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POVZETEK

Zivo srebro spada v skupino kovin, ki izkazujejo predvsem nevrotoksiéni uéinek na
¢loveka. Zivo srebro obstaja v treh oksidacijskih stanjih; kot elementarno Zivo srebro v tekodi ali
plinasti obliki (Hg®) in kot sestavni del anorganskih soli v dveh vigjih oksidacijskih stanjih (Hg",
Hg?"), pri Gemer Hg®" tvori nekaj stabilnih organskih spojin. Zivo srebro v vseh oksidacijskih
stanjih neposredno zmanjsuje koncentracijo endogenih molekul s prostimi sulthidrilnimi
skupinami, ki imajo antioksidantno funkcijo. Na ta nacin zniza obrambno sposobnost
organizma pred Skodljivimi u¢inki reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Med
najpomembnejse endogene mehanizme zascite pred oksidativnim stresom uvr§¢amo
glutationski (GSH) sistem. Sestavni del le tega je encim glutation S-transferaza pi (GSTP),
ki katalizira reakcije konjugacije GSH s hidrofobnimi elektrofili, v naSem primeru z zivim
srebrom ter zivosrebrovimi spojinami. V diplomski nalogi smo opazovali povezanost med
dvema najpogostejSima enonukleotidnima polimorfizmoma (SNP) na genu GSTPI,
Ile105Val in Alal14Val s koncentracijami Hg*" in metilZivega srebra (MeHg).
Osredototili smo se na dolgotrajno izpostavljenost nizkim koncentracijam Hg*" in MeHg
pri obcutljivih skupinah ljudi, kot so nosecnice in novorojenci. Povezanost med genotipom
in fenotipom smo ocenjevali v bioloskih tkivih, kot so venska materina kri, popkovni¢na
kri novorojencev, lasje mater, mleko mater ter urin mater in novorojencev. V raziskovalni
del diplomske naloge smo vkljucili vzorce, zbrane v projektu PHIME, in sicer DNK 608
novorojencev, katerim so bile predhodno izmerjene koncentracije Hg*" in MeHg v
popkovnicni krvi ter urinu. V skupini 211 mater smo dodatno imeli tudi podatke o
koncentracijah Hg®" in MeHg v venski krvi, laseh, mleku ter urinu. Vzorce DNK smo
genotipizirali z metodo kvantitativna verizna reakcija s polimerazo (qPCR) s pomocjo
specifi¢nih hidrolizirajoc¢ih sond. Statisticno smo povezave genotip-fenotip vrednotili za
oba prouéevana polimorfizma s koncentracijami Hg*" in MeHg v izbranih biologkih
vzorcih. Teste smo izvedli za populacijo mater in novorojencev ter za pare mater in
novorojencev. Ugotovili smo, da je polimorfizem Ile105Val pri materah statisticno
zna&ilno povezan s koncentracijami Hg*" v materinem mleku (p = 0,023). Koncentracije
Hg”" padajo po vrstnem redu genotipov; AA, AG, GG ter so pri genotipu GG statisti¢no

znacilno najniZje. Pri materah in novorojencih se je povezava polimorfizma Ile105Val s
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koncentracijami Hg”" v urinu priblizala statisti¢no zna¢ilnim vrednostim (Pmatere = 0'115,
Provorojenci = 0,105). Koncentracije Hg2+ v urinu v obeh primerih padajo po vrstnem redu
genotipov; AA, AG, GG. Podobno se je povezava polimorfizma Alal14Val pri
novorojencih s koncentracijami Hg*" v urinu pribliZala statisti¢no znacilni (p = 0,144),
koncentracije Hg*" v urinu padajo po vrstnem redu polimorfizmov; CC, CT. Kombinacija
obeh proucevanih polimorfizmov pri novorojencih je statisticno znacilno povezana s
koncentracijo Hg*" v popkovniéni krvi (p = 0,018). Najvisje povprecne koncentracije Hg”"
v popkovnicni krvi so izkazovali novorojenci z genotipom GG za polimorfizem Ile105Val,
ne glede na genotipsko podskupino za polimorfizem Alal14Val. Polimorfizem Alal14Val
pri materah je statisticno znacilno povezan s koncentracijami nekaterih kovin v venski
krvi, ki lahko vplivajo na raven oksidacijskega stresa; mangan, cink, baker in svinec. V
vseh primerih smo statisticno znacilen vpliv genotipa potrdili po izkljucitvi vpliva izbranih
kovariat, npr. koncentracije esencialnih in toksi¢nih kovin v pripadajo¢em bioloskem
vzorcu. Na osnovi nasih rezultatov lahko zaklju¢imo, da so izbrane spremembe v genu
GSTPI povezane s koncentracijami Zivega srebra v mleku in urinu mater ter urinu in
popkovnicni krvi novorojencev. Raziskovane polimorfizme bi lahko vkljucili v skupino
napovednih dejavnikov za obcutljivost novorojencev pri prenatalni izpostavljenosti zivemu

srebru.
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ABSTRACT

Mercury is a heavy metal that demonstrates mainly neurotoxic effects on the human
organism. Mercury can be found in three oxidation states; its elemental state exists as
vapour or liquid (Hg"), its two higher oxidation states (Hg', Hg*") are an integral part of
inorganic salts, while its mercuric Hg*" state may form several stable organomercuric
compounds. All forms of mercury deplete the concentration of endogenous thiol-
containing molecules which carry antioxidant actions. Thus the defense capacity of the
organism against the harmful effects of reactive oxygen species (ROS) is reduced. The
glutathione (GSH) system is one of the main endogenous antioxidant mechanisms. The
glutathione S-transferase pi (GSTP) enzyme is a vital part of this system. It catalyzes the
conjugation of reduced GSH and hydrophobic electrophilic species that are represendted
by mercury and its compounds in our thesis. Within our research we estimated the
association between two of the most common single nucleotide polymorphisms (SNPs) of
the GSTPI gene, Ile105Val and Alall4Val, and the concentrations of Hg*" and methyl
mercury (MeHg). We focused on the long term exposure to low levels of Hg*™ and MeHg
in vulnerable populations such as pregnant women and their newborn children. We
evaluated the relationship between genotype and phenotype in biological samples
including maternal venous blood, newborns' cord blood, maternal hair, maternal milk and
maternal and newborns' urin. Our research involved DNA samples from 608 newborns that
were collected within the PHIME project. They had levels of Hg*" and MeHg in urine and
cord blood previously measured. We also had available data of the measurements of Hg"
and MeHg in venous blood, hair, milk and urin of 211 mothers. The genotype of the DNA
samples was determined by using the method of quantitativne polymerase chain reaction
(qPCR) with specific hydrolysis probes. We statistically evaluated the genotype-phenotype
relationship for both studied polymorphisms and the concentrations of Hg”" and MeHg in
the aforementioned biological samples. We statistically analyzed the population of
mothers, the populations of newborns and of mother-child pairs. We found the statistically
significant association between mothers' Ile105Val polymorphism and the concentrations
of Hg*" in maternal milk (p = 0,023). Concentrations of Hg”" decreased in the following
genotype order; AA, AG, GG and were significantly lowest among the individuals with the

GG genotype. The association between mothers' and newborns' Ile105Val polymorphism
X



and the concentrations of ngJr in urine was found to be close to significant (Pmothers =
0,115, pnewborns = 0,105). In both cases concentrations of Hg2+ decreased in the following
genotype order: AA, AG, GG. Similarly, the linkage between newborns' Alall4Val
polymorphism and concentrations of Hg*" in urine was close to significant (p = 0,144).
Concentrations decreased in the following genotype order: CC, CT. The association
between the combination of both studied polymorphisms in newborns and the
concentrations of Hg*" in cord blood was discovered to be significant (p = 0,018). The
highest Hg*" concentrations were measured among individuals with the GG genotype for
the Ilel05Val polymorphism regardless of the genotypic subtype for the Alall4Val
polymorphism. Mothers' Alall4Val polymorphism was significantly associated with
venous blood concentrations of some essential and toxic metals that might have an
important effect on oxydative stress levels: manganese, zinc, copper and lead. In every
aforementioned case we confirmed the effect of the genotype by excluding the effect of
different covariates for example, the concentration of essential and toxic metals in the
corresponding biological sample. Based on our results we can conclude that GSTPI gene
alterations are connected with concentration of mercury in maternal milk and urine, in
newborns' urine and in the cord blood. We could include our selected polymorphisms in a

group of prognostic factors for infant sensibility to prenatal mercury exposure.

xi
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Diplomska naloga Ivana Jovicic¢

1 UuvoD

1.1 Toksi¢ne kovine

V periodnem sistemu kar Stiri petine ali 80 elementov uvr§¢amo med kovine (1). Pri tem so
pri okrog 30 elementih porocali o toksi¢nosti za cloveka. Med kovinske elemente, kjer
belezimo najbolj pogoste ter tudi najbolj raznolike toksi¢ne ucinke, uvrs¢amo: berilij,

kadmij, krom, svinec, nikelj ter Zivo srebro (2).

Kovine so naravna komponenta zemeljske skorje in so kot take eden izmed najstarejSih
¢loveku znanih toksinov (3). Danes tudi ¢lovek s svojim delovanjem vpliva na geoloske in
bioloske cikle, ki so neposredno povezani s koncentracijo kovin v vodi, hrani in zraku (4).
Vnos zraka z visoko koncentracijo kovin je glavni vir izpostavljenosti na zelo
industrializiranih obmocjih in/ali na obmocjih z veliko gostoto prometa. Voda je lahko
najpomembnejsi vir izpostavljenosti kovinam na obmogjih, kjer je koncentracija kovin
naravno visoka v vodi ter rudninah. Hrana je v veliko primerih najvecji vir kovin, zaradi
najrazli¢nejSih razlogov, od slucajne zastrupitve do doloc¢enih prehrambenih navad, kot je
povecano uzivanje plenilskih rib, v katerih so vi§je koncentracije toksi¢nih kovin (5). Poleg
nastetega so pri dolocenih skupinah ljudi pomembni viri toksi¢nih kovin Se amalgamske
zalivke zaradi vsebnosti zivega srebra in cigaretni dim. Toksi¢ne kovine lahko sproscajo
tudi nekateri vsajeni medicinski pripomocki. Vir izpostavljenosti lahko predstavlja tudi

hemodializa ter nekateri drugi medicinski postopki (6,7,8).

Zastrupitve s kovinami delimo na akutne in kroni¢ne. Danes zaradi ve¢je pogostosti,
manjSega razumevanja mehanizmov ter tezje prepoznavnosti prihaja do bolj poglobljenega
raziskovanja kroni¢nih zastrupitev. Za te je znacilna daljsa izpostavljenost majhnim
koli¢inam toksi¢nih snovi, pogosto pa se pojavlja tudi akumulacija v katerem od telesnih
tkiv in struktur. Najvecjo pozornost namenjamo dolgoro¢nim ucinkom izpostavljenosti, kot
so nevrotoksi¢nost ter vplivi na ostale pomembne organe ter organske sisteme. Posebna

poglavja predstavljajo kancerogenost, mutagenost ter epigenetski ucinki (9).
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Viri
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ZauZitje

Glavne poti privzema

LusZenje
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Zunanja kontaminacija

Slika 1. Shema farmakokinetike toksicnih kovin. Na rdeci podlagi so tkiva, katera odvzemamo za
meritve vsebnosti kovin (2).

