
-0,349
Ca Ba Si le———| Si
0,934 0,932 0,660 0,325
P Sr B Zn
0,933 0,938 0,632 0,803
Mg
0,666

spol (&) pozitivha korelacija
@ dob negativna korelacija

Slika 5. Shematski prikaz rezultata faktorske analize za krv. 1zdvojene su
znacajne korelacije. Horizontalnim linijama povezane su istovjetne varijable. F faktor,
SJd korelacija s muskim spolom, D korelacija s dobi. Numeri¢ka vrijednost ispod

oznake varijable (element, dob, spol) ozna¢ava koeficijent korelacije.
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5.3.2 Korelacija ranga: Spearmanov test

S obzirom na oblik distribucije frekvencija, u nastavku je za mjeru snage
odnosa izmedu varijabli koriSten Spearmanov test korelacije ranga (engl. Spearman
rank correlation method) kao potvrda faktorske analize.

Rezultati su izraZeni u smislu koeficijenta korelacije prema kojemu >0,2
statistiCki znacajni sa vrijednostima p <0,05, <0,01 i <0,001. Korelacije su navedene
redom po razini zna€ajnosti prema vrijednosti p. Koeficijent korelacije (p) rangiran je
kao: 0,00-0,19 vrlo slabi, 0,20-0,39 slabi, 0,40-0,59 umjereni, 0,60-0,79 jaki i 0,80-

1,00 vrlo jaki 228,

5.3.2.1 Kosa

Muskarci. U muskoj populaciji (nz=83) najznacajnije korelacije vidljive su
izmedu: (1a) Ca, Ba, Mg i Sr, (1b) dobi, Ba i Sr; (2a) dobi, B, Ca i Mg, (2b) B i Zn (2c)
Mg, dob i Zn. Tablica 5.

Zene. U Zenskoj populaciji (n¢=109) najznad&ajnija korelacija vidljiva je izmedu:
(1a) Ba, Ca, Mg i Sr, (1b) Cai Zn; (2) bora i kalcija te bora i dobi; (3a) B, Mg i Zn,

(3b) Mg, B, P i Zn, (3c) Sri Zn. Tablica 6.

77



Tablica 5.

p (ro) = koeficijent korelacije; p = razina znacajnosti; p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001.

Dob Ba Ca Mg Si Sr
B p (ro) | ,265
p ,016
Ba | p(ro) | -,284
p ,009
Ca | p(ro) | -251 544
p ,022 ,000
Mg | p(ro) | -,241 462 854
p ,028 ,000 ,000
P p (ro)
p
Si p (ro)
p
Sr | p(ro) | -,336 671 798 827
p ,002 000 ,000 ,000
Zn p (ro) 396 ,264
p 000 ,016

Spearmanova korelacija ranga za muskarce u uzorcima kose. ns = 83.
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Tablica 6. Spearmanova korelacija ranga za Zene u uzorcima kose, ne = 109.

p (ro) = koeficijent korelacije; p = razina znacajnosti; p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001.

Dob B Ba Ca Mg P Si Sr
B p (ro) | ,379
p ,000
Ba | p (ro)
p
Ca | p(ro) -,354 775
p .000 ,000
Mg | p (ro) -191 672 ,829
P ,046 000 ,000
P p (ro) ,209
p ,030
Si p (ro)
p
Sr | p(ro) | -,204 727 869 ,885
p ,034 000 ,000 ,000
Zn | p(ro) -,235 ,266  ,198 ,220
p ,014 ,005 ,039 ,021




5.3.2.2 Krv

Muskarci. Ovom metodom medu muskarcima (nz=70) najsnaznije su
korelacije: (1a) B i dobi, (1b) Bai Si, (1c) Cai P; (2a) Mg i dobi, (2b) Mg i B, (2c) Ba i
Sr, (2d) Ca, Mg, Si i B. Tablica 7.

Zene. Kod Zena (n¢=88) korelacije su redom zna&ajnosti izmedu: (1a) Mg, B i
dobi, (1b) B iBa, (1c) Ca, P i Si; (2) Mg i Zn; (3a) dobi, Ba, Ca i Mg, (3b) Mg, P i Sr.

Tablica 8.
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Tablica 7. Spearmanova korelacija ranga za muskarce u uzorcima krvi, ng = 70.

p (ro) = koeficijent korelacije; p = razina znacajnosti; p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001.

Dob B Ba Ca Mg P Si Sr
B p (ro) | ,552
p ,000
Ba | p(ro)
p
Ca | p(ro) ,294
p ,030
Mg | p(ro) | ,422 ,365 ,403
p ,001  ,006 ,002
P p (ro) 579
p ,000
Si p (ro) 540 ,351
p ,000 ,009
Sr | p(ro) ,352
p ,008
Zn | p(ro)
p




Tablica 8.

Spearmanova korelacija ranga za Zene u uzorcima krvi, ny = 88.

p (ro) = koeficijent korelacije; p = razina znacajnosti; p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001.

Dob B Ba Ca Mg P Si Sr
B p (ro) | ,334
p ,004
Ba | p(ro) |,243 ,462
p ,037  ,000
Ca | p(ro) -,230
p ,049
Mg |p(o) |,400 ,336 ,274 276
p ,000 ,003 ,018 ,017
P p (ro) -,320 ,720 ,283
p ,005 ,000 ,015
Si p (ro) 241 ,327
p ,039 ,004
Sr | p(ro) -,230
p ,048
Zn p (ro) ,381
p ,001
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5.3.3 Linearna korelacija

Tri najsnaznije korelacije varijabli u kosi (kalcija s barijem, magnezijem i
stroncijem) (Slike 6-8), odnosno najsnaznija u punoj krvi (kalcija s fosforom) (Slika
10) dobivene faktorskom analizom i korelacijom ranga izdvojene su i prikazane
grafi¢ki kao linearna korelacija. Uz njih prikazana je i korelacija kalcija i fosfora u kosi
(Slika 9) kao najznacajnijih osteotropnih minerala, iako izmedu njih nije dobivena
ocCekivana znacajna korelacija. Vrijednosti su logaritmirane da se moze opisati
linearna jednadzba. Za svaki odnos odredena je linearna funkcija s granicom

pouzdanosti i granicom predikcije.
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Slika 6. Linearna korelacija za Ca i Ba u kosi (Y = a-X + b).
B muskarci (&) @ zene (2)
d:Y =0,584-X - 1,936; r’ = 0,314.
Q:Y =0,888-X - 2,904; r> = 0,540.
— Linearna funkcija Y = a-X + b, - - - 0.95 granica pouzdanosti, --- 0.95 granica

predikcije.
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Slika 7. Linearna korelacija za Ca i Mg u kosi (Y = a-X + b).

B muskarci (&) @ zene (2)

4:Y=0,857-X-0,577; r>=0,731.

Q:Y=0,885X-0,652; r>=0,667.

— Linearna funkcija Y = a-X + b, - - - 0.95 granica pouzdanosti, --- 0.95 granica

predikcije.

85



1,5 -
‘Tp) 1,0_
[®)]
-
(@)}
Le)
- 0,5 -
2]
o
&
B 0,0-
_0,5_
'.l..-".l'I'I'I'I'l'l'l'|
22 24 26 28 3,0 32 34 3,6 38 40 4.2
Ca - kosa (log pug-g”)
Slika 8. Linearna korelacija za Ca i Sr u kosi (Y = a-X + b).

B muskarci (&) @ zene (2)
3:Y=1,017-X - 2,800; r? = 0,643.
Q:Y =1,000-X - 2,797; r> = 0,7083.

— Linearna funkcija Y = a-X + b, - - - 0.95 granica pouzdanosti, --- 0.95 granica

predikcije.
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Slika 9. Linearna korelacija za Ca i P u kosi (Y =a-X + b).

B muskarci (&) @ zene (2)
3:Y =0,033-X + 2,111; r? = -0,005.
Q:Y =0,054-X +1,998; r? = 0,014.

— Linearna funkcija Y = a-X + b, - - - 0.95 granica pouzdanosti, --- 0.95 granica

predikcije.
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Slika 10. Linearna korelacija za Ca i P u krvi (Y =a-X + b).

B muskarci (&) @ zene (2)

3:Y =0,399:-X + 1,869; r2 = 0,341.

Q:Y=0,570-X + 1,553; r = 0,492,

— Linearna funkcija Y = a-X + b, - - - 0.95 granica pouzdanosti, --- 0.95 granica

predikcije.
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5.4  Korelacija koncentracije pojedinih elemenata u kosi i krvi

Bivarijatnom analizom odreden je meduodnos koncentracija elemenata u kosi i
punoj krvi za pojedine ispitanike gdje su oba uzorka dostupna (nz+¢ = 158). Rabljene
su dvije komplementarne statisticke metode — raCunanje Pearsonova i Spearmanova
koeficijenta korelacije. Razina znacajnosti postavljena je na p < 0,05. Rezultati su
prikazani u Tablici 9. Evidentno ne postoji zavisni odnos koncentracija niti jednog od

testiranih elemenata u uzorkovanim bioloSkim indikatorima kose i krvi.
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Tablica 9.  Korelacija (bivarijatna analiza) izmedu koncentracija pojedinih
elemenata u kosi i punoj krvi analizirana metodama po Pearsonu i Spearmanu; ng+¢
= 158; p < 0,05 je statistiCki znacajan. Koeficijent korelacije (r i p) rangirani su kao:

0,00-0,19 vrlo slabi, 0,20-0,39 slabi, 0,40-0,59 umjereni, 0,60-0,79 jaki i 0,80-1,00

vrlo jaki 228,
Koeficijent korelacije
Element Pearson (r) p Spearman (p) p
B ,010 913 ,158 ,075
Ba -,054 ,549 -,036 ,686
Ca -,062 ,489 -,020 ,822
Mg -,036 ,691 -,049 ,584
P ,023 , 7195 ,005 ,959
Si ,097 278 ,038 ,674
Sr -,034 , 705 ,035 ,699
Zn ,009 ,923 ,011 ,900
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5.5 Referentni intervali za odredivanje adekvatnog nutritivnog statusa ili

izloZenosti elementima B, Ba, Ca, Mg, P, Si, Sr, Zn

Za graficki prikaz odnosno usporedbu distribucije frekvencija koriStena je
metoda derivata medijana. Metoda se sastoji od odredivanja ukupnog medijana
populacije ili medijana unutar skupine Zena odnosno muskaraca, ovisno o tome
postoji li razlika izmedu skupina. Po definiciji, polovica populacije nalazi se iznad
medijana (uzlazna grana medijana U), a druga polovica ispod medijana (silazna
grana medijana D). Dakle, veli€ina populacije za sredisnji medijan My je zbroj
populacije na uzlaznoj i silaznoj grani koje se nalaze oko sredisnje toCke. Obje grane
mogu se dalje dijeliti po istom principu — medijan na uzlaznoj grani Up i medijan na
silaznoj grani Dy (,medijan medijana“) u sekvencu derivata medijana (U 1,23, n-1n |
Do123..n1n). Z& svaki derivat medijana u populaciji moze se odrediti to¢na
koncentracija elementa.

Za objasnjenje konkretnog rezultata distribucije frekvencija opisani su rezultati
za kalcij u kosi. Izbor je na kalciju s obzirom na to da je, kako je ranije navedeno,
glavni element koji izgraduje kost, esencijalan je i ima jasno definiranu ulogu u
organizmu. Ostali elementi prikazani su abecednim redom.

Koncentracija kalcija (Ca) u uzorcima kose varira od 227,6 do 10111,0 pg-g™* —
kod Zena od 282,9 do 10111,0 te kod muskaraca od 227,6 do 5706,1 ug-g™.
Koristeéi prethodno navedene metode (U test i x? test) dokazana je statisticki
znacajna razlika zbog €ega su opisane dvije zasebne krivulje - odvojeno za
muskarce i za Zene. Vrijednosti derivata medijana prikazane su u Apendiksu 4a.
Temeljem dobivenih vrijednosti opisana je sigmoidna krivulja distribucije frekvencija

(Slika 11b). Da bi se kompenzirao rasap, kao i kod prikaza histograma, vrijednosti su
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prikazane na logaritamskoj skali. Uoc€ljiva su 3 podrucja — (1) donja horizontalna
asimptota, (2) uzlazni linearni segment i (3) gornja horizontalna asimptota. Koristeci
principe analize bioloskog testiranja/uzorkovanja, moze se smatrati da ista
predstavljaju (1) manjak, (2) normalan raspon i (3) suvisak. Razlika izmedu (1) i (2)
izrazenija je kod Zena nego muskaraca.

Gledajuéi dobivenu logisti¢ku sigmoidnu krivulju vidimo da razina Ca ispod
345,1 kod muskaraca (D2) i ispod 716,2 pg-g™ kod Zena (d2) predstavlja snizene
vrijednosti u kosi $to nuzno odrazava i manjak u statusu Ca u organizmu. Iznad
navedenih vrijednosti postoji linearni trend akumulacije Ca koji je karakteristiCan za
fiziolodki mehanizam zasi¢enja ??°. Krivulja doseZe plato i prelazi u horizontalni oblik
kod muskaraca iznad koncentracije od 1424,1 (U2), dok kod Zena iznad 4632,5 ug-g’
! (u2). 1znad tih vrijednosti za pretpostaviti je da se postize zasiéenje nakon &ega
slijede vrijednosti koje odgovaraju poviSenima. Za linearni segment (za muskarce
D2-U2, za zene d2-u2) opisana je funkcija linearne regresije Y = a + b-X (Slika 11b —
uokvireni segment dolje desno) s koeficijentom korelacije za muskarce r> = 0,986 i za
Zene r’ = 0,995.

Isti model kakav je opisan na Ca primijenjen je i na ostale istrazivane
elemente u oba bioloSka uzorka redom visine koncentracija (Slike 11b,c-18b,c). Na
svakom grafu prikazana je i opisana funkcija za linearni segment (D2-U2, d2-u2) u
donjem desnom kvadrantu. Vrijednosti derivata medijana prikazane su u apendiksu
(Apendiks 4a-4h). Za svaki element u kosi zasebno je uz sigmoidnu krivulju prikazan

i histogram sa krivuljom normalne raspodjele (Slike 11a-18a).
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Broj ispitanika (n)

Slika 11a.
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Normalna raspodjela kalcija u kosi.
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Slika 11b.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Ca u kosi.
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Slika 11c.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Ca u krvi.

95



Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana.

B Muskarci; @ Zene

D, U — Muskarci — silazni (D) i uzlazni (U) derivativi medijana; d, u — Zene — silazni (d)
i uzlazni (u) derivati medijana. Apscisa (X-0s) — stvarne vrijednosti koncentracije
elemenata prikazane na logaritamskoj skali (ug-g™); Ordinata (Y-0s) — veli¢ina (udio)
populacije (1,0 = 100%).

— Logisticka funkcija Y = Ay + (A1 - A2)/(1 + (X/Xo)P), - - - 0.95 granica pouzdanosti,
--- 0.95 granica predikcije. Kvadrant (dolje desno): Raspon linearne saturacije
odvojeno za &' i @ (logaritamska skala).

Vidjeti Apendiks 3 za model i Apendiks 4 za vrijednosti.

Slika 11a.  Histogram koncentracija kalcija u kosi ($irina stupca = 0,2 pg-g™). ---
Krivulja normalne raspodijele za muskarce (plavo) i zene (crveno). Oznacene su
vrijednosti medijana za svaki element za Zene i muskarce (ug-g™*/log ug-g™). Apscisa:

logaritmirane koncentracije za pojedini element (log pug-g™). Ordinata: broj ispitanika

(n).

Slika 11b.  Sigmoidna logisticka krivulja derivata medijana za Ca u kosi.
Musgkarci: Y = 1,029 + (- 0,232 + 1,029)/(1 + (X/528,4)>%%%), r? = 0,997;

Zene: Y = 1,115 + (- 0,017 + 1,115)/(1 + (X/2204,4)%"™°), r* = 0,999.
Slika 11c.  Sigmoidna logistiCka krivulja derivata medijana za Ca u krvi.