Kljub Sirokemu naboru toksikoloSkih lastnosti in u€¢inkov pri razli¢nih kovinah lahko

izpostavimo dva splo$na neposredna mehanizma delovanja:

neposredna inhibicija/aktivacija encima: vecina raziskanih toksi¢nih kovin kaze
visoko afiniteto do funkcionalnih skupin stranskih aminokislinskih verig,
najpogosteje pa do sulfhidriline -SH, karboksilne -COOH in aminske skupine -
NHa. Ko pride do vezave kovine na funkcionalne skupine, ki imajo neposredno
pomembno vlogo pri aktivnosti encima, so mozne spremembe, ki so kljucne pri
strukturni stabilnosti ali pride do sprememb v samem delovanju encima (10). Tako
svinec kaze visoko afiniteto do sulfhidrilne funkcionalne skupine. Vezava svinca na
encime dehidrataza delta aminolevulinske kisline, sintaza delta aminolevulinske
kisline ter ferokelataza vodi do njihove inhibicije, ki se klini¢no kaze kot
mikrocitna hipokromna anemija zaradi ovirane sinteze hema (11). Neposredno
delovanje toksi¢nih kovin na encime povzroci inhibicijo antioksidantnih encimov
in izCrpanost zalog glutationa, kar vodi v povecan obseg oksidativnega stresa ter v
lipidno peroksidacijo. Kot prikazano v primeru, pride do sprememb v beljakovinski

presnovi, ki vodijo v raznolike klini¢ne ucinke (12).
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— posnemanje in zamenjava esencialnih kovin: zaradi podobnosti tekmujejo za
vezavna mesta, pomembna pri absorpciji, shranjevanju ter neposrednem delovanju
esencialnih kovin ter tako ovirajo ali ustavijo procese, pri katerih so le te klju¢ne.
Pogosto zamenjajo esencialne kovine, ki delujejo kot kofaktorji ali komponente
encimov ter drugih pomembnih bioloskih molekul ter na ta nacin ovirajo njihovo
delovanje (10). Kadmij lahko zaseda vezavna mesta, namenjena kalciju zaradi
podobne velikosti in enakega oksidacijskega stanja. Tako kadmij lahko aktivira cel
spekter od kalmodulina odvisnih encimov, kar pripelje do Stevilnih motenih
telesnih funkcij (13). Encim anhidraza ogljikove kisline za delovanje potrebuje cink
kot kofaktor. Ob zamenjavi s kobaltom, se aktivnost encima zmanjsa za vec kot

polovico; ¢e kofaktor cink zamenja baker, pa aktivnost encima pade na zgolj 1%

(6).

1.2 Zivo srebro

Zivo srebro ima med kovinami edinstveno lastnost; v elementarni obliki je pri sobni
temperaturi in normalnem tlaku v teko¢em agregatnem stanju. Pri tem lahko hitro prehaja v
plinasto agregatno stanje (Zivosrebrovi hlapi), ki je s toksikoloskega staliS¢a bistveno bolj

nevarno od tekocCe elementarne oblike.

Zivo srebro obstaja v treh oksidacijskih stanjih. Prvo predstavlja Ze omenjeno elementarno
Zivo srebro v teko¢i ali plinasti obliki (Hg"). Nadalje nastopa kot sestavni del razliénih
anorganskih soli v dveh vigjih oksidacijskih stanjih (Hg", Hg*"), pri ¢emer atom Zivega
srebra izgubi enega oziroma dva elektrona. Pri tem oksidacijska oblika Hg”" tvori nekaj

stabilnih organskih spojin z vezavo na enega ali dva ogljikova atoma (14).

1.2.1 Elementarna oblika Zivega srebra — Hg"

1.2.1.1 Viri izpostavljenosti Hg"

Poleg naravnega izvora (vulkanski izbruhi, predvsem pa izhlapevanje iz povrsine
zemeljske skorje) in pri poklicni izpostavljenosti (obdelava kovinskih rud in uporaba
kovin, pridobivanje zlata, izdelava cementa...), elementarno Zivo srebro v omembe vrednih
koli¢inah najdemo v termometrih, termostatih, amalgamskih zobnih zalivkah ter v barvah z
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dodanim zivim srebrom. Iz vseh nastetih virov lahko zivo srebro prehaja v nevarnejSe
plinasto agregatno stanje (15). V Evropski uniji se ¢edalje bolj omejuje in nadzira uporaba
zivega srebra v industrijske namene in pri razli¢nih kon¢nih izdelkih (16). Predmet
intenzivnih razprav pa je Se vedno precej razSirjena uporaba amalgamskih zobnih zalivk,
zlasti po izsledkih nekaterih raziskav, ki dokazujejo, da amalgamske zalivke vplivajo na

telesno obremenjenost z zivim srebrom, najizraziteje pri otrocih (17).

1.2.1.2 Farmakokinetika Hg’
Absorpcija: preko GIT je absorpcija tekoc¢e oblike zanemarljiva (okrog 0'01%), tudi
zivosrebrovi hlapi se v GIT tezko sproscajo in toksikolosko niso pomembni. Nasprotno se

zivosrebrovi hlapi hitro in u¢inkovito absorbirajo v alveolih (okrog 80%).

Distribucija: gre za majhno in lipofilno zvrst, ki relativno enostavno prehaja v celice, lahko
prehaja tako hematoencefalno bariero (HEB) kot placento; kopici se predvsem v
centralnem Zivénem sistemu (CZS), zlasti v moZganih, po oksidaciji v celicah pa tudi v

ledvicah (18).

Metabolizem: v celicah (zlasti v pljucnih celicah, v eritrocitih, ter v jetrnih celicah) hitro
pride do oksidacije v divalentno obliko z encimom katalaza v prisotnosti vodikovega
peroksida (H,0;). V manjsi meri je mozna tudi obratna pot: redukcija v monovalentno

obliko ter celo nazaj v hlapno elementarno obliko.

Eliminacija: delno se izlo¢i preko plju¢ z dihanjem (okrog 7%); delez, ki se je v procesih

metabolizma oksidiral, pa se izlo¢a z urinom in fecesom (19).

1.2.1.3 Znaki zastrupitve s Hgo

Pri akutni zastrupitvi ob vdihovanju Zivosrebrovih hlapov hitro sledijo bolecine v prsih,
tezko dihanje, kaselj ter izkasljevanje krvi. Simptomi se lahko stopnjujejo do
intersticijskega vnetja plju¢, ki lahko vodi v smrt. Vendar je CZS tisti organski sistem, kjer
se kazejo klju¢ni ucinki zivosrebrovih hlapov na organizem. Subakutna izpostavljenost
povzroca psihoti¢ne reakcije, za katere so znacilni delirij, halucinacije ter samomorilske
teznje (20). Kroni¢na izpostavljenost se najpogosteje kaze kot troj¢ek znakov: povecana
vznemirjenost in razdrazljivost, drhtenje (tremor) ter vnetje dlesni (gingivitis), pojavlja pa
se lahko Se Sirok razpon znakov, ki se kazejo zlasti kot motnje razpolozenja, Custvovanja

ter osebnosti.
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Povecana izpostavljenost elementarnemu zivemu srebru lahko vodi do simptomov,
podobnim dermatitisu; roznati izpus¢aji na okoncinah, srbecica, v hujsih primerih pa tudi

mravljincenje ter bolecina (15).

Vplivi na plod preko izpostavljenosti matere: predvsem raziskave na poskusnih zivalih
jasno kazejo, da je razvijajoce se zivéno tkivo ploda na vplive zivosrebrovih hlapov najbolj
obcutljivo. Pojavljajo se podobne razvojne motnje, kot jih lahko opazujemo pri plodih, ki
so izpostavljeni metilzivemu srebru, zlasti v odmerkih, ki pri materi povzrocajo pojav
znakov zastrupitve (21). Pri podganjih materah se je toksi¢nost pokazala pri odmerkih med
4 in 8 mg/m’, ob izpostavljanju elementarnemu Zivemu srebru med $estim in petnajstim
dnem brejosti. Klini¢ni znaki so vkljucevali padec telesne teze ter pojav blage

nefrotoksi¢nosti (22).

1.2.2 Anorganske oblike Zivega srebra - Hg" in Hg**

1.2.2.1 Viri izpostavljenosti Hg" in Hg""

Vecja izpostavljenost je znacilna za specificna delovna okolja (kloralkalna industrija,
laboratoriji...), medtem ko splo$na populacija prihaja s solmi Zivega srebra le redko v stik.
Dejansko so najpogostejsi vir anorganskega srebra oksidoredukcijske spremembe, do
katerih prihaja pri metabolizmu elementarnega ali organskega zivega srebra. Vir lahko
predstavlja tudi metilzivo srebro, ki je demetilirano s pomocjo ¢revesnih mikroorganizmov
(15). Poskusi z vsebino kravjega vampa so dokazali, da nekatere vrste bakterij uc¢inkovito
demetilirajo metilzivo srebro (23). Eno izmed teh vrst bakterij najdemo tudi v ¢loveskem
GIT; gre za Desulfovibrio desulfuricans, Gram-negativno sulfat-reducirajoco bakterijo

(24).

1.2.2.2 Farmakokinetika Hg" in Hg""

Absorpcija: Hg' soli, najpogosteje kloridna sol, je slabo topna v vodi in absorpcija le-teh v
GIT je nizka. V prisotnosti proteinov pride do disproporcionacije na Hg’ ter Hg”", del
slednje pa lahko prehaja v krvni obtok. Absorpcija Hg**-soli v GIT lahko doseze do 15%
(26). S pomocjo poskusov na Zivalih so ugotovili, da se lahko nezanemarljiv delez (2-8%)

Hg2+—soli absorbira skozi kozo (19).
Distribucija: zaradi slabe lipidotopnosti anorganske Zivosrebrove soli ne prehajajo HEB,
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vendar se lahko nalagajo v mozganih izpostavljenih novorojenckov, ki nimajo Se
popolnoma razvite HEB. Anorganske Zivosrebrove soli prav tako ne prehajajo placente. V
najvecji meri se kopicijo v ledvicah, poviSane koncentracije pa lahko ob izpostavljenosti

zaznamo tudi v jetrih (15).

Metabolizem: v manj$i meri prihaja do dveh lo¢enih procesov; metilacije preko delovanja
bakterij &revesne flore ter redukcijske spremembe do elementarne oblike Hg’. Hg”" oblika
se z veliko afiniteto veZe na aminokisline oziroma aminokislinske verige s sulfhidrilno
funkcionalno skupino -SH. Tako lahko pride do vezave Hg2+ v jetrih na glutation, vendar
velik delez anorganskega zivega srebra hitro potuje v ledvice, kjer se z visoko afiniteto
veze na cisteinske ostanke proteinov z nizko molekulsko maso ter visoko vsebnostjo

cisteina (metalotioneini) (26).

Eliminacija: poteka v glavnem z urinom in fecesom, pri ¢emer je delez posamezne
eliminacijske poti odvisen od velikosti odmerka in dolzine izpostavljenosti zivosrebrovi

. v + . + . . .. .. . .
soli. Delez Hg" in Hg*", ki se skozi redukcijske reakcije pretvori v elementarno obliko, se

delno izlogi preko pljud. Zivosrebrove anorganske soli se izlo¢ajo tudi v materino mleko

(19).

1.2.2.3 Znaki zastrupitve s Hg" in Hg*"

Pri akutni zastrupitvi sprva nastopijo hudi simptomi na GIT, kot so razjede, krvavitve ter
nekroza tkiva, ki pogosto vodijo v smrtno nevarna $ok ter kolaps krvnega obtoka. Ce
bolnik prezivi prvo fazo zastrupitve, v 24 urah sledi odpoved ledvic zaradi nekroze
epitelija proksimalnega tubula, ki vodi v oligurijo, anurijo ter uremijo (25).

Kroni¢ne zastrupitve so redke ter so v veliki veCini povezane s poklicno izpostavljenostjo,
Skodo utrpijo ledvice. Raziskava, v kateri so analizirali vzorce poklicno izpostavljenih
posameznikov iz treh drzav, je pokazala znacilne spremembe celic proksimalnega tubula,
kar so lahko opazili predvsem s spremljanjem proteinurije (27). Dolgoro¢na
izpostavljenost Zivosrebrovim solem vodi v nefritis ter nefrotski sindrom skupaj s

poskodbami glomerulnega tkiva (26).
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1.2.3 Organske Zivosrebrove spojine
Najpomembnejsa spojina v tej skupini ter tista, kateri se bomo najvec¢ posvetili tudi v

diplomski nalogi, je metilZivo srebro (MeHg).