Muskarci: Y = 0,978 + (0,024 + 0,978)/(1 + (X/60,1)**97%), r* = 0,997;

Zene: Y = 1,072 + (0,010 + 1,072)/(1 + (X/63,7)"*%), r* = 0,998.
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Slika 12b.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Zn u kosi.
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Sigmoidna logistiCka krivulja derivata medijana za Zn u krvi.
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Slika 12a.  Histogram koncentracija cinka u kosi (Sirina stupca = 0,2 pg-g™%). ---
Krivulja normalne raspodijele za muskarce (plavo) i Zene (crveno). Oznacene su
vrijednosti medijana za svaki element za Zene i muskarce (ug-g/log pg-g™). Apscisa:

logaritmirane koncentracije za pojedini element (log pg-g™). Ordinata: broj ispitanika

(n).

Slika 12b.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Zn u kosi.
Muskarci: Y = 1,010 + (0,025 + 1,010)/(1 + (X/194,2)%8), r* = 0,997;

Zene: Y = 0,979 + (0,014 + 0,979)/(1 + (X/185,7)>°*), r? = 0,999.
Slika 12c.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Zn u krvi.

Muskarci: Y = 0,988 + (0,017 + 0,988)/(1 + (X/6,480)*2%%), r? = 0,999;

Zene: Y = 1,001 + (0,015 + 1,001)/(1 + (X/5,686)**%%%), r* = 0,999.
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Slika 13a.  Normalna raspodjela fosfora u kosi.
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Slika 13b.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za P u kosi.
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Slika 13c.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za P u krvi.
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Slika 13a.  Histogram koncentracija fosfora u kosi (irina stupca = 0,2 pg-g™). ---
Krivulja normalne raspodijele za muskarce (plavo) i Zene (crveno). Oznacene su
vrijednosti medijana za svaki element za Zene i muskarce (ug-g/log pg-g™). Apscisa:

logaritmirane koncentracije za pojedini element (log pg-g™). Ordinata: broj ispitanika

(n).

Slika 13b.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za P u kosi.
Muskarci: Y = 1,005 + (- 0,052 + 1,005)/(1 + (X/154,5)"%Y), r* = 0,999;

Zene: Y = 0,971 + (- 0,030 + 0,971)/(1 + (X/142,1)"9%), r* = 0,997.
Slika 13c.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za P u krvi.

Muskarci: Y = 0,998 + (0,052 + 0,998)/(1 + (X/382,7) %), r? = 0,993;

Zene: Y = 0,989 + (- 0,013 + 0,989)/(1 + (X/369,4)*°%%), ? = 0,997.

104



30 -
h 3

0 @

25

20

15 -

Broj ispitanika (n)

10 +

(log 1,755)

56,93 _

7

2%

21920
(log 2,283)

v -

1,0

1,5

2,0

25 3,0 3,5

Koncentracija Mg u kosi (log ug-g’)

Slika 14a. Normalna raspodjela magnezija u kosi.
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Slika 14b.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Mg u kosi.
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Slika 14c.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Mg u krvi.
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Slika 14a.  Histogram koncentracija magnezija u kosi ($irina stupca = 0,2 ug-g™). --
- Krivulja normalne raspodjele za muskarce (plavo) i Zzene (crveno). Oznacene su
vrijednosti medijana za svaki element za Zene i muskarce (ug-g/log pg-g™). Apscisa:

logaritmirane koncentracije za pojedini element (log pg-g™). Ordinata: broj ispitanika

(n).

Slika 14b.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Mg u kosi.
Muskarci: Y = 0,992 + (- 0,233 + 0,992)/(1 + (X/51,9)*?%°), r* = 0,996;

Zene: Y = 1,041 + (- 0,025 + 1,041)/(1 + (X/185,7)%7%), r* = 0,999.
Slika 14c.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Mg u krvi.

Muskarci: Y = 0,979 + (0,013 + 0,979)/(1 + (X/31,9)*"%), r? = 0,992;

Zene: Y = 0,986 + (0,0006 + 0,986)/(1 + (X/31,65)39%8) r? = 0,999.
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Slika 15a.  Histogram koncentracija silicija u kosi ($irina stupca = 0,2 pg-g™%). ---
Krivulja normalne raspodijele za muskarce (plavo) i Zene (crveno). Oznacene su
vrijednosti medijana za svaki element za Zene i muskarce (ug-g/log pg-g™). Apscisa:

logaritmirane koncentracije za pojedini element (log pg-g™). Ordinata: broj ispitanika

(n).

Slika 15b.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Si u kosi.
Muskarci: Y = 1,000 + (0,023 + 1,000)/(1 + (X/22,46)>>*°), r* = 0,999;

Zene: Y = 0,987 + (0,006 + 0,987)/(1 + (X/36,80)>%"), r* = 0,997.
Slika 15c.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Si u krvi.

Muskarci: Y = 1,011 + (0,027 + 1,011)/(1 + (X/1,877)"?"), r* = 0,996;

Zene: Y = 1,002 + (0,052 + 1,002)/(1 + (X/0,934)"°%"), r? = 0,992.

112



1,156 8 @ 3,490

(log 0,063) [ (log 0,543)
3

20 -
=

g 15-
=
S
a
@2

.§, 10 -
o

5 4

Q- T T ¥ T T T T
40 0,5 0,0 05 1,0 15 2,0

Koncentracija Sr u kosi (log ug-g”)

Slika 16a.  Normalna raspodjela stroncija u kosi.

113



1,0 -

0,8 4

0,6

04

VeliCina populacije

0,2

0,0

MEDIJAN &
(1,156 ug-g")

‘ medijan ¢
(3,490 pg-g")

Y =0,895X + 0,065
F=0090 & °
7.411 ug-q"-

1,093 ug-g’
| |

1,0 10,0 :

0,433 pg-g’ 3,315 pg-g’
Y =0,869-X + 0,438

r* = 0,998

B Muskarci

Slika 16b.

Sr - kosa (log ug-g”)

Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Sr u kosi.

114



1,0 -

0,8 4

MEDIJAN & &
(0,0137 ug-g")§

0,6 H

medijan 2
(0,0142 pg-g")

04

VeliCina populacije

Y =2,496-X + 5,113
d24—pu2

r=0,998
0,0099 pg-g’ 0,0199 pg-g"
0,2 -
0,010
ld5 | :
¥ ] 0,0096 pg-g" 0,0213 pg-g’
; D4 . Y =2,206-X + 4,584
- 2 +—>
0’0 D5 . D2 r =0,995 H
- M Muskarci
46 DB s
L L] I I
0,01 0,1

Sr - puna krv (log ug-g™)

Slika 16c.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Sr u krvi.

115



Slika 16a.  Histogram koncentracija stroncija u kosi (irina stupca = 0,2 pg-g™). ---
Krivulja normalne raspodijele za muskarce (plavo) i Zene (crveno). Oznacene su
vrijednosti medijana za svaki element za Zene i muskarce (ug-g/log pg-g™). Apscisa:

logaritmirane koncentracije za pojedini element (log pg-g™). Ordinata: broj ispitanika

(n).

Slika 16b.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Sr u kosi.
Muskarci: Y = 1,081 + (- 0,196 + 1,081)/(1 + (X/0,999)*4%Y) r? = 0,998;

Zene: Y = 1,014 + (0,009 + 1,014)/(1 + (X/3,294)"%%8) r? = 0,997.
Slika 16c.  Sigmoidna logistiCka krivulja derivata medijana za Sr u krvi.

Muskarci: Y = 0,984 + (- 0,094 + 0,984)/(1 + (X/0,013)**1%), r* = 0,999;

Zene: Y = 1,008 + (- 0,031 + 1,008)/(1 + (X/0,014)>%*"), r* = 0,999.
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Slika 17a.  Histogram koncentracija bora u kosi (§irina stupca = 0,2 pg-g%). ---
Krivulja normalne raspodijele za muskarce (plavo) i Zene (crveno). Oznacene su
vrijednosti medijana za svaki element za Zene i muskarce (ug-g/log pg-g™). Apscisa:

logaritmirane koncentracije za pojedini element (log pg-g™). Ordinata: broj ispitanika

(n).

Slika 17b.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za B u kosi.
Muskarci: Y = 1,090 + (- 0,008 + 1,090)/(1 + (X/1,841)*°%), r* = 0,999;

Zene: Y = 0,978 + (- 0,017 + 0,978)/(1 + (X/0,872)%?%%), r* = 0,997.
Slika 17c.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za B u krvi.

Muskarci: Y = 0,967 + (- 0,054 + 0,967)/(1 + (X/0,045)>*'%), r* = 0,994;

Zene: Y = 0,981 + (- 0,019 + 0,981)/(1 + (X/0,035)%%%), r* = 0,999.

120



0,523 & Q 0,960

(log -0,281) [ (log -0,018)
3
20 -
<
g 15
c
2 /
& -
.§, 10 -
om
5 -l
5 / ]
1 1 ¥ 1 L 1 " 1 L 1 L) 1
-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Koncentracija Ba u kosi (log pg-g”)

Slika 18a.  Normalna raspodjela barija u kosi.

121



Usnl ........ l - ------- l
1,0 usa % .L
0,8 1
@
KS)
& 064 MEDUANG
a (0,523 pg-g”)
g medijan ¢
© (0,960 ug-g")
o]
2 04
S T E e
@ Zene
Y =0,823-X + 0,512
d2 < » u2
r=0,997
0’2 i ; 0,340 pg-g' 2,536 pg-g’
D4 1,0
1057 | %%
D6 ¥ F 0.263 g1 1193 ugg’
0 0 L’ ’_ ] 52 Y=1,184-X + 0,826U2
v T ‘Q d5 r=0,987
L B Muskarci
do: 0000 s e e
- . , . -
0,1 1 10

Slika 18b.

Ba - kosa (log ug-g”)

Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Ba u kosi.

122



1,0 -

0,8 4

0,6 H

VeliCina populacije

medijan e

-'.‘

(00238 ug-g") 7 7J;

MEDIJAN &
(0,0406 ug-g")

0.4 -
@ Zene
Y =0,450-X + 0,453
: d2 < » u2
................. ¥ = 0,925
0,019 pg-g” 0,046 pg-g"
0,2 4 1
£0,001 0,010 0,100:
{pe| |} LT
l - 3 2 0,021 pg-g"’ 0,062 pg-g" -
" o (i S Y =0,447-X - 1,291 :
41 oE5@ D2 < > U2
0,0 £ ‘_| d4 ¢ = 0,888
d5. B Muskarci
s (o e
LB ] l| - - L] L} L] LI B I ) l' L] L] L B Il L] LB L II
0,001 0,010 0,100 1,000

Slika 18c.

Ba - puna krv (log pg-g”)

Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Ba u krvi.

123



Slika 18a.  Histogram koncentracija barija u kosi (8irina stupca = 0,2 pg-g%). ---
Krivulja normalne raspodijele za muskarce (plavo) i Zene (crveno). Oznacene su
vrijednosti medijana za svaki element za Zene i muskarce (ug-g/log pg-g™). Apscisa:

logaritmirane koncentracije za pojedini element (log pg-g™). Ordinata: broj ispitanika

(n).

Slika 18b.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Ba u kosi.
Muskarci: Y = 1,008 + (- 0,023 + 1,008)/(1 + (X/0,510)>°%%), r* = 0,999;

Zene: Y = 1,010 + (- 0,038 + 1,010)/(1 + (X/0,929)*°""), r* = 0,998.
Slika 18c.  Sigmoidna logisti¢ka krivulja derivata medijana za Ba u krvi.

Muskarci: Y = 0,995 + (0,082 + 0,995)/(1 + (X/0,042)*"%%), r* = 0,973;

Zene: Y = 1,153 + (- 0,003 + 1,153)/(1 + (X/0,021)*%°"), r* = 0,978.
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5.6 Komparativha multielementna analiza

Sumarno, iznosimo pregled rezultata komparativne analize multielementnih
profila po elementima, odvojeno za kosu i punu krv (Tablica 10a i 10b). U tablici su
prikazani medijani za muskarce i za Zene, te rasponi koncentracija koji se odnose na
segment sigmoidnih krivulja gdje se sustav ponas$a linearno (za muskarce D2 — U2,
za zene d2 — u2). Izdvojeni su i rezultati usporedbe koncentracija po spolovima. Kao
statistiCki znaCajne razlike izmedu muskaraca i zena uzeti su rezultati koji su
potvrdeni sa oba kori$tena testa — Mann-Whitney U test i X* test; M > Z gdje je
koncentracija elementa u uzorkovanom tkivu ve¢a u muskoj populaciji, odnosno Z >
M gdje je veéa u Zenskoj populaciji te M = Z gdje se nije potvrdila spolna razlika sa

oba testa.
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Tablica 10a. Komparativha multielementna analiza u kosi.

Element  Medijan (ug-g™) Raspon (ug-g™) Razlika u
Z(9) M (3) d2 —u2 D2 - U2 koncentracijama
B 0,860 1,623 0,434 -2,570 0,578 — 4,766 M>7Z
Ba 0,960 0,523 0,340 — 2,536 0,263 —-1,193 Z>M
Ca 2038,0 592,0 716,2 — 4632,5 345,1 — 1424,1 Z>M
; Mg 56,9 192,0 68,7 — 505,9 35,6 —149,1 Z>M
o
¥ .
P 141,0 155,2 115,7 -197,7 121,0 - 205,4 M>Z
Si 34,5 21,9 16,6 — 106,7 10,5-47,3 Z>M
Sr 3,490 1,156 1,093 -7,411 0,433 - 3,315 Z>M
Zn 184,0 193,8 131,6 — 264,6 127,0 — 256,8 M=7
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Tablica 10b

. Komparativha multielementna analiza u punoj krvi.

Element  Medijan (ug-g™) Raspon (ug-g™) Razlika u
Z(9) M (3) d2 —u2 D2 - U2 koncentracijama
B 0,0358 0,0523 0,018 - 0,076 0,024 - 0,145 M=Z
Ba 0,0238 0,0406 0,019 - 0,046 0,021 - 0,062 M>Z
Ca 62,30 59,93 48,45 -77,78 50,60 - 77,20 M=7
> Mg 31,51 31,35 27,78 -37,21 27,72 — 38,78 M=7
x
Y
P 366,4 386,0 316,0 —452,0 332,0-418,0 M=7
Si 0,980 1,740 0,000 - 2,820 0,383 — 11,967 M=7
Sr 0,0142 0,0137 0,0099 -0,0199 0,0096 —0,0213 M=2Z
Zn 5,70 6,53 4,89 — 6,54 550-760 M>Z
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6 RASPRAVA

Kost je dinamicno tkivo koje se neprekidno remodelira tijekom cijeloga Zivota.
Kostur Covjeka sastoji se od 206 kostiju i igra nekoliko esencijalnih uloga u ljudskom
tijelu kao Sto su potpora, zastita vitalnih struktura, omogucavanje pokreta te sluzi kao
metaboliCki rezerovar kalcija, magnezija, fosfora i drugih minerala nuznih za
homeostatske funkcije. Sastoji se od organske i anorganske frakcije. Organski
matriks daje fleksibilnost i snagu, a sastoji se od osteoblasta, osteoklasta, osteocita,
globularnih proteina (osteonektina i osteokalcina), proteoglikana i glikoproteina **°.
Anorganski dio €ini 65% ukupne kostane mase i €ini ga hidroksiapatit. Kosti takoder
sadrze i neke elemente u tragovima koji mogu biti esencijalni i/ili toksi¢ni, ovisno o
koncentraciji *°.

Gustoca kosti odnosno sastav razlikuje se izmedu muskaraca i Zena. Razlike
postoje u gustoCi na odredenim mjestima u skeletu, i samim time sklonosti
frakturama, i kod potpuno istog unosa kalcija. Zene imaju manju gustoéu mjerenu na
distalnom radijusu, a veéu u lumbalnoj kraljeznici i vratu femura #*°. Razina svih
biljega kostane pregradnje (kostana alkalna fosfataza, prokolagen-I C terminalni
propetid, osteokalcin i urinarni N-telopeptid tipa | kolagena) raste s dobi u Zena, a
najizrazenija je poslije menopauze. Porastom dobi smanjuje se gustoc¢a kosti, a
navedena promjena izrazenija je kod Zena. Nadalje, poviSeni biljezi koStane
pregradnje koji ukazuju na brzu stopu koStanog obrtaja (eng. turnovera) povezani su

sa smanjenom ko$tanom masom u oba spola #*.

U biomedicini se, kao pravilo, koriste neparametrijske metode osim u slucaju

da forma distribucije (Gaussova) nije razmjerno sigurno utvrdena ili moze biti
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postignuta transformiranjem koristeci funkcije nad originalnim setom podataka kao
$to su npr. logaritamske (power), drugog korijena ili eksponencijalne funkcije 23%2%.
Ovo je vrlo vazan aspekt zbog toga Sto se arbitrarne pretpostavke donose o
normalnosti (u skladu sa Gaussovim modelom) distribucije vrijednosti za dano
mjerenje u razliCitih subjekata, dok bi isto sigurno vrijedilo za viSekratna (ponovljena)
mjerenja istih podataka u iste individue %**. Drugim rije¢ima, u vedini slu¢ajeva se za
distribuciju vrijednosti u zdravih ispitanika ne moze pretpostaviti da je normailna.
Razli¢ite statisticke metode osmisljene su da bi se odredio tip distribucije. U ¢lanku
objavljenom 2011.g. u The Journal of Staistical Modeling and Analytics #*° zakljuéeno
je da Shapiro-Wilkov test ima najvecu snagu za odredenu znacajnost nakon ¢ega
slijede Anderson-Darling, Kolmogorov-Smirnov i Lilliefors test. Nadalje, izgled
histograma koristan je za procjenu outliera i aberantnih vrijednosti, modova, te nekih
osobina krivulje kao §to su skewness i kurtosis (statisticke mjere asimetrije i
L,usiljenosti“ krivulje).

U ovom istrazivanju, za procjenu normalnosti distribucije koriSteni su Shapiro-
Wilkov test te kao potvrda nalaza Kolmogorov-Smirnov test *. Kako se radi o
distribucijama koncentracija (u kosi i punoj krvi) koje ne prate normalnu krivulju, za
usporedbu skupina po spolu koriSten je Mann-Whitney U test kao neparametrijska

alternativa t-testu.

Potrebno je detaljnije osvrnuti se na razliku u metabolizmu ispitanih elemenata
izmedu muskaraca i Zzena. Analizirano je osam elemenata koji pokazuju afinitet za
odlaganje u kost; abecednim redom: bor, barij, kalcij, magnezij, fosfor, silicij, stroncij i
cink. Od njih neki imaju jasno definiranu ulogu u koStanom metabolizmu (Ca, Mg, P,

Zn), neki ne potpuno jasnu fiziolosku funkciju (Si, Sr, B), dok za Ba nemamo
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podataka je li u fizioloSkim koncentracijama, kakve nalazimo u kostima toksi¢an.
Vrijednosti makroelemenata (Ca, Mg, P) i nekih elemenata u tragovima (Zn) u
bioloskim uzorcima, prvenstveno serumu, Cesto su odredivane i njihove vrijednosti
imaju poznate referentne raspone veéim dijelom zbog potrebe klinicke prakse **2, dok
dozvoljeni rasponi vrijednosti za ve€inu ostalih elemenata u tragovima (B, Ba, Si, Sr)
nisu odredeni. Takoder niti za jedan od navedenih elemenata nije poznato postoji i
metaboliCka razlika izmedu muskaraca i zena koja bi rezultirala razlicitim
vrijednostima u bioloSkim uzorcima pune krvi i kose. Tek najnoviji pojedinacni
izvjestaji na ve¢im uzorcima za neke ¢esc¢e analizirane elemente (Ca, Mg, Zn)

navode razlike koncentracija ovisnih o spolu 2°*.

Svih 8 elemenata odredeno je simultano u sva 192 uzorka kose (109 Zena i 83
muskarca), a U testom dobivene su statistiCki znacajne razlike u kosi za 7 od 8
elemenata i ti su nalazi potvrdeni x? testom usporedujuéi broj muskaraca odnosno
Zena ispod i iznad zajedni¢kog medijana. Zene imaju statisti¢ki znacajno vise
koncentracije u kosi, uvjetno receno, vecine glavnih elemenata koji ¢ine kost. U
prvom redu to je kalcij (p vrijednost Mann-Whitney U testa [py] < 0,001, medijan za
muskarce [Mz] = 592,0, medijan za zene [M¢] = 2038,0 ug-g™t), nakon &ega slijede
magnezij (pu < 0,001, Mz = 56,9, Mo = 192,0 ug-g™), silicij (pu < 0,001, Mz = 21,87,
Mo = 34,49 ug-g™), stroncij (py < 0,001, My = 1,156, Mo = 3,490 ug-g™), te
neesencijalni barij (py < 0,001, Mz = 0,523, Mo = 0,960 ug-g™). Kod muskaraca su u
kosi ovom vrstom statistiCke analize znac¢ajno viSe vrijednosti fosfora (py = 0,012, M
=155,2, Mo =141,0 ug-g™) kao esencijalnog elementa i uz Ca i Mg najznacajnijeg u

koStanom metabolizmu i neesencijalnog bora (py < 0,001, Mz = 1,623, Mo = 0,860
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ug-g™). Jedini element za koji se nije nasla razlika ovisna o spolu u kosi je cink (py =
0,729, Mz =193,8, Mo = 184,0 ug-g™). Detalji u Apendiksu 1, i Tablicama 1 i 10.

Od ukupno 192 ispitanika, krv je analizirana u 158 slu€ajeva od kojih su 88
Zene i 70 muskaraca. Preostala 34 uzorka (21 zena i 13 muskaraca) izgubljena su
prije postupka analize. U slu€aju samo 4 ispitanika (2 Zzene i 2 muskarca)
koncentracije Ca i P ista 4 ispitanika imalo je koncentracije ispod razine granice
detekcije koja za Ca iznosi 0,12 pg-g™*, a za P 0,33 pg-g™. U sluéaju silicija 20 je
ispitanika, od ¢ega 14 Zena i 6 muskaraca, imalo koncentracije ispod razine granice
detekcije koja je u tom sluéaju iznosila kao i za Ca - 0,12 pg-g™. U svim ostalim
uzorcima odredili smo koncentracije B, Ba, Mg, Sri Zn. Treba imati na umu da je za
ovakva istraZivanja pouzdanije gledati ukupne vrijednosti elemenata u punoj krvi
nego pojednoj komponenti jer odredivanje elementa u plazmi moze dati lazno visoke
vrijednosti zbog hemolize zbog ¢ega je onda potrebno uzeti u obzir i vrijednosti
Zeljeza 2%

Definitivna razlika ovisna o spolu u uzorcima pune krvi, koristeé¢i oba testa (U
test i X test), potvrdena je samo za dva elementa gdje u oba slu¢aja muskarci imaju
znacajno viSe koncentracije u odnosu na zene — barij (py = 0,025, M3 = 0,0406, Mo =
0,0238 ug-g™) i cink (py < 0,001, M = 6,530, Mo = 5,700 ug-g™). Koriste¢i se Mann-
Whitneyjevim U testom znacajna razlika nadena je u korist muskaraca za bor (py =
0,020, M = 0,0523, Mo = 0,0358 pg-g™) i silicij (py = 0,006, M = 1,740, Mo = 0,980
ug-g™) koja nije potvrdena x? testom (B: p vrijednost x*-testa [p,2] = 0,372; Si: py2 =
0,211). Stoga mozemo govoriti o tendenciji da muskarci imaju poviSene vrijednosti
ova dva elementa u krvi $to je vidljivo i na grafiCkom prikazu derivata medijana (Slika
12c i 18c). Tendencijom smatram razli€it interpretativni statistiCki nalaz izmedu Mann-

Whitney U testa i x° testa. Zanimljivo je da ni u sluéaju jednog elementa Zene nemaju
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poviSene vrijednosti u punoj krvi §to bi se moglo potvrditi koristeci oba testa.
Povigene vrijednosti u Zenskoj populaciji u krvi pokazuje kalcij temeljem x? testa (Py2
< 0,001) dok U testom tu razliku nisko dokazali (py = 0,405, Mz = 59,93, Mo = 62,30
ug-g™). Isto vrijedi i za fosfor (py2 = 0,050, py = 0,396, Mz = 386,0, Mo = 366,4 ug-g’
1). Dva elementa koja definitivno ne pokazuju razlike ovisne o spolu su, pak, dva koja
u kosi najbolje koreliraju sa kalcijem. Rije€ je o magneziju (py = 0,493, M+ = 31,35,
Mo = 31,51 ug-g™) i stronciju (py = 0,754, M = 59,93, Mo = 62,30 ug-g™).

Sto se tige koherentnosti dobivenih vrijednosti, nage dobivene koncentracije
usporedive su sa onim rasponima dobivenim od strane drugih autora o ¢emu ce biti
detaljnije kasnije. Za detalje vidjeti Apendiks 1 i 2.

Nalazi zna€ajno poviSenih vrijednosti Ca, Mg, Si, Sri Ba u kosi Zena (u
odnosu na muskarce) govore u prilog tomu da kosa ima potencijal indikatorskog tkiva
koStanog metabolizma, odnosno, koStanog obrtaja u zdravoj populaciji. Pogotovo se
to odnosi na Ca koiji €ini najvedi dio vlasi (63% od zbroja koncentracija testiranih
elemenata), slicno kao i u kosti gdje je najzastupljeniji element; peti je po
zastupljenosti u cijelom organizmu nakon kisika, ugljika, vodika i duSika €inec¢i 1,4%
ukupne mase tijela #*3. | ranije se analiza elemenata u tragovima koristila za procjenu
koStanog obrtaja u patoloskim stanjima kao $to je u slu€aju pacijenata na
hemodijalizi. Potvrdene su poviSene vrijednosti Ca i Mg, a uz njih i Zeljeza (Fe),
aluminija (Al) i kroma (Cr) u kosi, ali i u krvi bez znacajnije korelacije izmedu
uzorkovanih tkiva '. Definitivno postoji potreba za dugoro&nim (engl. long-term)
biomarkerom intermedijarnog metabolizma elemenata s obzirom da je i sama
trabekularna kost vrlo heterogeno tkivo u cijelom skeletu. Znacajne razlike izmedu

muskaraca i Zena vidljive su na nekim, ali ne i na svim mjestima u tijelu #*2.
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Visoke vrijednosti Ca u kosi koriStene su kao indikator poremecaja u
metabolizmu Ca i kosti %. Uz to, predloZeno je da su razine Ca i Mg u kosi
premenopauzalnih Zena pouzdaniji pokazatelj kostane mineralne gustoce kraljeznice
od njihovih vrijednosti u serumu . Prema Songu *, poreme¢aji u biodostupnosti
kalcija, demineralizaciji kosti i okoStavanju mekih tkiva te hormonalni poremecaiji
moguca su objasnjenja ovih abnormalnosti. Danas se smatra da zbog kontinuiranog
mehanizma izmjene kalcija koji je sadrZzan u kosti i onog kalcija koji se nalazi u krvi,
dokle god postoji adekvatna koli€ina kalcija u krvi, i njegova koli€ina u kosti ostaje
konstantna. No, ako razina u krvi po¢ne padati, tijelo resorbira viSe Ca iz kosti nego i
se moze u nju vratiti $to rezultira gubitkom mineralne koStane mase. Adekvatna
razina Ca u krvi vitalna je za mnoge tjelesne funkcije tako da nas§ metabolizam ne
tolerira nedostatak ni na krac¢i vremenski period za $to se misli da moZze uzrokovati
znacajno slabljenje kostiju.

Biodostupnost, metabolizam i status kalcija u organizmu pod utjecajem je ne
samo ukupnog unosa Ca vec i vitamina D i ostalih ¢imbenika kao Sto su prisustvo
promotora odnosno inhibitora apsorpcije u konzumiranoj hrani, dodatnih ¢imbenika
specificnih za organizam kao $to su zdravlje, hormonski status, fiziCka aktivnost i
lijekovi koji mogu utjecati na apsorpciju Ca **°. Primjerice, glavna posljedica
nedostatka vitamina D je poremecaj intestinalne apsorpcije Ca koju prati serija
adaptacijskih/kompenzacijskih odgovora. U prvom redu, snizena razina serumskog
Ca?* stimulira izlugivanje paratireoidnog hormona (PTH) koji dalje poti¢e produkciju
aktivnog metabolita vitamina D (1,25-(OH),D) posljedi¢no poveéavajuci intestinalnu
apsorpciju Ca. Kao dodatak toj parcijalnoj adaptaciji, PTH potiCe i bubreznu

reapsorpciju Ca (pozitivha kompenzacija), ali ubrzava resorpciju kosti (negativna
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kompenzacijska akcija) *°. Uslijed fiziolodkih kompenzacijskih mehanizama, razina

Ca u organima, tkivima i kosi posljedica je viSe varijabli.

U literaturi do sada ne postoji mnogo podataka o spolnim razlikama ovih osam
elemenata u uzorcima kose i pune krvi. Opisana je razlika u slucaju Ca, MgiZnu

poljskoj populaciji °*°

gdje Zzene imaju viSe Ca i Mg u kosi bez objasnjenja po pitanju
etiologije. Takoder, u kosi postoji povecanje omjera Ca/P i Ca/Mg ovisno o dobi uz
signifikantno veéi prvo navedeni omjer u Zenskoj populaciji *3. Poznato je da estrogen
ima snazan ucinak na minerale i funkcije u Cijim regulacijama sudjeluju. Prvenstveno
se to odnosi na kalcij, kalij i bakar, a u manjoj mjeri i na magnezij, natrij, cink i fosfor
238 Nasi rezultati potvrduju hipotezu da se vrijednosti osteotropnih elemenata u kosi
kao dugoro¢nom metabolickom indikatoru razlikuju. Kako su metabolizam Ca i Mg
najvise vezani uz funkciju estrogena, za ocekivati je da ¢e ovi elementi pokazivati i
najznacajnije razlike u koncentracijama.

Manjak estrogena u menopauzi poti€e gubitak spongiozne i kortikalne kosti.
Znacajno povisena resorpcija sponginozne kosti dovodi do opceg gubitka kostane
mase i razaranja kostane arhitekture zbog resorpcije i mikrofraktura. Ovaj u€inak

posredovan je putem nekih citokina, najvjerojatnije IL-1 i IL-6 #*.

Jedno od vaznijih pitanja u ovoj disertaciji je i pitanje korelacije pojedinih
varijabli, odnosno jesu li validirani rezultati u kosi sa nekim drugim tkivom koje se
CesSce koristi kao bioindikator, npr. puna krv, plazma, serum ili urin. Takva pitanje bila
bi od interesa odlu¢imo li usporedivati odredeni kratkoro¢ni biomarker sa nekim
drugim kratkoro€nim odnosno dugoro¢ni sa nekim drugim dugoro&nim biomarkerom.

Rezultati izneseni u Tablici 9 pokazuju da ne postoji medusobno zavisni odnos
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izmedu kratkoroCnog i dugorocnog biomarkera pune krvi i kose u procjeni statusa
organizma po pitanju niti jednog od elemenata koji su predmet ove disertacije. Niti
jedan od nasih testiranih elemenata ne pokazuje statist¢ki zna€ajnu korelaciju

izmedu kose i pune krvi. Sliéno smo dokazali i u slugaju joda #*2.