1.2.3.1 Viriizpostavljenosti MeHg

Dolocene vrste v vodi Zivec€ih, zlasti anaerobnih bakterij, vse oblike anorganskega zivega
srebra z encimsko kataliziranimi procesi pretvarjajo v MeHg (28). Pri tem je dolo¢ena
koli¢ina zivega srebra v vodah Ze prisotna zaradi razli¢nih naravnih procesov, ta pa se
lahko bistveno poveca zaradi ¢loveskih industrijskih dejavnosti (izraziti primeri: industrija
pesticidov, fungicidov (Irak - (29)), acetaldehida (Minamata - (30)). Clovek je MeHg
najbolj izpostavljen preko uzivanja morskih sesalcev, predvsem pa rib, zlasti velikih ter

plenilskih, pri katerih po pogostosti izstopa tuna (31).

1.2.3.2 Farmakokinetika MeHg
Absorpcija: pri uzivanju kontaminiranih rib dosega MeHg v GIT 95% absorpcijo, v
primeru izpostavljenosti hlapom, se ti skorajda popolnoma absorbirajo, pri poskusih na

zivalih pa je absorpcija skozi kozo dosegala med 3 in 5%.

Distribucija: zaradi lipofilnosti se zvrst distribuira po celem telesu, okrog 10%
absorbiranega odmerka se absorbira v centralni krvni obtok, kjer se ga ve¢ kot 90% veze

na hemoglobin v rdecih krvnih celicah. Prehaja tako HEB kot placento.

Metabolizem: MeHg se prav tako s veliko afiniteto veze na zvrsti, ki imajo sulthidrilne
funkcionalne skupine (proteini, cistein, glutation), vendar je v primerjavi z anorganskim
Zivim srebrom vezava na metalotioneine zanemarljiva. MeHg se pocasi demetilira v
anorgansko obliko Hg*". Gre za proces, ki poteka v tkivnih makrofagih, intestinalni flori
ter tudi v jetrih fetusa. Demetilacija MeHg poteka tudi v mozganih po prehodu HEB, kar
naj bi bil eden izmed glavnih mehanizmov nevrotoksi¢nosti. MeHg se v intestinalni flori
demetilira predvsem s pomocjo delovanja ze omenjenih naravno prisotnih reducirajocih
bakterij, ostali mehanizmi demetilacije pa niso $e natan¢no raziskani. Encimov, ki bi
reakcijo demetilacije katalizirali, pri sesalcih Se niso nasli, natan¢neje proucujejo

morebitne radikalske mehanizme transformacije.
Eliminacija: dnevno telo lahko izlo¢i okrog 1% telesnega bremena MeHg. MeHg vstopa v
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enterohepaticno krozenje. Izloc¢anje z Zol¢em poteka zlasti, ko je MeHg vezan na glutation.
Znaten delez se ga potem v Crevesju reabsorbira. Okrog 90% MeHg se izloca s fecesom,

10% pa z urinom, v obeh primerih v obliki Hg*" (32).

1.2.3.3 Znaki zastrupitve z MeHg
Najbol;j izrazite, hkrati pa tudi najbolj prouc¢ene simptome zastrupitve z MeHg lahko
opazujemo na CZS. Klini¢ni znaki in potek bolezni so odvisni od razvojne dobe, odmerka

ter trajanja izpostavljenosti.

Izpostavljenost MeHg fetusa pred rojstvom

Ucinki izpostavljenosti MeHg pred rojstvom so najbolj natan¢no prouceni v ze omenjenem
primeru mesta Minamata na Japonskem. Med nose¢nostjo in porodom matere prizadetih
otrok niso izkazovale nobenih znakov zastrupitve. Vir zastrupitve so bile najverjetneje ribe,
ki so jih matere uzivale, v katerih se je nakopicilo veliko Zivega srebra zaradi delovanja
tovarne acetaldehida. Nepravilnosti pri razvoju so se zaCele kazati pri okrog Sestih mesecih
po rojstvu, sprva kot nestabilnost vratu, konvulzije ter nezmoznost sledenja z o¢mi. Sledil
je pojav hudih nevroloskih, dusevnih in motori¢nih simptomov, ki so bili v mnogih prvinah
podobni cerebralni paralizi. Nevroloski klini¢ni znaki so raznoliki, kar kaze na
generaliziranost poSkodb, mozgani izpostavljenih otrok pa so Ze ob rojstvu manjsi,

potekata procesa atrofije ter hipoplazije celic (33).

Izpostavljenost MeHg v odrasli dobi

Nevroloski znaki, ki se pojavljajo zaradi izpostavljenosti MeHg v odrasli dobi so posledica
bolj lokaliziranih poskodb in se najpogosteje kazejo kot periferna nevropatija, motnje

govora, vida, sluha, tremor ter razliCen spekter motenj dusevnosti ter razpolozenja (34).

1.2.3.4 Tiomersal — spojina z EtHg

Gre za konzervans, ki ga dodajajo v glavnem cepivom in vsebuje etilzivo srebro (EtHg).
Znanstveniki se Se niso zedinili, ali gre za Skodljiv ali nenevaren dodatek. Obcutljiva je
zlasti uporaba pri otrocih z vidika povzro¢anja ali povecanja moznosti pojava nevroloskih
motenj (v ospredju raziskav je zlasti avtizem). Tudi izsledki znanstvenih raziskav si
pogosto nasprotujejo, tako da bi bilo verjetno potrebno natancneje prouciti metode
izbiranja vzorcev, metode analize ter statisticnega vrednotenja podatkov, da bi lahko
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ugotovili, zakaj prihaja do takih razlik (35,36).

1.3. Zascita pred toksi¢nimi ucinki Zivega srebra

Stabilnostne konstante kompleksov zivega srebra ter sulthidrilne skupine so visoke.
Posledi¢no se Zivo srebro veZe na katerokoli prosto sulthidrilno skupino, pri ¢emer bo
vezava zivega srebra na spojino s sulfhidrilno skupino (glutation, cistein, homocistein,

metalotionen, albumin) z najvi§jo koncentracijo najpogostejsa (37).

Kompleks MeHg in cisteina posnema strukturo aminokisline metionin ter lahko preko
enakih mehanizmov kot metionin prehaja HEB - gre za enega pomembnih raziskovanih
mehanizmov nevrotoksi¢nosti MeHg, ob spremembah homeostaze kalcija, glutamata ter

oksidativnemu stresu (38).

Vendar v sploSnem velja, da endogene tiolne spojine vezejo ter prenasajo zivosrebrove
spojine, s ¢imer preprecujejo vezavo na ostale funkcionalne proteine ter tako §citijo pred
poskodbami tkiva. Vi§je kot so koncentracije spojin s sulfhidrilno funkcionalno skupino
znotraj celice, boljsa je zascita pred kopicenjem zivega srebra, tako in vivo kot in vitro

(39).

1.3.1 Glutation

Glutation je v sesalskih celicah najbolj pogosta nizkomolekularna spojina, ki vsebuje
sulthidrilno (-SH) funkcionalno skupino. V ve¢ini celic ga najdemo v milimolarnih
koncentracijah (40). Sinteza poteka v citosolu celice iz aminokislinskih prekurzorjev;
glutaminske kisline, cisteina in glicina. V celici je glutation prisoten vecinoma v reducirani
obliki (GSH > 98%), manj v obliki disulfida (GSSG) oziroma konjugatov (GS-R) (41).
Glutation je izredno pomemben del antioksidantnega obrambnega sistema organizma,
poleg tega pa ima Se druge pomembne funkcije; sluzi kot skladis¢na molekula za
aminokislino cistein, shranjuje ter prenaSa dusikov oksid (NO), sodeluje pri metabolizmu
estrogenov, levkotrienov in prostaglandinov, pri redukciji ribonukleotidov v
deoksiribonukleotide, ima vlogo pri delovanju nekaterih transkripcijskih faktorjev (zlasti
tistih, ki imajo pomembno vlogo v redoks signalizaciji), pomemben je pri detoksifikaciji

mnogih, tako endogenih substanc kot ksenobiotikov (42).

Vsi aerobni organizmi so izpostavljeni oksidativnim procesom, ki so posledica samega

aerobnega metabolizma. Intermediati, ki pri tem nastanejo in vkljucujejo tudi H>O, in
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superoksidni anion (O,"), vodijo v nadaljnjo tvorbo toksi¢nih kisikovih radikalov, ki
ovirajo klju¢ne metabolne procese ter lahko vodijo v poSkodbe celice (43). Poleg tega
lahko hidroksilni radikal (OH") odvzame vodikov atom molekuli lipida v biolo$ki
membrani. Pri tem nastane lipidni radikal, ki reagira z v membrani raztopljenim tripletnim
kisikom (*0;) do peroksilnega radikala (R-O-O"), ki lahko odvzame vodikov atom
naslednji molekuli lipida. Potekati za¢ne verizna radikalska reakcija, ki se nadaljuje v
nekontroliran ter kompleksen sistem oksidacij lipidnih komponent, ki ga imenujemo
lipidna peroksidacija. Ta pripelje do spremenjene strukture in funkcije bioloske membrane

(44).

Glutation je eden najpomembnejsih vzvodov antioksidativne obrambe z reaktivnimi
kisikovimi zvrstmi (ROS — "reactive oxygen species") povzrocenega oksidativnega stresa,
pri Cemer glutation v reakciji ROS reducira, sam pa se oksidira. Reducirajo¢o funkcijo

glutationa obnovi encimsko katalizirana reakcija v prisotnosti NADPH (43). Na sliki 2 so
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L-Glu + L-Cys + ATP —\ . ) GSH GER
Glu l wGluCys ligazs Cys-5 o N-acetiltransferaza - —
i ! N Cys-5R - MescetilCys-sR | FE =
K L~* GluCys + ADP + Pi ; i merkapturna kislina) Tans] ]
L-pGlu-Al Oyl RS-Cysgy
Cys - glutamilciklotransferaza + +
i L 4-Glu-AK = in +zminokizli LG LG
L= GluCys + Gly + ATP - S-okzoprolin + aminckizlina ! !
a a
Gly— 1 G5H sintetaza &-oksoprolinaza L-ama-Elu-AK
M - : S-oksoprolin L-GI
L -+GlyCysGly + ADP + Pi P e u Cys-Gly RE-Cys-Gly
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ipeptidara

=

RE-Cys
- +Gly
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e ,JWFLW> GSH + oksidanti — GSSG ali GS-SR (npr- GS-protein)
G556 GS5G . _allFR:': .
GaH Eg t GSH + radikali —s GS* ali GS-R (npr. GS-NO)

GSH + koving +— G5-M ali G5-M-5G

_‘\\
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natancneje predstavljene temeljne homeostazne poti glutationa v sesalskih celicah.
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Slika 2: Osnovne reakcijske poti glutationa. Razlaga kratic: Cys — cistein, Glu — glutaminska kislina,
Gly — glicin, GSH — glutation, GSSG — glutation disulfid, GSR — glutationski konjugati, GST — glutation
transferaza, GPX — glutation peroksidaza, MRP — multidrug resistance- associated protein (cloveski
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prenasalni protein, povezan z odpornostjo proti vec ucinkovinam), OATP — organic anion transporting
protein ( organski anionski prenasalni protein), TRX — tioredoksin (43).

ROS pa ne nastajajo samo fiziolosko pri procesu aerobnega metabolizma, temvec tudi pri
vplivu zunanjih dejavnikov, kot so razli¢ne oblike sevanja, ksenobiotiki ter kovine (45),
med katere spada tudi zivo srebro, na katero se v diplomski nalogi osredotocamo. Tako
glutation ne le veze Zivo srebro s pomocjo sulthidrilne funkcionalne skupine, ampak tudi

zmanjSuje Skodo z Zivim srebrom povzrocenega oksidativnega stresa.