PoviSene vrijednosti Ca i Mg u kosi povezane su sa smanjenim ukupnim
statusom tih elemenata u organizmu. Takoder, vrlo visoke vrijednosti Ca (>1900
ug-g™t) u Zena sa primarnim hiperparatireoidizmom ili hipertireoidizmom upuéuju na to
da kosa djeluje kao maniji ekskrecijski organ odraZavajuéi mobilizaciju Ca iz kosti u
oba patoloska stanja *2. Nadalje, visoki unos vitamina D pozitivno je koreliran sa
odlaganjem Ca u kosu %%

Pozitivna korelacija Ca i Mg u kosi (p<0,001) u skladu je sa ranijim
istrazivanjima 2°3%2%324 v/ii unos Mg moZe rezultirati vi§im sadrzajem Ca u kosi. To
se objasnjava sinergistickim djelovanjem ovih elemenata u tijelu, a enzim involviran u
proces aktivacije bubrezne hidroksilacije vitamina D vjerojatno je ovisan o magneziju
243.

IstraZivanje elemenata u kosi pokazalo je da Ca, Mg i Srimaju sinkrono
poviSene, odnosno sniZzene koncentracije. Dakle, nije neoCekivano da Mg i Sr
pokazuju iste spolne razlika kao i Ca. Za razliku od Ca i Sr, Mg je viSe vezan uz
odgovora na stres i njegove ucinke. Poznato je protektivnho djelovanje magnezija na
induciranu mineralizaciju mekih tkiva (kalcifilaksa) 2*°. Kao i Ca, magnezij je poglavito
unutarstani¢ni mineral, usporava aktivnost nadbubreznih Zlijezda i to ga Cini vitalnim
protustresnim mineralom 3. Uz navedene u kosi u istu skupinu spadaju i
neesencijalni Ba te Zn. Za razliku od ostalih osteotropnih elemenata, Zn je jednini koji

u kosi ne pokazuje statisti¢ki zna¢ajnu razliku ovisnu o spolu.
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I u krvi kao kratkoro€nom pokazatelju, korelacija Ca i P kao dva meduzavisna
osteotropna elementa oCekivana je. Visoke vrijednosti kalcija i fosfora te snizene
magnezija u serumu povezane su sa rizikom ubrzanog razvoja ateroskleroze i nagle
sréane smrti >*°. Slijede one izmedu Ba i Sr, te dobi sa B, Mg i Si. Moguéa
metaboliCka ovisnost biti Ce opisana kasnije u tekstu. Svi ovi rezultati upucuju na to
da se za procjenu nutritivnog statusa odredenog elementa isti ne moze proucavati
zasebno vec u okviru cjelokupne bioloSke matrice ili barem uz pratece ,kljuc¢ne®

elemente.

Jedna od razlika, koja se moze Ciniti medu elementima, je ona temeljena na
tome jesu li oni esencijalni za ljudsko zdravlje ili nisu. S ovog gledista dobro je
poznato kakvu neposrednu ulogu igraju neki elementi u ljudskom organizmu u
manjim ili ve€im koncentracijama. S druge strane pak, neke vitalne biokemijske
funkcije mogu biti potaknute minimalnim koli¢inama nekih elemenata u tragovima. A
Cesto se stajaliSte po pitanju esencijalnosti mijenja ovisno o novim dokazima. Primjer
za to je Zn koji je godinama smatran toksi¢nim, potom neutralnim, da bi danas imao
nezamjenjivo mjesto u brojnim enzimima (viSe od 100 razli€itih), a sastavni je dio svih
Sest skupina enzima %',

S ovom slozenom viSedimenzionalnom slikom na umu, prili€no je ocito da
postoje dvije bazi¢no razliCite potrebe za prisustvom elemenata u tijelu., tj. esencijalni
elementi moraju postojati u zadanom intervalu koncentracija optimalnom za fizioloSko
odvijanje vitalnih procesa, dok potencijalno toksi¢ni elementi trebaju postojati u
najmanjoj moguc¢oj mjeri. U prvom slu€aju, koli€ine i dozvoljene oscilacije regulirane
su homeostatski kontroliranim mehanizmima koji obnavljaju idealnu ravnotezu kada

god je ona naru$ena. To je moguce oslobadajudi tvari iz tjelesnih rezervi kada nije
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moguce povecati apsorpciju u slu€aju deficita ili izlu€ivanjem viska kada isti nastane.
Ocito, prehrambene navike, Zivotni stil, karakteristike podneblja i spol utjeCu na ove
intervale; dakle, oni mogu varirati do odredene granice od jedne populacije do druge
248.

Ovakve granice iznimno su korisne da se definiraju normalne vrijednosti za
jasno odredene populacije. Devijacije izvan takvih okvira mogu ukazivati na moguce
patolosko stanje te uputiti na daljnju obradu, a sasvim suprotno, za neesencijalne
elemente, pravila bi bila drugacija. lako bi njihova koncentracija u bioloskim tkivima
trebala biti nula, pragmati¢niji je pristup sa tolerabilnim vrijednostima, odnosno
pragom (engl. treshold) vrijednosti ispod kojega bi njihove Stetne posljedice po
organizam bile zanemarive. Ova strategija izrade referentnih vrijednosti bolja je kada
se izvodi iz zdravih pojedinaca i osobito u€inkovita u evaluaciji podjela i isklju¢nih
kriterija za podgrupe opc¢e populacije. U procesu dijeljenja rabe se kategorije kao $to
su dob i spol od kojih svaka traZi specifican pristup. Odredivanjem referentnih
vrijednosti dolazimo do odredivanja referentnih intervala odnosno granica

pouzdanosti i predikcije 2*°.

6.1 Kosa i krv kao biomarkeri

Kosa je u sustini organski filamentozni polimer. Folikul dlake stvara protein
keratin koji snazno kelira minerale, a stvara zastitni sloj koji sprje€ava gubitak
nakupljenih elemenata a time daje vecu kemijsku stabilnost nekim elementima (Ca,
Mg, Zn) nego, npr. onima testiranima iz krvi >*°. Kao i kosti te drugi organi, kosa sluzi
kao tkivo za odlaganje esencijalnih minerala kako i onih toksi¢nih za ljudsko zdravlje

(npr. olovo) koji nestaju iz krvi u roku od nekoliko sati. 1z tog razloga kosa je odli¢an
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biologki materijal za biopsiju. Maugh *’ je u Science predloZio da analiza minerala u
kosi ima potencijal da upotpuni urin i krv kao dijagnosticko sredstvo. Istaknuo je da
se lako prikuplja, pohranjuje i analizira. Koncentracija elemenata je 10-50 puta viSa u
usporedbi s krvi (osim zZeljeza, mangana i fosfora), a lakSe se analizira no krv zbog

prisustva kompleksnih proteina, porfirina, $eéera i brojnih drugih spojeva u krvi 2*°.

Danas se kosa smatra neinvazivno prikupljenim, reproducibilnim i lako
dostupnim biomarkerom za pouzdano odredivanje multielementnog statusa ljudskog
organizma u opéoj populaciji 24822023,

Ipak, nekoliko rijeCi potrebno je da bi se razjasnila pozadina oko moguce uloge
koju puna krv i kosa mogu imati kao kratkoro¢ni odnosno dugoro¢ni biomarker
statusa elemenata. Puna krv, serum i plazma najceSce su koriSteni biomarkeri u
praéenju ljudskog zdravlja, ali oni se mogu koristiti samo kao kratkoro¢ni pokazatel;
statusa bioelemenata u organizmu #*°. Bioelementi koji su najzastupljeniji u punoj krvi
naj¢esc¢e se nalaze vezani za neke druge, homeostatski kontrolirane konstituente koji
su u dinamickoj interakciji i koji se izmjenjuju sa tkivima i tjelesnim teku¢inama koje ih
okruzuju. S druge strane, kosa je atraktivno biomarkersko tkivo, polimeriziran
vlaknasti protein (keratin) **%°® koji se prikuplja na neinvazivan nagin, lako
pohranjuje i transportira do analize te najéeSce ima koncentracije bioelemenata iznad
razine detekcije potrebne za preciznu kemijsku analizu. Nadalje, glavna prednost
kose za odredivanje dugoro€nog nutritivnog statusa elemenata i toksi¢nog statusa
(tielesnog opterecenja) je njen jednosmjeran rast. Jednom kad se odredeni
bioelement ugradi u vlas, dalje ne podlijeze izmjenama (uravnoteZavanju) izmedu
tkiva te na taj nacin sluzi kao trajni vremenski zapis o nutritivnom statusu odnosno

izloZenosti. Kad se element apsorbira u organizam, Siroko se distribuira po organima
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I tkivima prije nego li dosegne folikul dlake i trajno se ugradi u vlakna kose. Rastom
kose od oko 1 cm mjesecno sve homeostatski kontrolirane promjene u
koncentracijama bioelemenata nepovratno se zapisuju u kosu ?**?°®, \remenski 1 cm
kose odgovara priblizno 30 dana kumulativnog sakupljanja urina 2>"2%®,

Od pocetaka istraZivanja elemenata u tragovima, analiticke tehnike postale su
sve naprednije i profinjenije, kemikalije Cis¢e, referentni standardi dostupniji,
unaprijedile su se tehnike razlaganja uzoraka... da se navedu samo neki od
najznacajnijih Cimbenika. Unato€ svim ovim unaprjedenjima, rasap elemenata u kosi i
krvi i njenim sastavnicama ostaje jednako izrazen kao i do sada %°. Qgito je da ovaj
rasap nije uzrokovan nedostacima kemijsko-analitickog procesa, a postojanje tog
rasapa sprjecava Siru primjenu analize elemenata u tragovima u klini¢koj praksi i za
dobrobit pacijenata. Ovdje prezentirani rezultati osteotropnih elemenata u ova dva
bioloSka tkiva pokazuju da je rasap analitickih podataka rezultat neprimjerene
organizacije podataka prije statisticke analize. Doista, odlaganje srebra (Ag),
aluminija (Al), kalcija (Ca), magnezija (Mg), fosfora (P), kalija (K), selena (Se), natrija
(Na) i cinka (Zn) °2°® u kosi nije linearno u odnosu na koncentraciju elementa, nego
podlijeze zakonu potencije (engl. power law) ?®3. Svi elementi u biomatricama, a
izrazenije u uzorcima kose, pokazuju isti obrazac iskrivljenosti (engl. skewenes) i
spljostenosti (engl. kurtosis) distribucije skupa podataka kada se prikazu na linearan
nacin bez logaritamske transformacije koja bi stvorila uvjete za pojavu krivulje
Gaussove distribucije. Medutim, derivati medijana tvore funkciju potencije sigmoidne
krivulje analognu &esto koritenoj krivulji saturacije hemoglobina kisikom 2%*. U vegini
navedene literaure, skupovi podataka ograni¢eni su ukupnim brojem istrazivanih
elemenata i brojem analizirnih uzoraka. Treba ovdje naglasiti da su veliki

multielementni skupovi podataka postali dostupni tek nedavno. Stovise, tek nakon
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Sire primjene ICP MS u posljednjem desetljeCu dvadesetog stoljeca, veliki skupovi
podataka bioelemenata postaju dostupni za kompleksniju statistiCku i graficku

analizu, dalje od uobiCajene linearne regresije i percentila.

6.2  LogistiCke krivulje derivata medijana

Dobivena sigmoidna krivulja derivata medijana omogucuje nam procjenu
trenutne razine nutritivnog statusa bioelemenata odnosno saturacije organizma
razmjerno pouzdano. Veéi skupovi podataka su potrebni za utvrdivanje pouzdanijih
referentnih standarda za koriStenje u personalizirnoj medicini, zdravstvenoj praksi i u
epidemioloSkim istrazivanjima prehrane. Do sada se nije moglo vjerodostojno tvrditi
koja je grani¢na koncentracija koja predstavlja manjak, odnosno iznad koje
koncentracije govorimo o pretjeranom unosu odredenog elementa te koja je grani¢na
vrijednost za pojacani metabolizam (obrtaj) elemenata u kostima. Temeljem ovih
rezultata mozemo reci da viSe vrijednosti kalcija, magnezija, stroncija, silicija u kosi
Zena oznacavaju pojacani kostani metabolizam s obzirom da se radi o esencijalnim
elementima za izgradnju kosti. Sto je viSa vrijednost tih elemenata — veéa je
vjerojatnost pove¢anog metabolickog obrtaja (engl. turnover) odnosno rizika od
osteomalacije i/ili osteopenije. Paradoksalno, taj metabolicki obrtaj uzrokovan je
nutritivnim manjkom elemenata koji utje€u na mineralizaciju ili na stvaranje bioloSkog
matriksa. Suprotno o¢ekivanom, pokazano je da suplementacija Ca, Mg, Si i
vitaminom D dovodi do smanjenja koncentracije navedenih elemenata u kosi kod
Zena sa inicijalno visokim vrijednostima istih . Ova pojava nazvana je ,kalcijevim
paradoksom kose“, a smatramo da ukazuje na redistribuciju dostupnog Ca, Ma i Si

tako da se mogu koristiti u izgradnji koStanog matriksa, a ne njihovu eliminaciju
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putem kose. To znaci da je za odlaganje nekog elementa u kosu neophodno da
postoji i neki povoljni razmjer medu njima.

Ovakva sigmoidna krivulja funkcije potencije (power function) derivata
medijana dozvoljava ham procjenu prirodne sposobnosti (kapaciteta) kose za
odlaganje elemenata te krvi kao odraz kompenzacijskin homeostatskih mehanizama.
Ovaj kapacitet na nelinearan nacin ovisi o koncentraciji pojednog elementa s obzirom
na to da je samo odredeni dio krivulje linearan. S obzirom na spolne razlike prisutne
prvenstveno u kosi, ovakav prikaz omogucava nam po prvi puta razlikovanje obrasca
odlaganja pojedinih elemenata u kosu izmedu muskaraca i zena. Obrazac odlaganja

za Ba, Ca, Mg, Sii Sr sli¢an je veé¢ videnom obrascu odlaganja joda u kosu *°

gdje
ga muskarci odlaZzu u kosu ranije nego Zene. Nasuprot tome, Zene ranije pocinju
odlagati B i P u kosu, a kasnije muskarci postiZu viSe vrijednosti. Drugim rijeCima,
saturacijski kapacitet za te elemente veci je u muSkaraca nego u zena.