1.3.2 Glutation S-transferaza

Glutation S-transferaze (GST) so skupina encimov, ki imajo pomembno vlogo pri reakcijah
druge faze biotransformacije. V sesalskih celicah jih najdemo v glavnem v citosolu,
dolocene razrede pa so zasledili tudi v mitohondriju in mikrosomih. Njihova najbolj
izstopajoca naloga je kataliza reakcije konjugacije elektrofilov na glutation, med katere
spadajo tako endogeni produkti oksidacijskega stresa kot ksenobiotiki (46). GST
omogocajo glutationu konjugacijo elektrofilov s povecanjem njegove nukleofilnosti, saj

odtegnejo proton sulthidrilni funkcionalni skupini glutationa (47).

GST pa imajo tudi druge pomembne naloge: vezejo lahko razlicne endogene in eksogene
ligande, izkazujejo izomerazno in peroksidazno aktivnost, imajo pa tudi sposobnost
inhibicije c-Jun N-terminalnih kinaz, s ¢imer lahko v dolo¢enih primerih celico zas¢itijo
pred s H,O; inducirano celi¢no smrtjo. Poznamo 8 razli¢nih razredov, od katerih so najbolj
raziskani v citosolu nahajajoci se razredi alfa (o), mi (p), pi (7) in theta (0). Razredi se med
seboj razlikujejo glede na kriterije, kot so substratna/inhibitorska specifi¢nost, podobnost

primarnih ter terciarnih oziroma kvartarnih struktur ter imunolosSka istovetnost (46).

1.3.2.1 Glutation S-transferaza pi

Za razliko od ostalih citosolnih GST, pi razred v osnovi vsebuje samo en protein, in sicer

GST P (38). Protein sestavlja 210 aminokislin dolga veriga (slika 3).

Temeljna funkcija GSTP je kataliza konjugacije reduciranega glutationa z velikim Stevilom
tako endogenih kot eksogenih hidrofobnih elektrofilov. Poleg tega regulira CDK5

aktivnost preko p25/p35 translokacije ter je preko tega udelezen v preprecevanju
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nevrodegenerativnih procesov (48) in ima pomembno vlogo pri Ze omenjeni inhibiciji c-

Jun N-terminalnih kinaz (49).
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Slika 3. Aminokislinsko zaporedje proteina GSTP. Z roznato barvo je oznaceno mesto spremembe (105)
aminokisline iz izolevcina v valin pri SNP llel05Val. Z modro barvo je oznaceno mesto spremembe
(114) aminokisline iz alanina v valin pri SNP Alall4Val (48).

Geni, ki kodirajo GSTP encim, se nahajajo na 11. kromosomu, in sicer na lokusu q13 (49).
Na obravnavanem genu GSTP] je poznanih le malo polimorfizmov. V diplomski nalogi
bomo proucevali vpliv dveh najpogostejsih polimorfizmov; 1le105Val (rs1695) in
Alall4Val (rs1138272). Pri obeh gre za zamenjavo zgolj enega nukleotida, torej za SNP

("single nucelotide polimorphism").

Pri SNP Ile105Val gre za drugacnosmiselno (t.i "missense'") mutacijo, kjer sprememba
enega nukleotida, v tem primeru gre za zamenjavo adenina (A) z gvaninom (G), povzroci
spremembo kodona, ki vodi v zamenjavo v aminokisline. Pri SNP Ile105Val na mestu 105

pride do zamenjave izolevcina v valin (50).

Podobno je pri SNP Alal14Val, kjer zamenjava nukleotida iz citozina (C) v timin (T) vodi
v spremembo kodona, ki zamenja aminokislino na mestu 114 iz alanina v valin (51). Mesta

zamenjav prouc¢evanih SNP si lahko ogledamo na sliki 3.

Obe aminokislinski spremembi se nahajata v aktivnem mestu peptida GSTP ter povzrocita
znacilne spremembe medatomskih razdalj aminokislin, ki so klju¢ne za uc¢inkovito vezavo
elektrofila. Tako so v nedavni Studiji ugotovili, da je homozigot za polimorfizem
Alall4Val izkazal 80% prvotne encimske aktivnosti, medtem je pri homozigotu za

polimorfizem Ile105Val aktivnost padla na 55%.

Pojav polimorfnih Ile105Val in Alal14Val vodi tudi v dokazljive klini¢ne u¢inke. Na

sploSnem sta obravnavana SNP-a pogosto prouc¢evana v povezavi s spremembami tveganja
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za rakave bolezni ter klini¢nimi odzivi na zdravljenje s protitumornimi u¢inkovinami.
Celotno lahko najdemo spisek vec¢ kot 400 publikacij, ki navajajo povezave med
genetskimi variacijami GSTPI ter ve¢ kot 200 boleznimi (52), kot sta diabetes tipa II (53)

in astma pri otrocih (54).

1.4 Prehajanje Zivosrebrovih spojin preko placente

Placenta je organ, ki omogoca izmenjavo hranilnih snovi, plinov ter odpadnih snovi med
materjo in plodom. V posteljico se z ene strani razvejujejo materni¢ne vene, z druge strani
pa popkovni arteriji. Prostor, ki locuje nosecnicino ter plodovo kri, imenujemo medresi¢ni
prostor. Izmenjava snovi poteka preko horionskih resic, ki so sestavljene iz treh plasti;

plodovega trofoblasta, plasti opornega

Materina kri

tkiva ter kapilarnega endotelija plodu. (medresicni proston)

S¢etinasta apikalna
[~ membrana
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Slika 4: Medresicni prostor in horionske resice Bazmatera_m_a.ﬂ — S [trofeb S X )l
membrana )
(55) C —_—::_ {kapilarni endotelu )/
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Slika 5: Najpogostejsi prenasalci placente. — g; T | " W
J . Ty Qup T/ !‘ﬁh'f_n T,
?

Razlaga kratic: BRCP — breast cancer f %
“.—@_ OAT-4 L {
resistance protein (protein, izoliran pri ~ T HoAr-4) P JHL @L J
odpornih vrstah raka dojke), MDR — S - - v
’ e @ Y Gy,
. . . i ( Y

multidrug resistance protein, MPR - NI

multidrug resistance-associated protein (¢loveski prenasalni protein, povezan z odpornostjo proti vec
ucinkovinam), NET — noradrenalinski transporter, OAT — organski anionski transporter, OATP —
organski anionski polipeptidni transpoter, OCT — organski kationski transporter, SER — serotoninski

transporter (35).

Placento z lahkoto prehajajo majhne, lipidotopne zvrsti, vodotopne snovi prehajajo tezje,
zlasti tiste z ve¢jimi molekulami. Prehod esencialnih ioniziranih zvrsti ter organskih

molekul je omogocen preko prenasalnih molekul (55).

V skladu z zgornjimi ugotovitvami, lahko zivosrebrovi hlapi placento nemoteno prehajajo.
Sposobnost prehoda raste s starostjo placente, ko se prepustnost membran poveca, njihova

debelina pa zmanjsa. Najvisje koncentracije Zivega srebra so nasli v plodovih jetrih, ki so
13
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bogata z metalotioneini, ki vezejo vecino zivega srebra anorganskega izvora v prenatalnem
obdobju. Po rojstvu se koncentracija metalotioneinov v jetrih otroka zmanjSuje, zaradi
Cesar so opazili poveéane koncentracije Zivega srebra v ledvicah ter CZS novorojenca. Pri
dovolj visokih koncentracijah Hg”", sledi postopen razvoj kliniénih znakov, opisanih v
prejs$njih poglavjih.

Ionizirane Zivosrebrove zvrsti placento slabo prehajajo (56).

Znano je, da MeHg placento prehaja brez tezav, vendar natan¢en mehanizem prehoda
zaenkrat Se ni poznan. Med najbolj zastopanimi teorijami je tvorba konjugata med MeHg
in cisteinom, ki posnema aminokislino metionin. Tako vezan MeHg lahko placento prehaja

preko njenih aminokislinskih prenasalcev. Zgoraj opisan nacin prehoda MeHg so pokazale

tudi nekatere epidemioloske Studije (57).
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2 NAMEN DELA

Zivo srebro v vseh oksidacijskih stanjih neposredno zmanjsuje koncentracijo endogenih
molekul s prostimi sulthidrilnimi skupinami, ki imajo antioksidantno delovanje. Poleg tega
zivo srebro posredno tvori ROS, ki delujejo oksidantno in lahko sprozijo lipidno
peroksidacijo. Da se preprecijo nadaljnje oksidativne poskodbe v organizmu, so zato
razviti posebni antioksidantni sistemi zascite. Eden izmed najpomembne;jsih je glutationski
sistem, ki vkljucuje tudi encim glutation S-transferazo pi (GSTP), ki jo kodira gen GSTP].
Dokazano je bilo, da polimorfizma Alal14Val in Ile105Val na genu GSTP! zmanjSata
encimsko aktivnost GSTP. V diplomski nalogi bomo ugotavljali, ali je prisotnost
polimorfizmov na genu GSTP! in s tem zmanjSana aktivnost encima GSTP pri nose¢nicah
in novorojencih povezana z vigjimi koncentracijami Hg”" ter MeHg v razli¢nih biologkih

vzorcih.

Namen diplomskega dela bo ugotoviti prisotnost statisticno znacilnih povezav med:

— prisotnostjo SNP polimorfizmov Alal14Val in Ile105Val v genu GSTP! pri
nose&nicah ter njihovih novorojencih s koncentracijami Hg”" ter MeHg v venski

krvi, mleku, laseh in urinu mater ter popokovni¢ni krvi in urinu novorojencev

— prisotnostjo SNP polimorfizmov Alal14Val in Ile105Val na genu GSTP1 pri
novorojencih ter koncentracijami Hg”" ter MeHg v popkovniéni krvi ter urinu

novorojencev

Na voljo imamo tudi Ze dolocene koncentracije nekaterih esencialnih kovin (Mn, Zn, Se,
Cu) , nekaterih toksi¢nih kovin (Cd, Pb, As) v materini ter popkovni¢ni krvi ter PUFA
("polyunsaturated fatty acids'’) v materini krvi, ki jih bomo v statisti¢ni obravnavi

rezultatov vkljucili kot kovariate zaradi njihovega vpliva na raven oksidativnega stresa.

Temeljni del eksperimentalnega dela diplomske naloge bo izvedba metode kvantitativna
verizna reakcija s polimerazo ("quantitative polymerase chain reaction” - gPCR) na

vzorcih DNK, predhodno izoliranih iz venske krvi mater ter popkovni¢nega tkiva
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novorojencev. Klju¢na koraka qPCR vkljucujeta pomnozevanje zelenih odsekov DNK in

alelno diskriminacijo s pomocjo specifi¢nih hidrolizirajocih sond.

Raziskovalni del diplomske naloge bomo zakljucili s statisti¢éno obdelavo podatkov s

primernim statisticnim programom.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 Preiskovanci in vzorci

Raziskovalci so zbrali bioloSke vzorce 429 slovenskih novorojencev ter 179 hrvaskih
novorojencev, kar je skupaj 608 preiskovanih otrok. Prav tako so odvzeli bioloSke vzorce
211 hrva8kih mater, medtem ko vzorci za slovenske matere Zal niso bili uspes$no zbrani.
Podatki in vzorci preiskovancev so del studije projekta PHIME ( "Public Health |mpact of
long-term, low-level Mixed Element Exposure in susceptible population strata'), ki pri
nosecnicah in novorojencih iz 22 razli¢nih evropskih in drugih drzav opredeljuje vpliv

dolgotrajne izpostavljenosti toksi¢nim kovinam v nizkih odmerkih.

Vzorce mater in otrok so analizirali lo¢eno, sprva v vsaki drzavi posebej, nato pa je sledila
analiza vzorcev vseh otrok hkrati. Hrvaskim materam so na kontrolnih pregledih v
ustanovi Klinicki bolnicki centar Rijeka, na oddelku Klinika za ginekologijo i porodniStvo
v Reki, odvzeli vzorce periferne venske krvi ter las. Ob rojstvu otrok so zbrali tudi vzorce
popkovniéne krvi ter tkivne vzorce popkovine. Prav tako so zbirali vzorce mleka hrvaskih
mater ter vzorce urina tako hrvaskih mater kot otrok. Ob rojstvu slovenskih otrok so
odvzeli vzorce popkovnicne krvi ter tkivne vzorce popkovine in pri nekaterih materah so

uspeli zbrati vzorce las ter mleka.

Od hrvaskih mater so z vprasalniki pridobili tudi pomembne podatke, ki dajejo boljsi
vpogled v njihovo zdravstveno stanje ter Zivljenjske navade: starost, ITM (indeks telesne
mase) med nosecnostjo in porodom, koli¢ina zauzitih rib (svezih, zamrznjenih,
konzerviranih), koli¢ina zauzitih alkoholnih pija¢ (vino, pivo, Zgane pijace) ter kadilski
status. Frekvence in povprec¢ne vrednosti nastetih parametrov si lahko ogledamo v

preglednici XX (7. poglavje: Priloge).

Vse preiskovanke so podale pisno soglasje o vkljucitvi lastnih ter vzorcev svojih otrok v

Studijo, ki sta jo odobrili eti¢ni komisiji tako na Hrvaskem kot v Sloveniji.

3.2 Dolo¢anje koncentracij Hg*" in MeHg
Meritve koncentracij vseh izbranih kovin so bile opravljene na institutu Jozef Stefan v

Ljubljani.
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Koncentracije Hg*" v venski krvi (MHg), mleku (milkHg), laseh (HHg) in urinu (MuHg)
mater ter popkovni¢ni krvi (CbHg) ter urinu (BuHg) novorojencev so dolocili na Institutu
Jzef Stefan z metodo atomska absorpcijska spektrometrija (AAS). Ta temelji na meritvi
absorpcijskega elektromagnetnega valovanja, ki ga absorbirajo vzbujeni atomi vzorca v
plinastem stanju. Vzorce je pred analizo potrebno upariti na primerni temperaturi ter
atomizirati s pomocjo plamena. Skozi tako pripravljen vzorec spustijo svetlobo primerne
valovne dolZine. Sledi detekcija deleZa prepuscene svetlobe po absorpciji skozi vzorec.
Meritve koncentracij ngJr v izbranih bioloskih vzorcih so izvedli na aparaturi Direct

Mercury Analyzer (Milestone Srl, Italija).

Koncentracije MeHg v venski krvi nosecnic in popokovni¢ni krvi novorojencev so dolocili
z metodo CV-AFS ("cold vapour atomic flourescence spectrometry"), izpeljanko atomske
fluorescencne spektrometrije, ki je najbolj uporabna za analizo sledov lahko hlapnih kovin,
kot je zivo srebro. Vzorce je pred meritvijo potrebno ekstrahirati, etilirati ter komponente
lociti s plinsko kromatografijo. Za meritve koncentracij MeHg so uporabili aparaturo

Brooks Rand Labs, Model I, ZDA.

Koncentracije MeHg v laseh so dolocili z metodo plinska kromatografija s sklopljenim
detektorjem za zajetje elektronov (""gas chromatography — electron capture detector" —
GC-ECD). Temelji na merjenju prepuscenega toka elektronov. Tok elektronov, ki sestavlja
osnovni signal, tvori sevalec beta delcev v kombinaciji z inertnim plinom, kateremu beta
delci z lahkoto zbijejo elektrone. Metoda je uporabna za dolocanje nizkih koncentracij
snovi z visoko elektronegativnostjo, ki so sposobne absorpcije elektronov, med katere
spadajo tudi organokovinske spojine (58). Aparatura, ki so jo uporabili za analizo vzorcev,

je GC-ECD, HP 5890, Hewlett Packard, ZDA.

3.3 Doloc¢anje koncentracije ostalih izbranih kovin in PUFA

Koncentracije arzena, bakra, cinka, kadmija, mangana in svinca so dolo¢ili na Institutu
Jozef Stefan z metodo masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo ("inductively
coupled plasma mass spectrometry" — ICP-MS). Gre za razli¢ico klasi¢ne masne
spektrometrije, katere prednosti so vecja hitrost, obcutljivost in natan¢nost. Namenjena je

zlasti merjenju izredno nizkih koncentracij kovin in nekaterih nekovin. Na zacetku
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postopka izvajajo ionizacijo vzorca s pomocjo induktivno sklopljene plazme — gre za
inertni plin, ki ga ioniziramo s pomocjo segrevanja z elektri¢no tuljavo, ki po postopku
vsebuje dovolj visoke koncentracije ionov in elektronov, da postane elektricno prevoden.
Nadalje poteka locba ionov na podlagi razmerja med maso in nabojem ter kvantifikacija
ionov na detektorju na podlagi signala, ki je sorazmeren s koncentracijo iona (59). Za
izvedbo postopka so uporabljali aparaturo Octapole Reaction System (ORS) Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometer, 7500 ce, Agilent Technologies, ZDA.

Za meritve koncentracij selena so uporabljali metodo hidridna atomska fluorescen¢na
spektrometrija ("hydride generation atomic fluorescence spectrometry" — HG-AFS). Pred
izvedbo postopka na aparaturi je potrebna mineralizacija vzorca s segrevanjem in
dodatkom HNO3/H,SOs. Sledi nastanek hlapnega selenovega hidrida, ki po prehodu skozi
vodikov plamen razpade. Atomi selena po razpadu sevajo fluorescencno svetlobo znacilne
valovne dolzine, ki jo zazna detektor aparature, nastali signal je sorazmeren koncentraciji

selena v vzorcu.

Koncentracije PUFA so dolo¢ili s pomocjo transesterifikacije in situ, kateri je sledila
detekcija s plinsko kromatografijo s plamensko ionizacijskim detektorjem ("gas
chromatography — flame ionization detector" — GC- FID), ki spada med ucinkovitejse
metode za merjenje koncentracij organskih spojin, saj vsebujejo visoke koncentracije
ogljika. Metoda temelji na reakciji pirolize s pomocjo plamena, ki vodi do nastanka
pozitivno nabitih ionov ter elektronov, ki povzrocijo nastanek elektri¢nega toka med
elektrodama. Izmerjen elektri¢ni tok je sorazmeren s koli¢ino reduciranih ogljikovih

atomov v plamenu (60).

3.4. Izolacija DNK

Genomsko DNK novorojencev iz popkovni¢nega tkiva, odvzetega ob rojstvu, so izolirali
na Fakulteti za Farmacijo v Ljubljani. Uporabili so reagente iz kompleta QlAamp DNA
Mini Kit, ki ga proizvaja QIAGEN iz ZDA. Izolacijo so izvedli po protokolu DNA
purification from tissues iz priro¢nika Ql4damp DNA Mini and Blood Mini Handbook
04/2010 (61). Uspesnost izolacije so preverili z meritvami s spektrofotometrom NanoDrop
(ND1000, ZDA) pri 260 nm, ¢istost izolirane DNK pa z razmerjem absorbanc pri valovni
dolzini 260 in 280 nm, doloCenem na isti aparaturi.
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Genomska DNK nosec¢nic je bila izolirana iz levkocitov periferne venske krvi s pomocjo
reagentov iz kompleta High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche, Svica. Materino
DNK so v naslednjem koraku red¢ili z ultra ¢isto vodo v razmerju 1:20, DNK
novorojenckov iz popkovni¢nega tkiva pa zaradi nizjih koncentracij ni bilo potrebno

red¢iti. Vzorce so hranili na temperaturi -20°C do izvedbe nadaljnjih analitskih postopkov.

3.5. Alelna diskriminacija z uporabo specifi¢nih

hidrolizirajoc¢ih sond
Za dolocanje prisotnosti izbranih polimorfizmov na genu GSTP/ smo uporabili metodo
gPCR, ki je nadgradnja klasi¢ne PCR ter se odlikuje z visjo hitrostjo, obcutljivostjo,
zmogljivostjo in ponovljivostjo. PCR je metoda, pri kateri termostabilni encim DNK-
polimeraza v ciklih pomnozuje krajsi izbrani del matricne DNK, ki ga doloca izbira
zacetnih oligonukleotidov. V vsakem ciklu se Stevilo odsekov DNK podvoji. Temeljni
princip qPCR ostaja enak, s tem da pomnozeno DNK fluorescen¢no oznacijo, skozi cikle
nastala fluorescenca pa je sorazmerna koli¢ini pomnozene DNK, kar lahko spremljamo
tekom celotnega procesa qPCR. PomnoZevanje in detekcija torej potekata soasno. Pri
izvedbi qPCR se lahko uporabljajo razli¢ni nacini fluorescenénega oznacevanja, pri cemer
smo v eksperimentalnem delu diplomske naloge uporabljali oznacevanje s specificnimi
hidroliznimi sondami, natanéneje s sondami TagMan®. Princip oznagevanja in detekcije
temelji na mehanizmu FRET ("fluorescence resonance energy transfer") ter 5'
eksonukleazni aktivnosti polimeraze (slika 6). Hidrolizna sonda se v skladu s parjenjem
baz veze na specificno zaporedje DNK, ki je znotraj poloZaja oligonukleotidnih
zacetnikov. Sonda ima na enem koncu vezan porocevalec, na drugem pa dusilec. Pri
nehidrolizirani sondi sta poro¢evalec in dusilec dovolj skupaj, da se fluorescenca iz
porocevalca prenasa na duSilec, zato detektor aparature fluorescence ne zazna — pride do
FRET. Med podaljsevanjem DNK verige DNK polimeraza s svojo 5'-eksonukleazno
aktivnostjo cepi sondo, pri ¢emer gresta molekuli porocevalca in dusilca narazen, zato

lahko aparatura emitirano fluorescenco porocevalca nemoteno detektira.

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili dva razlicno obarvana porocevalca: modrega
FAM® ter zelenega VIC™" Vsak se veZe na eno izmed alelnih razli¢ic, zato metodi pravimo

alelna diskriminacija. Ta je temelj genotipizacije vzorcev.
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Slika 6: Graficni prikaz principa vezave sonde na

specificno zaporedje DNK ter njenega delovanja (62).

3.5.1 Reagenti

— ultra ¢ista voda — dH,O

Donorsko barvilo -
poro&evalec

U~

Svetloba I
‘0

"._ Prenos energije
'O
A T
= S
Svetloba 1

.,
"y,

Prosta sonda v raztopini

L .
Vezava primerja in sonde na taréno

DNK zaporedje, poteka FRET

Taq polimeraza hidrolizira sondo,
donorsko barvilo prosto emitira
fluorescenco, kar vodi do akumulacije

fluorescenénega signala na detektorju

— 5Sx reakcijski pufer; uporabili smo petkratni koncentrat reakcijskega pufra HOT

FIREPol® Probe gPCR Mix Plus (ROX), Solis BioDyne, Estonija; predpripravljen

reakcijski pufer za qPCR reakcijo z naslednjimi komponentami: HOT FIREPol®

DNK polimeraza, pufer primerne sestave s 15 nM koncentracijo MgCl, ( Mg*" sluzi

kot kofaktor DNK polimeraze, poleg tega stabilizira nastalo dvojno vija¢nico),

dNTP ter ROX barvilo, ki je interno referencno barvilo, ki pomaga normalizirati

fluorescencni signal, ki ga oddaja porocevalec pri qPCR reakciji

— genomska DNK

— oligonukleotidna zacetnika in sonda Alal14Val; za identifikacijo SNPa Alal14Val

smo uporabili sondo TagMan® (SNP Genotyping Assay; C__ 1049615 20;

Applied Biosystems, ZDA)

— Oligonukleotidna zacetnika in sonda Ile115Val; za identifikacijo SNPa Ile105Val

smo uporabili sondo TagMan® (SNP Genotyping Assay; C__ 3237198 20;

Applied Biosystems, ZDA)

Osnovne smernice o sestavi reakcijske zmesi smo dobili iz protokola 5x HOT FIREPol”

Probe qPCR Mix Plus (ROX) mesanice (63), koncne volumne pa dolocili upostevajoc

uspesnost qPCR reakcije.