U krvi Iznad to¢ke U2, odnosno u2 zavrSava linearni segment i nastavlja se
eksponencijalno uzlazni dio krivulje. U tom segmentu nalazi se gornjih 12,5%
vrijednosti (12,5% ispitanika sa najvisim vrijednostima) i oznacava koncentracije koje
koje su odraz hipersaturacije organizma u smislu da homeostatski mehanizmi nisu u

mogucnosti kompenzirati viSak pojednog elementa neovisno o izvoru. Odnosno, da je

iscrpljen fizioloSki mehanizam prilagodbe na promjene u koncentraciji bioelemenata.
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6.3 Elementi

6.3.1 Kalcij (Ca)

Linearni segmenti sigmoidnih krivulja distribucije frekvencija opisanih
funkcijom potencije nalaze se u pravilu izmedu derivata oznacenih d2 i u2 za Zene
odnosno D2 i U2 za muskarce i izgledom su karakteristi¢ni za fizioloSki mehanizam
saturacije. Tako su granice za normalne vrijednosti u kosi za Ca nalaze u rasponu
716,2 — 4632,5 pug-g™* (medijan u kosi, H.Mo = 2038,0 ug-gt) za Zene te 345,1 —
14241 ug-g™* (H.Ms = 592,0 ug-g™*) za muskarce. Vrijednosti ispod donje odnosno
iznad gornje granice normalnog raspona ne opisuju pravce ve¢ se mogu opisati
samo eksponencijalnim funkcijama i odnose se na osobe koje odlaZzu manje odnosno
viSe kalcija u kosu. Uzevsi u obzir kalcijev paradoks, koncentracije iznad vrijednosti
od 4632,5 ug-g™ za Zene i 1424,1 ug-g™* za muskarce oznadavaju pojaéano
odlaganje Ca u kosu i ukazuju na deficit odnosno patoloski ili pojaCan kostani
metabolizam. S druge strane vrijednosti ispod donje granice od 716,2 pg-g™ za Zene
i 345,1 ug-g™* za muskarce upuéuju na znaéajnije maniji unos kalcija i govore za
globalni metaboli¢ki deficit kada kompenzacijski mehanizmi u krvi ne mogu
zadrzavati njihove adekvatne vrijednosti iz bilo kojeg drugog izvora. Nase dobivene
vrijednosti usporedive su sa vrijednostima u literaturi; srednja vrijednost i standardna
devijacija, 491 + 369 pg-g™ ?°, te rasponi 170 - 4690 ug-g™* %27 113-2890 pg-g™
(medijan 590 pg-g™*) %°®. Na veéem uzorku poljske populacije dobivena je razlika
vrijednosti Ca u kosi koja odgovara nasim rezultatima uz podjelu prema dobnim
skupinama. Zenama u dobi 20 do 40 godina, medijan je 493 pg-g™* uz raspon 80 —

3250 ug-g™*, dok je muskarcima u istoj dobnoj skupini medijan 338 ug-g™*, (52 — 2600
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ug-g™t) 2°. Osobe koje su pripadale starijoj dobnoj skupini (40-60 godina) imale su
blago niZe izmjerene vrijednosti Ca u kosi - Zene 398,3 ug-g™ (29 — 3350 ug-g™)
muskarci 267,5 ug-g™ (49 — 1680 pg-g™?) *. Medijani nage Zenske i muske populacije
viSih su vrijednosti uz izrazeniju razliku medu spolovima uz isti red veliCine i
tendenciju da Zene imaju vise vrijednosti Ca u kosi u zdravoj populaciji. Razlike se
mogu objasniti veli€¢inom uzorka i eventualim razli€itim prehrambenim navikama i
samim time nutritivnim statusom organizma. Statisti¢ki, sukladno rezultatima
faktorske analize, u nasoj populaciji Zena postoji negativna korelacija kalcija u kosi sa
dobi ispitanika koja tom metodom za muskarce nije vidljiva. Detalji u Tablici 3.
Negativna korelacija kalcija sa dobi ispitanika dobivena je rezultatom bivarijatne
analize (Tablice 3 4). Time se moze govoriti 0 potvrdi rezultata prethodno navedenih
autora.

Za razliku od kose, vrijednosti u krvi ne razlikuju se ovisno o spolu, Stovise
nalaze se unutar vrlo uskog raspona koncentracija. Graficki se prikazuje izrazenija
tendencija muskaraca (4 od 70) prema nizim vrijednostima Ca u krvi naspram Zena,
no broj ispitanika u ovom segmentu je nedovoljan da se izvode jasniji zakljucci.
Segment koji prikazuje linearan trend po ranije definiranom modelu nalazi se za Zzene
od vrijednosti d2 do u2 $to u vrijendostima znadi od 48,5 do 77,8 pug-g™ sa
medijanom u punoj krvi (WB.Mo) od 62,30 ug-g™. Gotovo identi¢an segment odreden
je i za muskarce tako da se raspon D2-U2 nalazi od 50,6 do 77,2 pug-g™* (WB.M; =
59,9 ug-g™). Ovakav uski raspon znadi vrlo strogu kontrolu koncentracije u krvi kalcija
kao jednog od najvaznijih esencijalnih minerala. Iznad linearnog djela, dakle, iznad
vrijednosti u2 odnosno U2 slijedi eksponencijalni dio sigmoidne krivulje koji oznacava
vrijednosti kada mehanizam kontrole nije dovoljan i mozemo govoriti 0 hipersaturaciji

bez jo§ manifestne klini¢ke toksi¢nosti. Za punu krv nema mnogo podataka o
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koncentracijama od drugih istraZzivaca (za razliku od serumu ili plazme), no rang
vrijednosti odgovara onima koje su opisali Alimonti i sur. **” sa medijanom od 65,2
ug-g™ te rasponom od 5. do 95. percentile 52,2 — 87,2 pg-ml™. U sluéaju pune krvi,
vrijednosti u mililitrima (ml) i gramima (g) medusobno su usporedive s obzirom da je

gustoéa krvi gotovo ista kao i gustoéa vode 2*°.

6.3.2 Cink (Zn)

Cink je esencijalni element, a manjak je povezan sa slabijim cijeljenjem rana,
usporenim rastom, slabijom percepcijom okusa, no¢nim slijepilom, usporenim rastom
i gubitkom kose, dermatitisom, aknama, intenzivnijim tjelesnim mirisom i poveéanim
rizikom od zubnog karijesa. Kada je vrlo visok u kosi moze ukazivati na potrebu za
vi$e Zn zbog usporenog rasta kose 2’°. Momé&ilovié je dokazao da se cink odlaze ne
samo u kosu nego i u nokte #'*.

U krvi je prisutan predominantno u eritrocitima; odnos unutarstani¢nog cinka
naspram plazme je aproksimativno 10:1 2. Srednje vrijednosti cinka u plazmi za
zdrave pojedince iznose od 90-120 pg/ml %273 dok su vrijednosti u serumu oko
16% vise od onih u plazmi ?’*. Opéenito, do sada nije pronadena definitivna
korelacija izmedu sadrzaja Zn u kosi i plazmi, kosi i eritrocitima te plazmi i
eritrocitima. Bilo kakve znacajnije korelacije vjerojatnije su uzrokovane slu¢ajno zbog
distribucije rezultata i ispitanika po dobi.

Jedna studija pokazala je da su koncentracije Zn u punoj krvi znatno nize u
djece zaostale u rastu (8,6 vs. 13,2 ug'ml™), a u kosi su bile znatno nize (Zn 157-218

ug-g™t) 2”°. Takav konstitucijski usporeni rast odnosi se na deceleraciju blizu ili ispod

3. percentile za visinu i tezinu, a starost kostiju prati bioloSku dob, a ne kronolosku
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278 Kako Zn ima ulogu u normalnom rastu i razvoju (dominantno ko$tanog sustava)
uz ranije navedene minerale, vazan je uvid u njegov/njihov nutritivni status.

Kako je ranije navedeno, Zn je jedini od odredivanih minerala koji ne pokazuje
razlike ovisne o spolu u uzorcima kose. Zajedni¢ki medijan u kosi iznosi 186,9 pg-g™
(Ms=193,8 ug-g™, Mo = 184,0 ug-g™). Tako se zajednicki linearni segment na
sigmoidnoj krivulji (Slika 12a) moZe opisati od oko 130 pa do 260 pg-g™* (d2D2 -
u2U2), da budemo potpuno precizni za Zzene 131,6 — 264,6 ug-g™*, za muskarce
127,0 — 256,8 pg-g™. Iznad te vrijednosti kao i ranije postoji poveé¢ano odlaganje Zn u
kosu koje oznaCava hipersaturaciju organizma cinkom.

Za razliku od kose, koncentracije u krvi razlikuju se ovisno o spolu. Uz U-test i
x’-test, visoki stupanj korelacije vrijednosti sa muskim spolom potvrdila je i faktorska
analiza u IV. komponenti (eigenvalue 1,499). Muskarci imaju znac¢ajno povisene
vrijednosti sa medijanom od 6,53 pg-g™ naspram Zena kojima je medijan 5,70 pg-g™.
Sigmoidne krivulje i u ovom slu€aju posjeduju linearne segmente koji odrzavaju
adekvatnu homeostatsku kontrolu, uskog su raspona koncentracija i za Zene to je
interval od 4,89 do 6,54 ug-g™ dok je za muskarce od 5,50 do 7,60 pg-g™ (Slika 12c).
Ova razlika po spolu nije poznata od ranije, a razlog zasto muskarci nakupljaju vise
Zn u krvi moZe se spekulirati jer iako je Zn ekstenzivno istrazivan element, kao
prijelazni metal igra brojne uloge u organizmu da je gotovo nemoguce sastaviti
globalni pregled njegove cijele biokemije.

Ranije studije nude opre¢ne dokaze po pitanju cinka. Da nema korelacije
cinka u krvi i kosi, zakljugio je Klevay 2, a u ukazao na razliku po dobnim
skupinama. U istom istraZivanju nije nadeno razlike ovisne o spolu ili dobi iz uzoraka
plazme. Prema njemu u kosi postoji blazi pad u prvom desetljeéu te porast u drugom,

da bi se nakon 20. godine vrijednosti ujednacile ovisno o dobi; za muskarce one
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iznose 142, a za zene 167 ug-g™. Navedene vrijednosti zna&ajnije ne odstupaju od
ranije prezentiranih od Reinholda i suradnika *’” koji su pokusali usporediti urbanu i
ruralnu populaciju.

Nasi rezultati usporedivi su sa onima dostupnim u literaturi. Za kosu to su
vrijednosti od 147+41 pg-g™ po Wolowiec ?®°, zatim prema Caroliju 53,7-327 ug-g™* %*®
te 124-320 pg-g™* prema lyngaru ?’®. Vrijednosti u krvi jedan su do dva reda veligine
manje — Alimonti navodi 0,45 ng-ml™ %’ Momgilovié 4,4-8,6 pg-ml™ 2’8, Caroli 4-8
ug-mi™ #*® te Rodushkin 5,8 ug'ml™ (3,5-9,1 uyg-ml™) 2°%°_Na veéem uzorku poljske
populacije koja je, kako je ranije navedeno, opisala vrijednosti Ca i Mg, postoji
podjela po dobnim skupinama u kosi. Za Zene u mladoj dobi, od 20 do 40 godina
starosti medijan je 185,9 pg-g™, a za muskarce 170,5 pg-g™ ?°. U skupini od 40 do 60
godina medijani su 174,7 i 94,6 ug-g™ za Zene odnosno muskarce *. Nasi rezultati tu
razliku ne mogu potvrditi, no postoji negativna korelacija Zn u kosi sa dobi ispitanika
koja je analizom glavnih komponenti zna€ajnije izrazena kod Zena zajedno sa Ca.

Kod muskaraca ta korelacije je naznaCena, no statisticki nije znacajna (faktorsko

optereéenje od -0,144). Detalji u Tablici 3.

6.3.3 Fosfor (P)

Fosfor je u formi fosfatnih iona hidroksiapatita strukturna sastavnica kostiju.
lako je manjak fosfora rijetkost, izolirani slu€ajevi nedostatne parenteralne prehrane
otkrili su da nedostatak moZe uzrokovati poremeéaje kosti, rahitis i osteomalaciju 2%,
Neka istrazivanja ukazuju na negativne ucinke prehrane bogate fosfatima koji
uklju€uju smanjeno stvaranje kosti sa poveé¢anjem resorpcije i poremecajem

biomehanickih svojstava. Rezultati upu¢uju na mehanizam koji uklju€uje povec¢ano
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izlugivanje paratireoidnog hormona (PTH) ?%2?%3 Unato& tome, meta analiza koju je
proveo Fenton i sur. ?®* ne korelira poviseni unos fosfata sa kostanom
demineralizacijom. Stovise, studija je pokazala da nizak Ca u urinu korelira se
retencijom fosfora. Shodno navedenim rezultatima, metabolizam kalcija i fosfora usko
je povezan i ne bi se trebao promatrati pojedinacno vec¢ u okviru Sireg konteksta.
Nadalje, fosfati une$eni hranom mogu utjecati na izlug¢ivanje PTH 2. Prema na$im
istraZivanjima, fosfor je kljusan bioelement za formiranje biologke matrice kosti *°.
Fosfor ne pokazuje znacajnu korelaciju u kosi sa gore navedenim elementima,
dakle, kalcijem, magnezijem, stroncijem i barijem. Esencijalan je element i ima
znacajno poviSene vrijednosti u muskoj populaciji u kosi. Koriste¢i model derivata
medijana (Slika 13a) mozZe se opisati sigmoidna krivulja sa relativno malim rasapom
u nizim vrijednostima i linearnim segmentom od D2 = 121,0 do U2 = 205,4 ug-g™ za
muskarce (Ms = 155,2 ug-g*) id2 = 115,7 do u2 = 197,7 ug-g™ za zene (Mo = 141,0
ug-g™t). Opazena razlika iznosila je manje od 10% (+10%). Isti raspon koncentracija
oznacava Sto bi bile pretpostavljene normalne vrijednosti u kosi nakon ¢ega slijedi
naglo rast koncentracija $to bi ukazivalo da je i u ovom slu¢aju D2 odnosno d2 to¢ka
nakon koje kompenzacijski regulacijski mehanizmi ne mogu kompenzirati poviseno
odlaganje fosfora u kosu. Za fosfor je dokazano da su vrijednosti u kosi konstantne
neovisno o populaciji koja je ispitivana 2%°. Usporedeni su medijani koncentracija
fosfora iz dvije prospektivne studije u Hrvatskoj (broj ispitanika, n; = 311, n, = 761) te
po jedne iz Makedonije (n = 91), Japana (n = 33) i SAD-a (n = 271). Kosa je prana
koristeci razli€ite procedure, a koncentrcije P su analizirane razli€itim analitickim
instrumentima, uklju€ujuéi ICP-ES (engl. Inductively Coupled Plasma Emission
Spectrometry) i ICP-MS u razliitm vremenskim intervalima unutar razdoblja od 25

godina. Medijani u svim testiranim skupinma kretali su se 147—153 pg-g™ bez jasne
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razlike izmedu muskaraca i Zena %®°. | drugi autori navode isti red veliine rezultata:
Wolowiec 172-213 pg-g™ ?®, te Rodushkin 102-169 pg-g™* s medijanom od 134 pg-g
1268 Analiticka varijabilnost P u kosi ogigledno je zanemariva i nevezana za mogucée
vanjske C¢imbenike. Fosfor u kosi odrazava konstantnu stopu sinteze proteina vlasi iz
replikacije fosfatne okosnice DNK 2%, S obzirom na nase rezultate, djelomiéno je i
odraz intermedijarnog metabolizma.

U punoj krvi razlika ovisna o spolovima nije na razini statisticke znacajnosti da
se moze o njoj govoriti sa sigurnoscéu, iako muskarci pokazuju vise vrijednosti bez
statisticke znagajnosti. Cesto je odredivan element i u klini¢koj praksi (u serumu), no
bez jasnih razlika ovisnih o spolu 2. Za naglasiti je da je ovo jedini slu¢aj gdje je
koncentracija ispitanih elemenata u krvi veca od one u kosi. Dio sigmoidne krivulje
(Slika 13b) koji opisuje linearni segment nalazi se u rasponu vrijednosti u punoj krvi
od 332,0 do 418,0 ug-g™ (M = 386,0 ug-g™*) za muskarce i od 316 do 452 ug-g™* (Mo
= 366,4 ug-g™) za Zene. Vrijednosti su usporedive sa rezultatima ranijih istraZivanja,
StoviSe, zajednicki medijan (Ms+o = 372,8 ug-g™t) gotovo je identi¢an medijanu od 375
ug'mi™ sa rasponom od 325-455 pg-ml™ 2°. Fosfor je i u krvi postojan po pitanju
raspona normalnih vrijednosti i medijana kod zdravih osoba ukazujuci na snazan

kompenzacijski homeostatski mehanizam i zanemariv utjecaj okoliSnih ¢imbenika.