Sestavo reakcijske zmesi za identifikacijo SNPa Alal14Val si lahko ogledamo v

preglednici I, za identifikacijo SNPa Ile105Val pa v preglednici I1. Sestavi reakcijskih
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zmesi se razlikujeta, saj nam je za identifikacijo SNPa Ile105Val zacelo zmanjkovati
izbrane sonde, zato smo reakcijo izpeljali z manjSim volumnom sonde in s tem tudi ostalih
reagentov. Tako pomnozevanje kot detekcija sta uspela, zato smo eksperimentalno delo

nadaljevali z manj$imi volumni reagentov.

Ivana Jovici¢

Preglednica I: Sestava reakcijske zmesi za identifikacijo SNPa Alall4Val .

Reagent Volumen [pl]
5x reakcijski pufer 2 )
Zacetnika in sonda Alal14Val 0,5
> 9 ul
Ultra ¢ista voda dH,O 6,5
Genomska DNK 1 )
Skupni volumen reakcijske zmesi 10

Preglednica II: Sestava reakcijske zmesi za identifikacijo SNPa lle105Val.

Reagent Volumen [pl]
5x reakcijski pufer 1 )
Zacetnika in sonda Ile115Val 0,25
> 4 nl
Ultra ¢ista voda dH,O 3,25
Genomska DNK 1 Y,
Skupni volumen reakcijske zmesi 5

3.5.2 Pripomocki in naprave

— laboratorijske rokavice brez smukca, velikost S, Kimberly Clark, ZDA

— plasti¢na posoda za roSenje z 10% etanolom za ¢iScenje pribora, ki ga

avtoklaviramo

— plasticne Skatlice, v katerih avtoklaviramo nastavke za pipetiranje, Sarstedt,

Nemcija
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— stekleni vsebniki, v katerih avtoklaviramo plasti¢ne epruvete s pokrovékom

nastavki za pipetiranje epT.I.P.S.”; brezbarvni nastavki za volumne do 10 pl,
rumeni nastavki za volumne do 300 pl ter modri nastavki za volumne do 1000 pl,

Eppendorf, Nemcija

— plasti¢ne epruvete s pokrovékom (1 ml in 1,5 ml) Eppendorf Safe-Lock Tubes®,
Eppendorf, Nemcija

— avtoklav Steriltechnik AG, Nemc¢ija
— plasti¢na posoda za rosenje s 3% natrijevim hipokloritom (NaOCI)

— pipete Eppendorf Research® razli¢nih velikosti (0,1-2,5 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 100-
1000 pl), Eppendorf, Nemcija

— vorteks meSalec Combi-Spin, FVL-2400N, Biosan, Latvija
— plasti¢ni podstavki za mikrotitrske plosc¢ice, plasticne epruvete ter DNK vzorce

— delovna komora z moznostjo sterilizacije z UV svetlobo, Biosan DNA/RNA UV

Cleaner, UVT-S-AR, Biosan, Latvija

— mikrotitrske plo§¢ice s 384 vdolbinicami (16x24), LightCycler® 480 Multiwell
plate 384, white, Roche, Svica

— prozorna samolepilna folija LightCycler” 480 Sealing Foil, Roche, Svica
— centrifuga Centric 322A, Tehtnica®, Slovenija
— PCR aparatura: LightCycler” 480 II Real-Time PCR System, Roche, Svica

— radunalnigki program LightCycler® Software release 1.5.0 SP4, Version 1.5.0.39,

Roche, Svica

3.5.3 Priprava vzorcev in potek qPCR reakcije

Genotipizirali smo skupno 608 vzorcev slovenskih ter hrvaskih otrok, vzorce hrvaskih

mater pa so predhodno Ze genotipizirali za oba izbrana SNPa.
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Pred samo qPCR reakcijo moramo biti zelo pazljivi in natancni pri pripravi vzorcev, saj je
od tega v veliki meri odvisna uspeSnost pomnoZevanja ter detekcije. Najpomembnejse je
preprecevanje kontaminacije vzorcev s tujo (najpogosteje lastno) DNK, ki povzroci
nespecificno pomnozevanje, nastala zmes PCR produktov pa je neprimerna za
genotipizacijo. Zato smo skozi celoten postopek priprave vzorcev obleceni v laboratorijsko
haljo ter laboratorijsko obutev primerne ¢istoce, daljsi lasje so speti, na rokah nosimo
laboratorijske rokavice brez smukca, v katerih se izogibamo dotikanja izpostavljenih delov
koze ter las. Pred zacetkom rokovanja z reagenti ter vzorci DNK, moramo avtoklavirati
nastavke za pipete ter plasticne epruvete v za to namenjenih vsebnikih, ki jih pred
avtoklaviranjem oc€istimo z alkoholom. Samo eksperimentalno delo poteka v prostoru, kjer
je gibanje omejeno, natan¢neje v komori z moZznostjo sterilizacije z UV svetlobo.
Avtoklavirani material, pipete, plasticne podstavke, vorteks mesalec ter delovno povrsino
UV komore oc€istimo s 3% raztopino NaOCI. Vse nastete pripomocke v komori nato
osvetljujemo s pomoc¢jo UV Zarnice Se 20 minut. Nekaj minut pred koncem osvetljevanja
pripomockov z UV svetlobo v delovni komori, prenesemo iz zamrzovalnika ultra ¢isto
vodo, Mix Plus meSanico, vzorce DNK ter sondo na primerno mesto, zas¢iteno pred
svetlobo, kjer se lahko odtalijo. Pred vnosom v delovno komoro zunanjo stran vsebnika

vsakega reagenta oCistimo s 3% raztopino NaOCIl.

Pred zacetkom dela v komori preracunamo koli¢ino reagentov, ki jih bomo pri pripravi
reakcijske zmesi potrebovali. Delo si olajSamo s pripravo skupnega volumna reagentov za
zeleno Stevilo analiziranih vzorcev, DNK vzorce pa dodajamo naknadno na mikrotitrsko
ploscico. Pri tem za vsakih 10 predvidenih vzorcev dodamo Se prebitek reagentov za en
vzorec zaradi izgube med pripravo in prenosom reakcijske zmesi na mikrotitrsko plosc¢ico.
Reagente dodajamo glede na padajoc¢i volumen. Mix Plus meSanico ter raztopino s sondo
pred dodatkom vorteksiramo, prav tako dobro zvorteksiramo skupno mesanico po vsakem
dodatku reagenta, na koncu pa meSanico nekaj minut centrifugiramo, da je ¢im bolj

homogena.

Nadalje pripravljeno meSanico reagentov brez DNK nanaSamo na mikrotitrsko plos¢ico —
po 9 oziroma po 4 pl v vsako vdolbinico. Dodamo po 1 pul DNK vzorca v vse vdolbine z
reakcijsko mesanico, s tem da v zadnjo vdolbinico nanesemo 1 pl dH,O, ki sluzi kot slepi
vzorec. Ce v vdolbinici s slepim vzorcem qPCR reakcija ne potede, dokazemo, da med

pripravo ni prilo do neZelene kontaminacije z DNK ter da je qPCR reakcija primerno
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specifi¢na.

Ivana Jovici¢

Plos¢ico po nanosu vzorcev prekrijemo s samolepilno folijo ter tako prepre¢imo meSanje

vzorcev ter njihovo kontaminacijo med reakcijo. Plos¢ico pred vstavitvijo v aparaturo

centrifugiramo ter tako zagotovimo primerno homogenost mesanice v vsaki vdolbinici.

Reakcija poteka po predhodno nastavljenem temperaturnem programu, ki sledi

priporo&ilom proizvajalca reakcijske mesanice 5x HOT FIREPol® Probe qPCR Mix Plus

(ROX), vendar smo Stevilo ciklov ter trajanje posameznih faz na empiri¢ni podlagi

prilagodili za doseganje kar najuspe$nejSega pomnozevanja, kvantifikacije ter tako

genotipizacije.

Preglednica I11: Reakcijski pogoji za obe gPCR reakciji.

zacCetnikov ter podaljSevanje
verige

Stopnja posameznega cikla |Temperatura [°C] |Trajanje
Zacetna denaturacija 95 15 min
Denaturacija 95 15s
Prileganje oligonukleotidnih |60 90 s

50 ciklov

Po kongani reakciji smo z raunalniskim programom LightCycler® Software 1.5.0.39

ugotavljali uspeSnost qPCR reakcije ter genotip za posamezne DNK vzorce.

3.6 Statisti¢na analiza podatkov

Za iskanje morebitnih statisti¢no znacilnih povezav med genotipi izbranih polimorfizmov

ter koncentracijami zZivega srebra ter drugih kovin v dolo¢enih bioloskih vzorcih, smo

uporabili statisti¢ni program SPSS Statistics™ 17.0, IBM Corporation, ZDA. Izvedli smo

naslednje parametri¢ne in neparametri¢ne statisti¢ne teste:

— normalnost porazdelitve vrednosti odvisnih spremenljivk (koncentracije Hg2+,

MeHg, izbranih kovin ter PUFA v bioloskih vzorcih) testiramo z neparametri¢nim

Kolmogorov-Smirnov testom. Prip > 0,05 se vrednosti odvisne spremenljivke

normalno oziroma logaritemsko normalno porazdeljujejo, pri p < 0,05 se vrednosti

odvisne spremenljivke ne porazdeljujejo normalno
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signifikantnost povezave med neodvisno spremenljivko (genotip) ter odvisno
spremenljivko, ki se ne porazdeljuje normalno, ocenimo s Kruskal-Wallisovim
neparametri¢nim testom. Vrednosti p < 0,05 kazejo na statisticno znacilno
povezavo, vrednosti p > 0,05 pa na statisti¢no neznacilno povezavo med

spremenljivkama

signifikantnost povezave med neodvisno spremenljivko ter odvisno spremenljivko,
ki se normalno oziroma logaritemsko normalno porazdeljuje, ocenimo s
parametri¢nim ANOVA testom. Vrednosti p < 0,05 kaZejo na statisti¢no znacilno
povezavo, vrednosti p > 0,05 pa na statisticno neznacilno povezavo med

spremenljivkama

signifikantnost povezave med neodvisno spremenljivko ter odvisno spremenljivko,
ki se normalno oziroma logaritemsko normalno porazdeljuje, bomo ocenili tudi s
parametricnim ANCOVA testom. Le ta ocenjuje tudi vpliv kovariat na vrednosti
odvisne spremenljivke. Pri vsaki odvisni spremenljivki bomo ocenili vpliv
naslednjih kovariat: c(Mn), ¢(Se) in c¢(Zn) v primernih bioloskih tkivih. Po ANOVA
analizah, ki kazejo na signifikantnost neke povezave med odvisno ter neodvisno
spremenljivko, izvedemo ANCOVA analizo, ki vkljucuje vpliv tudi tistih kovariat,
pri katerih vrednosti Pearsonovega (spremenljivke, katerih vrednosti se
porazdeljujejo normalno) oziroma Spearmanovega koeficienta (spremenljivke,
katerih vrednosti se ne porazdeljujejo normalno), kazejo na korelacijo z odvisno
spremenljivko. Pri ANCOVA testiranju vrednosti p < 0,05 kaZejo na statisti¢no
znacilno povezavo med neodvisno in odvisno spremenljivko kljub upostevanju
vpliva kovariat, vrednosti p > 0,05 pa na statisti¢no neznacilno povezavo med

odvisno in neodvisno spremenljivko kljub upostevanju vpliva kovariat
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Doloc¢anje genotipov za izbrana polimorfizma

Vse vzorce DNK smo analizirali in dolocili genotipa na mestu, ki kodirata 105. in 114.
aminokislino proteinske molekule GSTP. Genotipizacijo smo izvedli z metodo
kvantitativna veriZna reakcija s polimerazo (QPCR) s pomocjo specifi¢nih hidrolizirajocih

sond.

Ob pomnozevanju dolo¢enih DNK odsekov pri metodi qPCR, se visa tudi koli¢ina
emitirane fluorescencne svetlobe, ki jo oddajata izbrani poro&evalski barvili VIC® oziroma
FAM®. Glede na vrsto barvnega odziva smo dologili, katera alela sta prisotna v
posameznem vzorcu in s tem tudi genotip vzorca. Tako je pri alelu 1 prislo do emisije
zelenega VIC® barvila (zelena krivulja - slika 7), pri alelu 2 pa je emitiralo modro barvilo
FAM® (modra krivulja — slika 8). Heterozigotne osebe imajo prisotna oba alela in sta

emitirali svetlobo obe barvili, na grafu pa je sevanje svetlobe prikazano z rdeco krivuljo

(slika 9).

Slika 7 prikazuje rezultat homozigota za alel 1, kar pomeni prisotnost genotipa CC pri

polimorfizmu Alal14Val oziroma genotipa AA pri polimorfizmu Ile105Val.
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Slika 7: Fluorescencni krivulji po zakb’uéeni_q;EI_? reakciji. Odziv daje samo barvilo VIC*, ki oddaja
zeleno fluorescencno svetlobo med valovnima dolzinama 535 in 580 nm.
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Slika 8 prikazuje rezultat homozigota za alel 2, kar pomeni prisotnost genotipa TT pri

polimorfizmu Alal14Val oziroma genotipa GG pri polimorfizmu Ile105Val.
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Slika 8: Fluorescencni krivulji po zakljuceni gPCR reakciji. Odziv daje samo barvilo FAM®, ki oddaja
modro fluorescencno svetlobo med valovnima dolzinama 465 in 510 nm.

Slika 9 prikazuje rezultat heterozigota, kar pomeni prisotnost genotipa CT pri

polimorfizmu Alal14Val oziroma genotipa AG pri polimorfizmu Ile105Val.
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Slika 9: Fluorescencni krlvul]l po zakl]ucenl- qPCR reakciji. Odziv dajeta obe izbrani porocevalski
barvili.
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Sliki 10 in 11 prikazujeta rezultat analize 98 vzorcev. Mreza v zgornjem levem kotu slike
ponazarja vzorce razporejene na mikrotitrski ploscici. Zeleno obarvanje pomeni vzorec, ki
je homozigot za alel 1, modro obarvanje predstavlja homozigota za alel 2, rdeCe obarvanje
pa heterozigota v posamezni vdolbinici. Sivo obarvanje pomeni odsotnost fluorescence,

kar ustreza mestom na ploscici, kamor smo nanesli slepi vzorec.
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Slika 10: Prikaz fluorescencnih krivulj 98 vzorcev po zakljucenih gPCR reakcijah.
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Slika 11: Razsevni graf 98 vzorcev po zakljucenih gPCR reakcijah.

V preglednici XXI si lahko za oba izbrana polimorfizma ogledamo rezultate
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genotipizacije posameznih vzorcev celotne proucevane populacije. Frekvence posameznih
genotipov za polimorfizma Alal14Val in Ile105Val smo predstavili v preglednici XXII.

Preglednici najdemo v 7. poglavju diplomske naloge — Priloge.

4.2 Testiranje Hardy-Weinbergovega ravnovesja v nasi populaciji za

oba polimorfizma

Pridobljene frekvence genotipov za posamezni polimorfizem za zdruzeno populacijo
hrvaskih in slovenskih otrok smo vstavili v Hardy-Weinbergovo enacbo, da bi preverili ali
je nasa populacija v t.i. Hardy-Weinbergovem ravnovesju. V taki populaciji so ob
nakljuénem prerazporejanju alelov v populaciji z naklju¢nim "parjenjem" osebkov,
razmerja med frekvenco alelov ter genotipov v populaciji konstantna oziroma sledijo
Hardy-Weinbergovem nacelu. Pri tem veljajo naslednje predpostavke: v populaciji ne
prihaja do mutacij, populacija je zaprta (ni emigracij ali imigracij), naravna selekcija ne

vpliva razli¢no na nosilce razli¢nih alelov in populacija je neskon¢no velika.

Hardy-Weinbergovo nacelo matemati¢no predstavimo z naslednjo enagbo: p* + 2pq + q* =
1, pri Gemer &len p” predstavlja frekvenco genotipa MM, 2pq frekvenco genotipa Mm, g

pa frekvenco genotipa mm (64).

S podatki o frekvencah genotipov v nasi proucevani skupini smo s pomocjo programa
Course Lab 2.7 dolocili teoreti¢no pri¢akovane frekvence genotipov za posamezni
polimorfizem. S statisti¢nim * testom smo ugotavljali, &e je razlika med pri¢akovanimi in
dolocenimi frekvencami genotipov statisti¢no signifikantna. Rezultate smo predstavili v

preglednici IV ter v preglednici V.

Preglednica 1V: Testiranje Hardy-Weinbergovega ravnovesja v nasi populaciji za polimorfizem
Alall4Val.

Genotip Pri¢akovana frekvenca| Dolocena frekvenca
CC — nemutirani homozigoti 500,25 497
CT - heterozigoti 102,5 109
TT - mutirani homozigoti 5,25 2

Rezultati izraéunov
p=0091 q=0,09 xz =245 P=0,29
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Preglednica V: Testiranje Hardy-Weinbergovega ravnovesja v nasi populaciji za polimorfizem

llel05Val.
Genotip Pri¢akovana frekvenca | Doloc¢ena frekvenca
AA — nemutirani homozigoti 284,63 284
AG - heterozigoti 262,74 264
GG - mutirani homozigoti 60,63 60
Rezultati izracunov
p=0,68 q=0,32 =001 P=0,99

Pri testiranju obeh izbranih polimorfizmov smo za analizirano populacijo dobili vrednost P,
ki je vecja od 0,05. To pomeni, da med teoreti¢nimi (izrac¢unanimi) frekvencami in
frekvencami genotipov v nasi populaciji ni statisticno signifikantne razlike, kar kaze da je
nasa populacija hrvaskih in slovenskih otrok v Hardy-Weinbergovem ravnovesju za oba

proucevana polimorfizma.

4.3. Ugotavljanje in primerjava genotipskih frekvenc za oba

polimorfizma v nasih in drugih populacijah po svetu

Ce frekvence genotipov za izbrana polimorfizma pri analizirani populaciji otrok izrazimo v
odstotkih, jih lahko primerjamo z zastopanostjo genotipov pri drugih populacijah in
etniénih skupinah po svetu. Zeleli smo ugotoviti, ali so frekvence genotipov v nasi
populaciji primerljive s frekvencami v drugih drzavah po svetu, za katere smo podatke
nasli v literaturi. Primerjavo smo predstavili v preglednici VI, ki primerja delez
posameznega genotipa v odstotkih za polimorfizma Alal14Val in Ile105Val med
populacijami glede na geografski izvor; slovensko in hrvasko populacijo proucujemo v

diplomski nalogi, ostale populacije pa so ze proucene (65,66).

Preglednica VI: Genotipske frekvence za oba polimorfizma v nasih in drugih populacijah po svetu.

Polimorfizem
Proucevana populacija Alal14Val Ile105Val
in njen geografski izvor Genotip
CC CT TT AA AG GG
Slovenija (n = 429) 81,8 17,4 0,2 45,9 44,0 10,0
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Hrvaska (n=390) 84,4 15,4 0,3 49,9 | 425 7,7
Evropa (n=1130) 83,9 15,2 0,9 44,6 | 43,8 11,5
Podsaharska Afrika (n=170) 100 0 0 36,3 48,7 15

ZDA — Afroameric¢ani (n=112) | 96,8 32 0 333 52,4 14,3
Azija (n=90) 100 0 0 66,7 31,1 2,2

Ugotovili smo, da sta slovenska in hrvaska populacija v Hardy-Weinbergovem ravnovesju
za oba genotipa ( Pajai14va = 0'85, Prie1osvai = 0'60), zato smo populaciji zdruzili. Tako
dobljeno populacijo smo primerjali z drugimi s pomogjo y” testa. Vrednost P, ve&ja od 0,05
pomeni, da med frekvencami genotipov primerjanih populacij ni statistiéno znacilne

razlike. Rezultate si lahko ogledamo v preglednici VII.

Preglednica VII: Primerjava vrednosti x° in P med zdruZeno slovensko in hrvasko populacijo ter
ostalimi raziskanimi populacijami. Vrednosti P, vecje od 0,05, so oznacene v krepkem tisku.

Populacija in njen Alal14Val lle105Val
geografski izvor X P X P
Evropa 2,17 0,34 0,19 0,91
Podsaharska Afrika 22,3 0,0001 5,80 0,055
ZDA - Afroamericani 15,6 0,0004 7,49 0,024
Azija 22,3 0,0001 18,7 0,0001

Vidimo, da razlike v frekvencah genotipov med celotno slovensko in hrvasko populacijo v
nasi raziskavi in evropsko populacijo pri obeh raziskovanih polimorfizmih niso statisti¢no
znacilne. Prav tako razlika v frekvencah genotipov pri polimorfizmu Ile105Val med

zdruZeno slovensko in hrvasko populacijo Podsaharske Afrike ni statisticno znacilna.

4.4 Ocena klini¢énega pomena polimorfizmov v genu GSTP1

4.4.1 Analiza povezanosti polimorfizma Alal14Val pri nosecnicah s

koncentracijami Hg2+ in MeHg v razli¢nih bioloSkih vzorcih

Dokazano je, da prisotnost enega ali obeh mutiranih T alelov polimorfizma Alal14Val
povzroci zmanjSano aktivnost encima GSTP (52). To lahko vodi do zmanjSane konjugacije

Hg”" in MeHg na GSH, kar privede do manj uginkovite eliminacije in posledi¢no vejega
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kopiGenja Hg*" in MeHg v organizmu. Zato smo hoteli ugotoviti, ali razli¢ni genotipi za
polimorfizem Alal14Val lahko pripeljejo do statisti¢no znacilne razlike med
koncentracijami Hg*" in MeHg v izbranih bioloskih vzorcih. V analizo smo vkljugili
meritve koncentracij Hg>" in MeHg v biologkih vzorcih, na katere bi lahko imel materin
genotip za polimorfizem Alal14Val imel neposreden vpliv; materino vensko kri, materino

mleko, materine lase ter materin urin.

Po preverjanju normalnosti porazdelitve vrednosti odvisnih spremenljivk (koncentracij
Hg”" in MeHg v bioloskih vzorcih), smo povezanost neodvisne spremenljivke (genotip za
polimorfizem Alal14Val) ter (logaritemsko) normalno porazdeljenih odvisnih spremenljivk
ocenili z ANOVA testom. Povezanost neodvisne spremenljivke in nenormalno

porazdeljenih odvisnih spremenljivk smo ocenili s Kruskal-Wallis testom.
Pri obeh testih veljata enaki ni¢elna ter alternativna hipoteza:

— nicelna hipoteza: genotip za polimorfizem Alal14Val pri materah ni povezan s
koncentracijami Hg*“in MeHg v izbranih bioloskih vzorcih. To pomeni, da razlike
med povpre&nimi vrednostmi koncentracij Hg*" in MeHg med genotipskimi

skupinami za polimorfizem Alal14Val niso statisticno znacilne

— alternativna hipoteza: genotip za polimorfizem Alal14Val je povezan s
koncentracijami Hg” " in MeHg v izbranih biolokih vzorcih. To pomeni, da so
razlike med povpre¢nimi vrednostmi koncentracij Hg*" in MeHg med genotipskimi

skupinami za polimorfizem Alal14Val statisti¢no znacilne

Pri obeh testih je parameter p merilo signifikantnosti; vrednosti p < 0,05 dokazujejo
statisti¢no znagilne razlike v povpreénih vrednostih koncentracij Hg*" in MeHg pri
razli¢nih genotipskih podskupinah za polimorfizem Alal14Val. Rezultati ANOVA in
Kruskal-Wallis testov so prikazani v preglednici VIII.