6.3.4 Magnezij (Mg)

Magnezij je esencijalan element za zdravlje ljudi koji slijedi isti obrazac
odlaganja u kosu, a koji ujedno i snazno korelira s kalcijem. U prilog tome da je
metabolizam magnezija usko vezan uz kalcij govori i podatak da se 50-60% od 25 g

magnezija (koliko se nalazi u ljudskom tijelu) nalazi u kostima **3. Po istom modelu
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kako za Ca tako i za ostale elemente opisana je krivulja potencije. Sigmoidna krivulja
za Mg u kosi (Slika 14a) na linearnom srednjem segmentu za zene d2-u2 (68,7 —
505,9 pug-g™, H.Mo = 192,0 ug-g™) i za muskarce D2-U2 (35,6 — 149,1 ug-g™*, H.M =
56,9 ug-g™t). I u ovom sluéaju oznadava raspon koncentracija Mg u kosi koji odgovara
adekvatnom nutritivnom statusu. Vrijednosti iznad linearnih raspona (>u2, >U2) koje
opisuju eksponencijalne krivulje, kao i u sluc¢aju kalcija, mogu oznacavati patoloski
metabolizam kosti, a ispod donje granice (<d2, <D2) izraZeniji deficit elementa.
Dobivene vrijednosti u ovom radu u skladu su sa literaturnim podacima po pitanju
raspona i reda veli¢ine koncentracija Mg u kosi. Wolowiec i sur. navode 33-113 ug-g™
286 Caroli 1,49-567 pg-g™ **®, a Rodushkin 8,5-141 ug-g*, Mo.s =32 ug-g™* .
Nesto nize vrijednosti uz spolnu razliku vidljivu u rasponu dobi od 20 do 40 godina
(zene Mo = 35,0 ug-g ™, raspon 7,0-300,0 ug-g™; muskarci M = 25,5 ug-g™, raspon
3,7-287,0 ug-g™) navodi i ranije spomenuti poljski autori 2°. U skupini starijih
ispitanika razlika ovisna o spolu izostaje (zene Mo = 30,15 ug-g*, raspon 5,75-215,0
ug-g™; muskarci Mz = 29,0 ug-g™, raspon 5,75-240,0 pg-g™) *°. Koje bi bile vrijednosti
Ca i Mg u kosi u smislu toksi¢nosti jos treba razjasniti.

StatistiCki ne postoji razlika u koncentracijama magnezija izmedu muskaraca i
Zena u punoj krvi (WB.M = 31,35 ug-g™, WB.Mo = 31,51 ug-g™*). Opisane krivulje u
krvi u slu¢aju ovog elementa prakticki su identi¢ne kao i u slu¢aju za kalcij (Slika
14b). Linearni segment koji moZe opisati pravac u uskom je rasponu koncentracija
(2ene 27,78 — 37,21 ug-g™, muskarci 27,72 — 38,78 ug-g). Oba eksponencijalna
segmenta koji se nalaze ispod, odnosno iznad tih vrijednosti takoder su u izrazito
uskom rasponu $to ukazuje na minimalna odstupanja razine Mg u punoj krvi. Vidimo

|-1 257

da literaturni podaci u kojima medijan iznosi 32,7 £ 1,7 ug-m ne odstupa od

nasih.
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6.3.5 Silicij (Si)

Jos jedan element koji pokazuje isti obrazac odlaganja u kosu, a pokazuje
efekt ,kalcijskog paradoksa“ prilikom suplementacije kalcijem, magnezijem i
vitaminom D, je silicij *®. Odlaganje silicja u kosu poginje ranije kod mu$araca (Slika
15a) kod kojih se linearni segment nalazi u rasponu 10,5 — 47,3 ug-g™* (H.M: = 21,87
ug-g™), dok je kod Zena 16,6 — 106,7 pg-g™ (H.Mo = 34,49 ug-g™). Unato¢ znadajnosti
silicija za zdravlje organizma, u literaturi postoji vrlo ograni¢en broj podataka u smislu
normalnih vrijednosti. U tom smislu za naglasiti je medijan od 25 pg-g™ uz raspon

koncentracija <4,6-132 pg-g™ koji je objavio Rodushkin

od Cega nase vrijednosti
ne odstupaju s time da je na$ broj ispitanika gotovo dvostruki u odnosu na Svedske
autore. Silicij je esencijalni element u pogledu koStanog zdravlja kao Sto suto Cai
Mg. Zivotinje sa deficitom silicija razvijale su kostane poremecaje, reduciranu sintezu
kolagena i proteina za izgradnju kosti 2. lako biokemijski mehanizmi putem kojih Si
djeluje nisu razjasnjeni, zna se za neke neposredne ucinke nedostatka Si na druge
elemente. IzraZeno je smanjenje koncentracije Ca, Mg, Cu, Mn i Mo u kosti kada
postoji nedostatak silicija u hrani 2, a takoder, Si uzrokuje i smanjenje koncentracije
Mg, Ca, P i Zn u jetri **°.

U punoj je krvi 20 ispitanika (14 Zena, 6 muskaraca) imalo koncentracije ispod
razine granice detekcije od 0,12 pg-g™ tkiva. 1z tog razloga u krivulji derivata
medijana nedostaju vrijednosti nize od d1 (0,360 pg-g™) za Zene, odnosno D2 (0,383
ug-g™t) za muskarce (Slika 15c). Vrijednosti su odredene u preostalom uzorku od 138
ispitanika (74 Zena, 64 muskarca) kojima su odredeni medijani odnosno njihovi

derivati te po opisanom modelu stvorena sigmoidna krivulja. U ovom slu¢aju postoji

razlika u smislu da muskarci (WB.M; = 1,740 pg-g™) imaju vise vrijednosti Si u krvi
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od zena (WB.Mo = 0,980 ug-g™t) no ista statisti¢ki nije znacajna. Linearni segment u
ovom slugaju (d1-u2) za Zene u rasponu je od 0,360 do 2,820 ug-g™, a za muskarce
(D2-U2) od 0,383 do 11,967 pg-g™. Najnize vrijednosti tog dijela krivulje ujedno su i
najnize vrijednosti krivulje. Opcenito gledano Si u krvi pokazje Siroki raspon
vrijednosti od viSe od dva reda veliCine. Razlika ovisna o spolu do sada nije bila
poznata, a vrijednosti u literaturi od razliitih autora nisu koherentne po pitanju

srednijih vrijednosti odnosno referentnih intervala. Tako Alimonti %’

navodi medijan
od 0,142 pg-ml™, s referentim intervalom normalnih vrijednosti od 0,085 — 0,277
ug'mi™, $to je po pitanju medijana usporedivo, no za normalne vrijednosti definira uZi
raspon. Nadalje, niZe vrijednosti od 0,0242 do 0,0743 ug-g™* navodi i Lugowski #*.
Usporedivo s nasima, rezultati su analize vrijednosti Si u Svedskoj populaciji - 0,23-
1,6 ug'mi™* 229 Siroki raspon vrijednosti, kako u literaturi, tako i u nasoj populaciji
znaci da je teSko definirati koji bi bio esencijalni minimum, a iznad kojih vrijednosti
pocinje moguca toksi¢nost. Korelacija sa drugim elementima koji €ine kost u skladu

je i sa time da silicij unesen hranom moze imati pozitivne u€inke na mineralizaciju

kosti, osobito kortikalne 82,

6.3.6 Stroncij (Sr)

Jos uvijek nije razjasnjeno je li stroncij esencijalan ili nije i je li preveliko
opterecenje anorganskim solima stroncija $tetno za zdravlje kosti **8. Unato¢ tome,
organske soli stroncija kao Sto je stroncijev ranelat potencijalno su dobar kandidat za
lije€Cenje osteoporoze. PotiCu anabolicke ucinke stroncija na kost i pomazu u
prevenciji fraktura. IstraZivanja in vitro i in vivo su pokazala da stroncij povecava

stvaranje hrskavi¢énog matriksa, stimulira proliferaciju osteoblasta, poti¢e
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mineralizaciju kosti i inhibira diferencijaciju osteoklasta kao i njihovu resorptivnu
sposobnost 2922% Skoryna #** prvi je dokazao farmakologka svojstva stabilnog i ®°Sr
radiofarmacijskog izotopa Metasteron® 2 u smanjenju boli kod kostanih metastaza
karcinoma dojke i prostate.

Uz to Sto pokazuje snaznu korelaciju sa Ca i Mg, u slucaju stroncija isto kao i
kod prethodno navedenih elemenata Zene imaju znacajno viSe vrijednosti u kosi.
Medijan za zene (M) je 3,490 ug-g™, dok je kod muskaraca (Mz) 1,156 pg-g™.
Raspon koncentracija na sigmoidnoj krivulji (Slika 16a) kroz koji se moze povuci
pravac nalaze se izmedu 1,093 i 7,411 ug-g™ kod Zena (d2-u2) i 0,433 i 3,315 ug-g™
kod muskaraca (D2-U2). Navedene vrijednosti u potpunosti su u skladu su sa

prethodnim istraZivanjima: artimetiCka sredina + standardna pogreska od 2,51+2,09

.~-1 266 -1 248

bgg , medijan od 0,97 pg-gti

, raspon dobivenih koncentracija 1,7-8,6 ug-g
raspon koncentracja 0,14-5,54 ug-g™ ?°®. Sliéno ponasanje kao i Ca moze se
objasniti time &to ljudsko tijelo absorbira i izluduje Sr na isti nagin kao i Ca %°°. Tako
vrijednosti u kosi mogu biti reprezentativne u pogledu statusa organizma ako se
gleda u okviru zajedni¢ke matrice zajedno sa drugim elementima.

Ocekivano, kako i u slu€aju Ca i Mg, Sr u krvi nalazi se unutar uskog raspona
vrijednosti, gotovo cijela krivulja ne odstupa znacajnije od osnovne linearne funkcije
kakva je opisana ranije za raspon derivata medijana d2 — u2 (0,0099 — 0, 0199 ug-g’
1YiD2 — U2 (0,0096 — 0,213 ug-g™) (Slika 16b). Nema razlike ovisne o spolu (WB.Mq¢
= 0,0137 pg-g™*, WB.M: = 0,0142 pg-g™). Kako je stroncij jedan od &esée istraZivanih
elemenata u tragovima, a bez klini¢ki zna€ajne funkcije u smislu elektrolita da bi se
standardno odredivao iz seruma, dostupniji su i podaci o vrijednostima u punoj krvi. |

te su vrijednosti usporedive s nasima —medijan od 0,0255 pg-mi™ i referentni interval

od 0,0101 — 0,0503 ug-mi™ ?*’, medijan od 0,016 pg-mi™, raspon vrijednosti of 0,009

152



— 0,041 pg'mi™ #” i medijan 0,012 pg:ml™ s rasponom vrijednosti 0,007 — 0,025

IJg_ml-l 278,279

6.3.7 Bor (B)

Bor nije opisan kao esencijalan element zbog toga $to niti jedna bioloska
funkcija nije neposredno vezana uz njega iako se zna da poti¢e aktivnost mnogih
enzima #*®. Brojne studije demonstrirale su djelotvornost bora na ko$tano zdravlje,
uklju€ujuci rast, ¢vrstoéu i tvrdo¢u, mehanicka svojstva i mikroarhitekturu
trabekularne kosti 2°**%*. Zanimljivo je da je prevalencija artritisa niza u podrugjima
gdje je dnevni unos bora 3 do 10 mg u usporedbi s podrucjima gdje je dnevna
konzumacija 1 mg ili manje 3%.

Bor je takoder mikroelement koji u kosi pokazuje znacajnu razliku ovisnu o
spolu. Nasa muska populacija ispitanika ga ima vise (M = 1,623 ug-g™, Mo = 0,860
ug-g™t). Raspon koncentracija je u ovom slu¢aju dosta $irok, &ak kroz tri reda veli¢ine
(Slika 17a). Tako i segmenti krivulje koji se daju opisati linearno (d2-u2, D2-U2) dosta
su Sirokog raspona i za Zene isnose 0,434 — 2,570 ug-g™, a za muskarce 0,578 —
4,766 pg-g™’. S obzirom da bor nije esencijalan element, u ovom rasponu moZemo
govoriti o tolerabilnom rasponu, a iznad koncentracija u kosi od 2,570 za Zene i 4,766
ug-g™ za muskarce o potencijalnoj hipersaturaciji. Smatramo da je glavna bioloka
uloga bora u stvaranju matriksa kose i kosti. Rezultati su usporedivi sa ranije
opisanima: prema Wolowiec 2,71+2,27 ug-g™ ?*®; Goullé navodi 0,26-1,87 pg-g* %"
0,13-3,30 pg-g™, a Rodushkin medijan od 0,46 pg-g™ 2%,

Za razliku od ostalih elemenata u punoj krvi imamo sli¢nu situaciju u smislu da

je medijan veci za muskarce nego za zene kao $to vidimo i u kosi (M3 = 0,0523 pug-g’
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o Mo = 0,0358 ug-gt). Ta razlika nije statisticki znagajna, a raspon koncentracija
uklju€ujuci i krajnje toCke rasapa krece se kroz dva reda veliCine (Slika 17c).
Odvojeno opisani srediénji segmenti (linearni) nalaze se izmedu 0,018 i 0,076 ug-g™
za Zzene i 0,024 i 0,145 pg-g™ za muskarce. Kako nema statisti¢ki znacajne razlike,
zajedniCka (za oba spola) vrijednost bora u punoj krvi gdje prestaje linearni segment i
krivulja ponovno dobiva eksponencijalni uzlazni tijek iznosi oko 1,0 ug-g™. Iznad te
toCke mozemo govoriti 0 hipersaturaciji organizma borom. U punoj krvi zajednicki
medijan za B iznosi 0,0393 pg-g™ (0-1,139 pg-g™) $to je dva reda veli¢ine manje
nego u kosi. Dosadas$nja istrazivanja navode slicnu srednju vrijednost (0,031+0,0056

278

ug-g™t) 2”8, odnosno medijane uz nesto uzi raspon koncentracija od 5. do 95.

percentile: 0,014-0,044 pug'ml™ s medijanom od 0,026 ug-mi™ °” i 0,006-0,033 ug-ml°

1279

6.3.8 Barij (Ba)

U kosi, najsnazniju korelaciju uz kalcij, magnezij i stroncij (bivarijatna
korelacija, faktorska analiza) ima barij koji je toksi€an u veéim koli¢inama, a ne
esencijalan, ali evidentno prati druge esencijalne elemente sa definiranom funkcijom
u koStanom metabolizmu. Kod Ba linearne segmente sigmoidnih krivulja (Zzene 0,340
— 2,536 ug-g™, H.Mo = 0,960 ug-g*, muskarci 0,263 — 1,193 ug-g™*, H.Ms = 0,523
ug-g™) treba definirati kao tolerabilan raspon izloZenosti u okoli$u (Slika 18a). Dio
krivulje opisan kao d2-d6 i D2-D6 nalazi se ispod donje granice tog tolerabilnog
raspona i oznacava nisku izlozenost Ba u okoliSu odnosno hrani. Analogno tome,
povisene vrijednosti u kosi koje se nalaze iznad granica u2 i U2 (u2-u6, U2-U6)

definirali smo kao raspon pretjerane izlozenosti (poviseno opterecenje organizma,
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engl. body burden). Ne zna se to€an prag (engl. treshold) koji bi znacio potencijalnu
odnosno manifestnu toksi¢nost barija. Muskarci po€inju nakupljati Ba u kosi ranije od
Zena te vrijednost u kojoj linearni segment postize maksimum je shodno tome niza u
smislu da Zene viSe odlazu tog elementa u kosu. Moguce je da Zene imaju vecu
apsorpciju barija iz hrane s obzirom na jednaku izloZzenost u odnosu na muskarce.
Nase predloZzene maksimalne tolerabilne vrijednosti za Ba u kosi izose 2,54 pg-g™ za
Zene i 1,19 pug-g™* za muskarce. U prilog tomu idu i podaci dostupni u literaturi koji su
usporedivi s nagima; medijan 0,46 ug-g™ sa rasponom vrijednosti od 0,16-1,92 pg-g™

268 ;

prema Rodushkinu ?°®i 0,76-1,41 pug-g™* prema Caroliju 24

te srednja vrijednost sa
standardnom pogreskom 0,97+1,29 ug-g™* po Wolowiec %%,

Po pitanju barija u krvi, a za razliku od kose, muskarci (WB.Ms = 0,0406 ug-g’
1Y imaju znagajno vige vrijednosti od Zena (WB.M¢ =0,0238 ug-g™t) uz razmjerno
Siroki raspon vrijednosti preko tri reda veli€ine (Slika 18b). Takav raspon znadci
razliitu izloZenost bariju u okoliSu, a nepoznato je kako se organizam nosi s
povisenom koncentracijom barija. Nalazi govore u prilog teoriji da je kapacitet Zena
za regulaciju Ba veci od muskaraca koji imaju ukupno S$iri raspon koncentracija od
najniZze do najviSe vrijednosti kao i veci raspon grani¢nih koncentracija linearnog
segmenta sigmoidne krivulje (D2-U2 = 0,021 — 0,062 pg-g™) za razliku od Zena (d2-
u2 = 0,019 — 0,046 pg-g™). Tim vise §to im je po&etna vrijednost ovog (tolerabilnog)
raspona aproksimativno jednaka (D2 = d2). Rezultati su usporedivi sa onima koje je

297

objavio Goullé %" sa medijanom od 0,059 pg-ml™ i rasponom 0,0464-0,0776 pg-mli™,

%7 sa medijanom od 0,00113 pg-ml™ $to

a za red veli€ine maniji nego Alimonti
ukazuje na razli€itu izlozenost populacije. Medutim, moze ukazivati i na razlike u

postupcima razlaganja bioloske matrice.
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6.4  ZakljuCna rasprava

Nakon dosta usavrSavanja, prevladavajuce je suglasje da je kosa vrijedan
uzorak za procjenu nutritivnog metaboliCkog statusa i procjenu toksi¢nosti na
neinvazivan nagin +131423.261-267 ‘Ne nostoje definitivni standardi za normalne
vrijednosti elemenata u kosi za razliku od krvi i to samo nekih, uglavnom elektrolita
koji se koriste u klinickoj praksi. Ova metoda konstrukcije sigmoidnih krivulja
omogucéava nam nov nacin prikaza i shvacanja metabolizma elemenata. Do sada
koriSteni su unaprijed stvoreni matematicki modeli koji su mehanicki implementirani
na sustav izmjerenih vrijednosti. Vrijednost ovog istraZivanja je i u tome da se
umjesto takvog shvacanja, metoda analize i prikaza podataka prilagodi dobivenim
podacima izvodedi derivate medijana. Ova metoda nudi nov nacin precizne analize
uzoraka velike nerazdvojive varijabilnosti i distribucije frekvencija populacije koja nije
normalna distribucija kada se prikazuje na standardan linearan nacin.

Vrijednosti koje se nalaze u krajevima krivulja i koje hipotetski oznaCavaju
hipo- odnosni hipersaturaciju uz eventualnu moguc¢nost postojanja klini¢ki latentne

toksic¢nosti tek treba istraziti.

Uz ovu i druge metode koriStene u istrazivanju za vecinu elemenata (iznimka
je Zn) dokazana je razlika ovisna o spolu koju pak u vecini sluajeva nije vidljiva u
uzorcima krvi. Jednodimenzionalan rast i nepovratno odlaganje elemenata u takvu
biomatricu €ine ga osjetljivim na minimalne i kratkotrajne oscilacije tvari koje su
prisutne u organizmu nakon ¢ega ostaju zapisane u vlasi kose kao na vremensku
traku. Uzimanje duljeg uzorka znaci i dulji vremenski period promatranja, odnosno

srednju vrijednost cijelokupnog promatranog perioda. Nase istrazivanje ukazuje i na

156



potrebu razlikovanja bioloSke matrice kose i kosti od mineralizirane bioloSke matrice

kose i kosti.

Ovakav model predstavlja novi koncept odredivanja statusa osteotropnih
elemenata u ljudskoj populaciji uz razli€ite intervale normalnih vrijednosti ovisno o
spolu. Koncept odredivanja adekvatnog ili tolerabilnog raspona sustinski je potpuno
drugadiji od dosadasnijih sustava i nacinja odredivanja grani¢nih vrijednosti.

Ono sto je dodatno uocCeno jest da se kosa javlja kao neposredan individualni
odgovor primjeren najboljem moguc¢em prehrambenom upitniku (engl. dietary
guestionnaire ili interview) za procjenu nutritivnog statusa ili izlozenosti

bioelementima u €ovjekovoj okolini.
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7 ZAKLJUCAK

Ovo je istrazivanje potvrdilo €injenicu kako je kosa sloZeni biopolimer (keratin)
u koji se uz konstantan rast postupno i ireverzibilno odlazu razli€iti bioelementi u
razliCitim koncentracijama i razli€itim medusobnim omjerima. To kosu Cini pogodnim
dugorocnim organskim bioindikatorom za procjenu metabolickog nutritivhog statusa
bioelemenata. Za razliku od toga, puna je krv kratkoro¢ni bioindikator gdje je razina
bioelemenata podloZna stalnoj metabolickoj ekvilibraciji sa svim tkivima i organima
kroz koja krv prolazi.

Analiza nakupljanja bioelemenata u kosi i krvi (u padaju¢em nizu
Ca>Zn>P>Mg>Si>Sr>B>Ba) pokazala je da je njihova koncentracija zna¢ajno viSa u
kosi nego u krvi. Ta €injenica kosu €ini pogodnijom organsko bioloSkom matricom za
kemijsku analizu bioelemenata nego Sto je to puna krv. Jedino je koncentracija
fosfora u krvi bila viSa od one u kosi zbog relativno visokog sadrzaja proteina niske
moleskulsje mase u cirkulirajucoj krvi.

Elementi iz skupine 2A Periodickog sustava Ca>Mg>Sr>Ba, kao i Si, koji je
izvan te skupine, preferentni su osteotropni elementi, neophodni u mineralizaciji kose
kao organske bioloske matrice. Istodobno su Zn>P>B osnovni elementi upravo u
stvaranju toga organskog bioloSkog matriksa koji sluzi kao neophodni supstrat
mineralizacije.

Analizirajuci frekvenciju distribucije ispitanih bioelemenata u kosi, metodom
derivata medijana, po prvi puta su jasno definirani adekvatni rasponi koncentracije
bioelemenata u kosi (referentne vrijednosti) za elemente Ca, Zn, P, Mg, Si, Sr, B, i
Ba i punoj krvi (Si, Sr, B, Ba). Istodobno, precizirane su i grani¢no niske koncentracije

ispitanih bioelemenata ispod kojih govorimo o deficitu, kao i poviSenim vrijednostima
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kada govorimo o ekscesnoj izlozenosti nekom elementu. Ovo istrazivanje ucinilo je
bitan iskorak u smislu odredivanja vrijednosti iskazane kao raspon odgovarajucih
referentnih fizioloSkih koncentracija nekog elementa u kosi i krvi. Za razliku od
dosadasnjeg nacina jednoznacajnog odredivanja neke granic¢ne vrijednosti.

Osobito znac€ajnim smatramo nedvosmisleni nalaz poviSenih koncentracija
elemenata 2A skupine Periodickog sustava Ca>Mg>Sr>Ba u kosi Zena naspram
kose muskaraca. Pri tomu je omjer izmedu medijana navedenih bioelemenata unutar
istoga spola bio konstantan. Oc€igledno je kako je metaboli¢ka kontrola mineralizacije
organske bioloSke matrice kose bitno razliita izmedu muskaraca i Zena. Analizom
elemenata u uobicajenoj klinickoj bioloSkoj matrici, tj. u krvi, nismo opazili takve
razlike.

Rezultati ovdje iznesenih istrazivanja o kvalitetnim referentnim vrijednostima
predstavljaju inovativni doprinos primjeni analize multielementnih profila kose i krvi
(osobito kose) za potrebe procjene nutritivnog statusa ljudskog organizma, u klini¢koj
praksi za dijagnostiku metaboli¢kih poremecaja te u preventivnoj i personaliziranoj

medicini.
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8 KRATKI SADRZAJ

Promjene u metabolizmu vezane uz dob i spol, javno su zdravstveni i kliniCki
problem. Potrebni su pouzdani bioindikatori za individualnu procjenu metabolickog
statusa bioelemenata, a krv i kosa lako su dostupna tkiva prikladna za odredivanje
metaboliCkog statusa bioelementnih profila osteotropnih elemenata.

U istraZivanje multi-bioelementnog profila osteotropnih elemenata bila su
uklju¢ena 192 ispitanika (83 muskarca, 109 Zzena). Uzorci su analizirani metodom
ICP-MS i izdvojeni su oni bioelementi sa ulogom u metabolizmu kosti: B, Ba, Ca, Mg,
P, Si, Sri Zn. Analiza nakupljanja bioelemenata u kosi i krvi
(Ca>Zn>P>Mg>Si>Sr>B>Ba) pokazala je da je njihova koncentracija zna¢ajno visa u
kosi nego u krvi. To kosu €ini pogodnijom organsko-bioloSkom matricom od krvi za
kemijsku analizu bioelemenata.

Analizirajuéi frekvenciju distribucije metodom derivata medijana, po prvi puta
su jasno definirani adekvatni rasponi koncentracije bioelemenata u kosi i punoj krvi.
Istodobno, precizirane su i grani¢no niske koncentracije ispitanih bioelemenata ispod
kojih govorimo o deficitu, kao i povisenim vrijednostima kada govorimo o
prekomjernoj izloZzenosti nekom elementu.

Osobito zna€ajnim smatramo nalaz poviSenih koncentracija elemenata
skupine 2A Periodickog sustava (Ca>Mg>Sr>Ba) u kosi Zena naspram kose
muskaraca. Pri tomu je njihov omjer unutar istoga spola bio konstantan. Ocigledno je
kako je metaboli¢ka kontrola mineralizacije organske bioloSke matrice kose bitno
razliCita izmedu muskaraca i Zena. Analizom elemenata u krvi, nismo opazili takve

razlike.
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9 TITLE AND SUMMARY

GENDER DEPENDENT DIFFERENCES IN OSTEOTROPHIC ELEMENTS IN

HUMAN HAIR AND BLOOD

Metabolic changes related to age and gender are becoming a public health
and clinical problem. Reliable bioindicators for individual assessment of bioelement
metabolic status are needed. Blood and hair are two easily accessible tissues
suitable for metabolic status assesment.

The study included 192 subjects (83 men, 109 women). The samples were
analyzed with the ICP-MS highlighting the osteotrophic elements (B, Ba, Ca, Mg, P,
Si, Sr, and Zn) as the primary research objectives. The accumulation of bioelements
(Ca>zZn>P>Mg>Si>Sr>B>Ba) appeared significantly higher in the hair than the blood.
This fact makes hair a more suitable biological matrix for chemical analysis of the
studied elements than whole blood.

For the first time the normal concentration ranges of bioelements were defined
by analyzing the frequency distribution properties in the hair and whole blood. At the
same time, the concentration limits for bioelement deficiency and excess were
defined.

Especially significant is the finding of higher concentrations of elements
belonging to the 2A group of the Periodic table of elements (Ca>Mg>Sr>Ba) in
women's hair compared to men's. The ratio of osteotrophic bioelements within the
same gender remained unchanged. Evidently, the metabolic control of mineralization
of the organic biological matrix differs substantially between the genders. No such

differences were observed in the whole blood.
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11 APENDIKS

Apendiks 1. Kosa. Deskriptivnha (opisna) statistika.

KOSA
Medijan SD X SE Skewness Kurtosis
(Heg?) (Heg?) (Heg?) (Heg?)

B F+9 1,095 1,838 1,793 0,133 2,16 5,26
3 1,623 1,865 2,229 0,205 1,24 0,83

Q 0,860 1,754 1,461 0,168 3,22 12,10

Ba F+9 0,668 2,706 1,286 0,195 9,89 116,15
g 0,523 0,522 0,655 0,057 2,81 11,91

Q 0,960 3,493 1,766 0,335 7,77 70,09

Ca g+9 | 1202,5 1649,7 1791,7 119,1 1,68 3,44
g 592,0 748,3 851,5 82,1 21,12 90,33

Q 2038,0 1786,4 2507,6 171,1 1,19 2,03

Mg 349 104,3 198,98 183,07 14,36 2,62 9,48
g 56,9 87,63 90,33 9,62 3,48 166,87

Q 192,0 229,23 253,69 21,96 2,12 6,31

p 3+9 147,3 63,24 161,14 4,56 5,02 35,36
g 155,2 64,12 166,87 7,04 43,08 2,67

Q 141,0 62,50 156,79 5,99 4,62 31,16

Si 3+9 28,86 55,96 44,28 4,04 5,23 40,18
g 21,87 24,29 28,19 2,67 2,49 1,65

Q 34,49 68,87 56,46 6,60 4,44 27,50

Sr F+9 2,006 4,144 3,339 0,299 3,89 20,74
g 1,156 1,442 1,652 0,158 1,92 5,04

Q 3,490 4,994 4,623 0,478 3,22 13,44

Zn 3+9 186,90 166,12 210,12 11,99 9,58 112,50
g 193,80 58,37 195,71 6,41 1,02 3,49

Q 184,00 214,32 221,09 20,53 7,79 70,77

SD = standarna devijacija; X = aritmeticka sredina; SE = Standardna pogreska; +% = svi ispitanici
(ns+9=192); & = muskarci (ng=83); ? = Zene (ne=109).

195



Apendiks 2. Krv. Deskriptivna (opisna) statistika.

KRV
Medijan SD X SE Skewness Kurtosis
(Hgg™) (Hgg™) (Hgg?) (ngg™)
B 549 0,0393 0,2054 0,0960 0,0182 4,09 16,96
g 0,0523 0,2514 0,1287 0,0339 3,24 10,26
Q 0,0358 0,1560 0,0713 0,0187 31,41 0,03
Ba J+2 0,0342 0,1312 0,0423 0,0116 10,60 117,03
Io) 0,0406 0,1966 0,0619 0,0265 7,25 53,30
Q 0,0238 0,0290 0,0275 0,0034 2,56 10,66
Ca J+2 61,152 16,369 61,071 1,447 -1,25 4,61
oA 59,930 16,839 59,908 2,271 -1,16 5,18
Q 62,300 16,066 61,948 1,880 -1,36 4,61
Mg J+2 31,460 5,292 32,402 0,468 0,27 2,27
J 31,350 5,985 32,911 0,807 0,17 2,40
Q 31,510 4,711 32,020 0,551 0,29 1,69
P J+2 372,0 88,24 371,26 7,80 8,46 2,73
o) 386,0 87,44 369,81 11,79 -2,62 10,91
Q 366,4 89,43 372,36 10,47 -1,49 7,41
Si J+2 1,235 4,337 2,732 0,383 2,50 0,02
Ios 1,740 5,384 4,007 0,726 1,79 2,28
Q 0,980 3,043 1,772 0,356 3,50 12,21
Sr J+Q 0,0148 0,0164 0,0167 0,0015 7,36 60,54
Ios 0,0137 0,0243 0,0189 0,0033 5,19 28,09
Q 0,0142 0,0052 0,0151 0,0006 1,22 2,09
Zn J+2 5,987 1,097 6,064 0,097 1,13 4,48
ad 6,530 1,210 6,538 0,163 1,28 4,73
Q 5,700 0,852 5,706 0,100 0,20 1,06

SD = standarna devijacija; X = aritmeticka sredina; SE = Standardna pogreska; g+2 = svi ispitanici
(ns+e=158); & = muskarci (ng=70); @ = Zene (nNe=88).
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Apendiks 3. Model za derivate medijana elemenata u kosi i krvi (Veli€ina populacije,

VP = 1,000)

Medijan (Mo,n=192)

< >p<

Derivati medijana prema padajucim

vrijednostima (Do = VP/2 = 0,500)

Derivati medijana prema rastuéim

vrijednostima (Uo = VP/2 =0,500)

D1 = Do/2 0,250 Uz = Uo + Uo/2 0,750
< -] >< o >
D, = Do/4 0,125 Uz = U1 + Uo/4 0,875
< o > < o >
D3 = Do/8 0,062 Us=U,+Ug/8 0,937
<-mmem- o------ > <-mmeem g------- >

D4 = Do/16 0,030

Ds = Do/32 0,016
<g>
Ds = Do/64 0,008

Us=Us+ Ug/16 0,969
<---g--->

Us =Us + Uo/32 0,983
<o>

Us =Us + Ug/64 0,992

U ovoj disertaciji prou¢avana je distribucija frekvencija medijana i derivata medijana

od 8 ispitivanih bioelemenata u kosi i krvi za procjenu statusa tih elemenata u

organizmu. Prvo se izraun vrijednost medijana (Mo) koncentracija ispitivane

populacije. Po definiciji, pola populacije nalazi se iznad medijana (grana derivata
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prema rastucim vrijednostima, Uo), dok se druga polovica nalazi ispod medijana
(grana derivata prema padajucim vrijednostima, Do). Dakle, veli€ina populacije (VP)
za Mo je suma obje grane oko sredi$nje tocke Mo, tj., PS =Uo+ Do =0,5+0,5=1,0.
Kako rastuce, tako i padajuce vrijednosti mogu se dalje podijeliti na isti nacin
racunajuci ,medijan od medijana“ u seriju sljedova derivata medijana (Uo,1,2,3 ...n-1,n i
Do,1,2,3....n-1,n). Za svaki derivat medijana populacije, stvarna koncentracija ispitivanog
elementa se moze odrediti. Tako se, umjesto mehanicke implementacije unaprijed
stvorene percentilne reSetke na dobivene podatke, dobiva krivulja derivata medijana

iz samog skupa podataka 3°2,
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Apendiks 4. Koncentracije derivata medijana za svih 8 elemenata u kosi i punoj krvi

(MDC), za muskarce (D1-D6 silazni MDC, U1-U6 uzlazni MDC) i za Zzene (d1-d6

silazni MDC, ul-u6 uzlazni MDC)(ug-g).

Apendiks 4a.Kalcij (Ca).

KOSA

Zajednicki medijan (Mo) mo2 = 1202,5 pg-g* Ca

J Medijan (M) ngs=592,0 ug-g* Ca ? Medijan (Mo) n109= 2038,0 pg-g* Ca
MDC n Ca MDC n Ca MDC n Ca MDC n Ca
D1 42 414,6 ul 42 11245 d1i 55 1100,0 ul 55 3479,0
D2 21 345,1 u2 21 1424,1 d2 28 716,2 u2 28 46325
D3 11 279,2 u3 11 1837,0 d3 14 474,5 u3 14 55415
D4 6 269,0 ua 6 2091,0 d4 7 380,2 ud 7 5914,2
D5 3 260,3 us 3 27246 d5 4 322,9 u5 4 6796,5
D6 2 243,9 ue 2 4215,3 dé 2 283,9 ub 2 8588,5
KRV

Zajednitki medijan (Mo) niss = 61,15 pg-g ™ Ca

J Medijan (Mo) n70= 59,93 pg-g™ Ca

? Medijan (Mo) nss= 62,30 ug-g™ Ca

MDC

D1

D2

D3

D4

D5

D6

35

18

Ca

53,94

50,60

38,78

18,11

0,00

0,00

MDC

Ul

u2

u3

U4

us

U6

35

18

2

Ca

66,27

77,20

81,51

85,39

96,83

105,45

MDC

dl

d2

d3

d4

d5

dé

n Ca MDC n Ca
44 53,56 ul 44 72,60
22 48,45 u2 22 77,78
11 43,37 u3 11 79,91

6 37,90 ud 6 85,99
3 0,00 us 3 86,52
2 0,00 ué 2 92,73
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Apendiks 4b. Cink (Zn).

KOSA

Zajednicki medijan (Mo) mo2 = 186,90 pg-gZn

Jd Median (Mo) ns3= 193,80 ug-g* Zn ? Median (Mo) n10s= 184,00 pg-g™ Zn

MDC n Zn MDC n Zn MDC n Zn MDC n Zn
D1 42 164,4 Ul 42 222,8 dl 55 156,4 ul 55 226,4
D2 21 127,0 u2 21 256,8 d2 28 131,6 u2 28 264,6
D3 11 117,1 u3 11 280,4 d3 14 102,5 u3 14 340,3
D4 6 99,3 u4d 6 294,1 d4 7 97,2 u4 7 4224
D5 3 94,6 us 3 336,4 d5 4 76,2 u5 4 700,5
D6 2 85,2 ué 2 393,1 dé 2 52,8 ub 2 1468,0

KRV
Zajednic¢ki medijan (Mo) niss= 5,99 pg-g*Zn
Jd Median (Mo) ngo= 6,53 pg-g* Zn Q@ Median (Mo) nge=5,70 ug-g* Zn

MDC n Zn MDC n Zn MDC n Zn MDC n Zn
D1 35 5,90 Ul 35 7,00 d1i 44 5,20 ul 44 6,13
D2 18 5,49 u2 18 7,60 d2 22 4,89 u2 22 6,54
D3 9 5,04 u3 9 8,16 d3 11 4,51 u3 11 6,87
D4 5 4,56 U4 5 9,00 d4 6 4,12 ud 6 7,50
D5 3 4,09 us 3 10,60 d5 3 3,63 u5 3 7,62
D6 2 3,78 ue 2 11,44 dé 2 3,61 ué 2 8,00
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Apendiks 4c. Fosfor (P).

KOSA

Zajednicki medijan (Mo) moz = 147,3 ug-g*P

J Median (Mo) ng3= 155,2 pg-g* P ? Median (Mo) nis= 141,0 ug-g* P

MDC n P MDC n P MDC n P MDC n P
D1 42 136,6 Ul 42  184,3 dl 55 128,6 ul 55 167,2
D2 21 1210 u2 21 2054 d2 28 115,7 u2 28 197,7

D3 11 1161 u3 11 221,9 d3 14 106,2 u3 14 2341

D4 6 1109 ua 6 2323 d4 7 103,0 ud 7 275,8

D5 3 1041 us 3 2634 d5 4 98,0 u5 4 3204

D6 2 1041 U6 2 461,8 dé 2 86,0 ub 2 493,44
KRV

Zajednicki medijan (Mo) mss = 372,8 ug-gP

J Median (Mo) n70= 386,0 ug-g P Q@ Median (Mo) nss= 366,4 pug-g* P

MDC n P MDC n P MDC n P MDC n P
D1 35 347,7 Ul 35 405,0 dl 44 337,0 ul 44  413,9

D2 18 332,0 u2 18  418,0 d2 22 316,0 u2 22 452,0

D3 9 2915 u3 9 446,0 d3 11 300,2 u3 11 491,0
D4 5 1265 ua 5 475,0 d4 6 259,1 ud 6 512,0
D5 3 0,0 u5 3 5375 d5 3 0,0 u5 3 555,0
D6 2 0,0 ué 2 5720 dé 2 0,0 ué 2 5825
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Apendiks 4d. Magnezij (Mg).

KOSA

Zajednicki medijan (Mo) nis2 = 104,3 ug-g’* Mg

J Median (Mo) ns3= 56,9 ug-g* Mg Q@ Median (Mo) n109= 192,0 ug-g* Mg
MDC n Mg MDC n Mg MDC n Mg MDC n Mg
D1 42 45,1 Ul 42 103,4 dl 55 91,7 ul 55 313,9
D2 21 35,6 u2 21 149,1 d2 28 68,7 u2 28 505,9
D3 11 31,7 u3 11 197,0 d3 14 48,5 u3 14  664,8
D4 6 29,8 u4d 6 301,0 d4 7 36,8 u4 7 827,0
D5 3 27,3 us 3 485,0 d5 4 25,7 u5 4 928,6
D6 2 26,4 ué 2 521,1 dé 2 24,0 ub 2 11948
KRV

Zajednicki medijan (Mo) niss = 31,46 ug-g* Mg

J& Median (Mo) n70= 31,35 pg-g* Mg ? Median (Mo) nse= 31,51 pg-g* Mg

MDC n Mg MDC n Mg | MDC n Mg MDC n Mg
DI 35 2941 Ul 35 3657| dl 44 2943 ul 44 34,40

D2 18 27,72 u2 18 38,78 d2 22 27,78 u2 22 37,21

D3 9 26,85 u3 9 41,40 d3 11 25,63 u3 11 39,47
D4 5 25,66 ua 5 47,61 d4 6 24,75 ud 6 43,24
D5 3 18,83 u5 3 48,11 d5 3 23,94 u5 3 43,58
D6 2 12,69 ué 2 48,30 dé 2 20,46 ué 2 44,80
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Apendiks 4e. Silicij (Si).

KOSA

Zajednicki medijan (Mo) no2 = 28,86 pg-g™ Si

S Median (Mo) ns3= 21,87 pg-g? Si Q@ Median (Mo) n10s= 34,49 ug-g* Si
MDC n Si MDC n Si MDC n Si MDC n Si
D; 42 13,73 Uy 42 34,97 d; 55 22,27 ug 55 65,09
D, 21 10,47 U, 21 47,27 d; 28 16,62 uz 28 106,65
D3 11 3,75 Us 11 61,70 ds 14 11,99 us 14 136,20
Da 6 3,27 Ua 6 93,65 da 7 4,78 Ug 7 203,96
Ds 3 0,60 Us 3 116,20 ds 4 0,85 Us 4 262,00
De 2 0,30 Us 2 131,28 de 2 0,30 Ue 2 414,10
KRV
Zajednic¢ki medijan (Mo) niss = 1,235 pg-gSi
J Median (Mo) n70= 1,740 pg-g* Si Q@ Median (Mo) ngs= 0,980 pg-g* Si
MDC n Si MDC n Si MDC n Si MDC n Si
D; 35 0,708 Uy 35 3,975 d; 44 0,360 up 44 1,640
D, 18 0,383 U, 18 11,967 d; 22 0,000 uz 22 2,820
D3 9 0,000 Us 9 15,505 ds 11 0,000 us 11 3,733
Da 5 0,000 Ug 5 17,721 ds 6 0,000 Us 6 12,880
Ds 3 0,000 Us 3 20,174 ds 3 0,000 Us 3 12,931
De 2 0,000 Us 2 21,740 ds 2 0,000 Us 2 14,495

203



Apendiks 4f. Stroncij (Sr).

KOSA

Zajednicki medijan (Mo) n1s2 = 2,006 pg-g™*Sr

J Median (Mo) nga= 1,156 pg-gt Sr ? Median (Mo) n109= 3,490 pg-g* Sr
MDC n Sr MDC n Sr MDC n Sr MDC n Sr
D1 42 0,627 Ul 42 2,175 dl 55 1,640 ul 55 5,820
D2 21 0,433 U2 21 3,315 d2 28 1,093 u2 28 7,411
D3 11 0,370 u3 11 4,040 d3 14 0,599 u3 14 11,825
D4 6 0,352 ua 6 4,611 d4 7 0,420 ud 7 18,510
D5 3 0,350 U5 3 6,223 d5 4 0,365 u5 4 24,565
D6 2 0,288 ue 2 7,233 dé 2 0,405 ué 2 30,500
KRV

Zajednicki medijan (Mo) n1ss = 0,0138 pg-g* Sr

J Median (Mo) n70= 0,0137 pg-g* Sr

? Median (Mo) ngs= 0,0142 pg-g* Sr

MDC

D1

D2

D3

D4

D5

D6

35

18

Sr

0,0110

0,0096

0,0090

0,0083

0,0080

0,0078

MDC

Ul

u2

u3

U4

us

U6

35

18

Sr

0,0179

0,0213

0,0248

0,0682

0,1375

0,1649

MDC

dl

d2

d3

d4

d5

dé

n Sr MDC n Sr

44  0,0115 ul 44 0,0179

22 0,0099 u2 22 0,0199

11 0,0088 u3 11 0,0224

6 0,0081 ud 6 0,0281
3 0,0079 u5 3 0,0311
2 0,0074 ué 2 0,0321
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Apendiks 4g.Bor (B).

KOSA

Zajednicki medijan (Mo) moz = 1,095 pg-g*B

J Median (Mo) ns3= 56,9 ug-g* B Q@ Median (Mo) n109= 192,0 ug-g* B

MDC n B MDC n B MDC n B MDC n B
D1 42 0,830 Ul 42 3,119 dl 55 0,532 ul 55 1,543
D2 21 0,578 u2 21 4,766 d2 28 0,434 u2 28 2,570

D3 11 0,386 u3 11 6,007 d3 14 0,330 u3 14 4,057

D4 6 0,260 ua 6 6,405 d4 7 0,271 ud 7 6,320

D5 3 0,119 us 3 7,190 d5 4 0,161 u5 4 8,420

D6 2 0,069 U6 2 7,615 dé 2 0,059 ub 2 9,898
KRV

Zajednicki medijan (Mo) mss= 0,0393 pg-g*B

J& Median (Mo) n70= 0,0523 pug-g* B ? Median (Mo) ngs= 0,0358 ug-g* B

MDC n B MDC n B MDC n B MDC n B
D1 35 53,94 Ul 35 66,27 dl 44 53,56 ul 44 72,60

D2 18 50,60 u2 18 77,20 d2 22 48,45 u2 22 77,78

D3 9 38,78 u3 9 81,51 d3 11 43,37 u3 11 7991
D4 5 18,11 ua 5 85,39 d4 6 37,90 ud 6 85,99
D5 3 0,00 u5 3 96,83 d5 3 0,00 u5 3 86,52
D6 2 0,00 ué 2 105,45 dé 2 0,00 ué 2 92,73
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Apendiks 4h.Barij (Ba).

KOSA

Zajednicki medijan (Mo) n92 = 0,668 pg-g™ Ba

J& Median (Mo) ng3= 0,523 pg-g* Ba ? Median (Mo) n109= 0,960 pg-g* Ba
MDC n Ba MDC n Ba MDC n Ba MDC n Ba
D1 42 0,330 ul 42 0,773 d1i 55 0,500 ul 55 2,050
D2 21 0,263 u2 21 1,193 d2 28 0,340 u2 28 2,536
D3 11 0,200 u3 11 1,378 d3 14 0,238 u3 14 4,264
D4 6 0,155 ua 6 1,535 d4 7 0,227 ud 7 4,810
D5 3 0,139 us 3 2,361 d5 4 0,158 u5 4 9,172
D6 2 0,135 ué 2 2,969 dé 2 0,136 ub 2 22,958
KRV

Zajednicki medijan (Mo) nss = 0,0341 pg-g*Ba

J Median (Mo) n70= 0,0406 pg-g™* Ba

? Median (Mo) ngs = 0,0238 ug-g* Ba

MDC

D1

D2

D3

D4

D5

D6

35

18

Ba

0,0050

0,0021

0,0013

0,0012

0,0009

0,0007

MDC

Ul

u2

u3

U4

us

U6

35

18

Ba

0,0536

0,0620

0,0730

0,0789

0,7815

1,4827

MDC

dl

d2

d3

d4

d5

dé

n Ba MDC n Ba

44  0,0050 ul 44 0,0435

22 0,0019 u2 22 0,0460

11 0,0015 u3 11 0,0585

6 0,0013 ud 6 0,0784
3 0,0013 u5 3 0,1246
2 0,0011 ué 2 0,1523
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Apendiks 5. Valencije elemenata. NajceS¢ée valencije su podcrtane 393,

Element Valencija

B 3,21

Ba 2

Ca 2

Mg 2

P 54,3210,-1,-2, -3
Si 4,3,2,1,-1,-2,-4

Sr

Zn 2,1,0
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