Tudi, ¢e smo pri ANOVA testih dobili rezultate, ki kazejo na statisti¢no neznacilno
povezavo odvisne in neodvisne spremenljivke, smo v vsakem primeru izvedli ¢ ANCOVA
testiranje pri normalno porazdeljujocih se spremenljivkah, kjer smo kot kovariate vzeli
koncentracije selena, mangana in cinka v pripadajocih tkivih. Nasteti elementi namre¢

S¢itijo pred skodljivimi vplivi z Zivim srebrom povzrocenega oksidativnega stresa (67,68,
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69). Rezultate si lahko ogledamo v preglednici XXIII ( 7. poglavje — Priloge).

Preglednica VIII: Rezultati ANOVA in Kruskal-Wallis testov za polimorfizem Alall4Val pri materah.

Odvisna spremenljivka - ANOVA Kruskal-Wallis
bioloski vzorec . N . N
InMHg 0,518 209
MMeHg 0,704 49
InmilkHg 0,415 111
milkMeHg 0,882 25
InHHg 0,891 210
InHMeHg 0,743 44
MuHg 0,938 209

Razlaga kratic: In — logaritem, Hg — Hg®", MeHg — metilZivo srebro, M — koncentracija v materini krvi, milk —
koncentracija v materinem mleku, H — koncentracija v materinih laseh, Mu — koncentracija v materinem urinu.

Iz preglednice je razvidno, da v nobenem od primerov ne moremo ovreci nicelne hipoteze.
Ugotovitev smo primerjali z dosegljivimi literaturnimi podatki ter zasledili Studiji, ki
povezujeta polimorfizem Alal14Val s koncentracijami Hg*" v venski krvi (70) ter v laseh

(71), Cesar pa v nasi raziskavi nismo uspeli potrditi.

Na osnovi teh rezultatov lahko zaklju¢imo, da polimorfizem Alal14Val ne vpliva na
aktivnost GSTP povezano s presnovo Hg”" in MeHg, saj je bila njuna koncentracija v vseh

bioloskih vzorcih neodvisna od genotipa nosecnice.

4.4.2 Analiza povezanosti polimorfizma Ile105Val pri nosecnicah s

koncentracijami Hg”" in MeHg v razli¢nih bioloskih tkivih

V dostopni literaturi smo zasledili, da prisotnost polimorfizma Ile105Val povzroci
zmanjiano aktivnost encima GSTP (52), kar bi lahko zaradi zmanj$ane konjugacije Hg*" in
MeHg na GSH privedlo do njihovega kopicenja v organizmu. Zato smo zeleli smo
opredeliti vpliv polimorfizma Ile105Val na koncentracije v izbranih bioloskih vzorcih. V
analizo smo vklju¢ili meritve koncentracij Hg*" in MeHg v tistih biologkih vzorcih, na
katere bi lahko imel materin genotip za polimorfizem Ilal05Val neposreden vpliv;
materino vensko kri, materino mleko, materine lase ter materin urin. Povezanost genotipa

za polimorfizem Ile105Val s koncentracijami Hg*" in MeHg v izbranih biologkih tkivih
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smo ocenili z ANOVA (normalno porazdeljene vrednosti koncentracij) oziroma s Kruskal-
Wallis testom (nenormalno porazdeljene vrednosti koncentracij). Rezultate testov si lahko

ogledamo v preglednici IX.

Preglednica IX: Rezultati ANOVA in Kruskal-Wallis testov za polimorfizem Ilel105Val pri materah.

Vrednosti p, manjse od 0'05, smo oznacili s krepkim tiskom.

Odvisna spremenljivka - ANOVA Kruskal-Wallis

bioloski vzorec 0 N 0 N
InMHg 0,595 198
MMeHg 0,993 47
InmilkHg 0,023 107
milkMeHg 0,550 23
InHHg 0,920 199
InHMeHg 0,720 42

MuHg 0,115 198

Razlaga kratic: In — logaritem, Hg — Hg*", MeHg — metilZivo srebro, M — koncentracija v materini krvi, milk —
koncentracija v materinem mleku, H — koncentracija v materinih laseh, Mu — koncentracija v materinem urinu.

Iz preglednice razberemo statisticno znacilno povezavo med genotipskimi podskupinami
polimorfizma Ile105Val pri materah ter koncentracijo Hg*" v materinem mleku. Izvedli
smo $e Post Hoc LSD test, ki nam pove, ali se povpreéne vrednosti koncentracij Hg”" v
materinem mleku med skupinami posameznih genotipov polimorfizma Ile105Val
statisticno znacilno razlikujejo. Rezultate smo grafi¢no ovrednotili na sliki 12 s t.i.
kvartilnim diagramom, s katerim lahko primerjamo povprecne vrednosti ter razprSenost

rezultatov odvisne spremenljivke glede na pripadnost skupini neodvisne spremenljivke.
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Iz grafa lahko razberemo, da se koncentracije Hg>" v materinem mleku vi$ajo po
naslednjem vrstnem redu genotipov: GG, AG, AA. Najbolj izrazit padec koncentracije Hg*"
opazimo pri GG genotipu, kar nam potrdijo tudi Post Hoc LSD testi. To pomeni, da
aktivnej$o obliko encima, kot ima mati, ve¢ Zivega srebra se eliminira v mleko. Zivo
srebro se v mleko eliminira ve¢inoma v Hg>" obliki, manj pa kot MeHg, ki v materino
mleko prehaja vezan na albumin. Hg*" se slabo absorbira v GIT, absorpcija je nekoliko
vi§ja pri novorojencih. MeHg, prisoten v mleku, se skozi GIT absorbira skoraj popolnoma
(72). Tako lahko zaklju¢imo, da genotip, ki zagotavlja bolj aktiven GSTP1 encim, poveca
izlo¢anje Hg spojin v mleko, kar zmanjSuje Hg breme pri materi, vendar Hg spojinam

izpostavi otroka. Pri tem se je potrebno zavedati, da so koncentracije Hg v materinem

= o
X[ntlkHg] = 027 — . . . . .
mleku nizke ( [nitktigl & za populacijo hrvaskih mater) in da je otrok bistveno

y . RicoHg]l = 2722 L
bolj izpostavljen Hg preko placentnega prenosa ( & za zdruzeni populaciji

slovenskih ter hrvaskih novorojencev).

Ceprav vrednost Kruskal-Wallisovega testa (p = 0,115) ne kaZe na statisti¢no znagilno
povezavo med koncentracijami Hg*" v urinu mater in genotipom za polimorfizem
Ile105Val, smo povezavo kljub temu grafi¢no ovrednotili (slika 13), saj smo Zeleli
spremljati obnasanje koncentracij Hg*" v urinu mater glede na genotip polimorfizma

Ile105Val.
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Slika 13: Kvartilni diagram odvisnosti

N/

koncentracije MuHg od polimorfizma Illel105Val
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pri materah.

Iz grafa lahko razberemo, da povprecna koncentracija MuHg pada po naslednjem vrstnem
redu genotipov: AA, AG, GG. Vemo, da aktivnost encima GSTP1 narasca v obratnem
vrstnem redu. Domnevali smo, da visja aktivnost encima lahko pripelje do u¢inkovitejse
eliminacije Hg”", katerega koncentracije v urinu so tako vi§je pri genotipih, ki dajo
aktivnej$i encim GSTP1. Ker rezultati niso statisticno znacilni, bi za nedvoumne rezultate
povecali testirano populacijo, v idealnem primeru bi lahko ovrednotili vpliv razli¢nih

kovariat.

4.4.2.1 Testiranje vpliva kovariat pri ugotavljanju povezanosti polimorfizma

Ile105Val ter koncentracij Hg”* v materinem mleku

Poleg koncentracij cinka, mangana in selena v pripadajocih tkivih, pri statisti¢no (mejno)
signifikantnih rezultatih ANOVA testa, smo kot kovariate vzeli tudi tiste spremenljivke, ki
so kazale korelacijo z odvisno spremenljivko po dolo¢itvi Pearsonovega oziroma
Spermanovega koeficienta. Rezultate ANCOVA testiranja si lahko ogledamo v preglednici
X.

Preglednica X: Rezultati ANCOVA testiranja z izbranimi kovariatami za povezavo med polimorfizmom

Ilel105Val in koncentracijami milkHg ter vrednost korelacije kovariat z milkHg pri materah. S krepkim
tiskom smo oznacili statisticno signifikantne rezultate.

Kovariata/e ANCOVA | Korelacija Kovariata/e ANCOVA Korelacija
"(milkHg) (milkHg)

p N r P p N r P
M(Se+Zn+Mn) | 0,009 | 103 M(PUFA) 0,171 | 33 ]-0,265( 0,118
M(Se+Mn) |0,011| 103 M(As) 0,048 | 103 | 0,401 | 0,000
M(SetZn) 10,027 103 milkAs 0,013 | 104 | 0,527 | 0,000
M(Zn+Mn) 10,009 103 milkMn 0,009 | 104 | 0,337 | 0,000
M(Se) 0,026 | 103 ]0,0910,333 milkSe 0,011 | 104 | 0,341 | 0,000
M(Zn) 0,026 | 103 |0,014|0,882 milkCd 0,019 | 104 | 0,290 | 0,002

M(Mn) 0,010 103 0,166 0,087

Razlaga kratic: Mn — mangan, Se — selen, Zn — cink, PUFA — veckrat nenasi¢ene mascobne kisline, M — koncentracija v

materini krvi, milk — koncentracija v materinem mleku, r — Pearsonov/Spearmanov koeficient korelacije, p —

signifikantnost ANCOVA testa, P — signifikantnost Pearsonovega/Spearmanovega testa.

Vse kovariate, z izjemo koncentracije PUFA v materini krvi (le 33 vzorcev), potrjujejo

podobno ali napovedujejo celo mocnejSo statisti¢no znacilno povezavo med
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spremenljivkama, kot smo jo dolo¢ili z ANOVA testom.

4.4.3 Analiza povezanosti kombinacije polimorfizmov Alal14Val in Ile105Val
pri nose¢nicah s koncentracijami Hg?* in MeHg v razli¢nih bioloskih

vzorcih

Oba raziskovana polimorfizma posebej povzroc€ita padec aktivnosti encima GSTP (52) ter
tako lahko zmanjsata konjugacijo Hg*" ter MeHg na GSH in poslediéno povzrogita njihovo
kopicenje v organizmu. Zato smo Zeleli opredeliti tudi vpliv kombinacije proucevanih
polimorfizmov na koncentracije Hg*" ter MeHg v izbranih bioloskih vzorcih. Statisti¢no
smo analizirali povezavo med kombinacijo dveh genotipov in koncentracijo Hg*" ali
MeHg le za bioloske vzorce, kjer so se koncentracije Hg2+ ali MeHg porazdeljevale
normalno. Tako smo izvedli ANOVA teste med kombinacijo polimorfizmov Alal14Val ter
Ile105Val pri materah ter koncentracijami Hg*™ ali MeHg v materini venski krvi,

materinem mleku ter materinih laseh. Rezultate smo predstavili v preglednici XI.

Preglednica XI: Rezultati ANOVA testov za kombinacijo polimorfizmov Alall4Val in llel05Val pri
materah.

Odvisna spremenljivka - bioloski vzorec ANOVA

P N

InMHg 0,346 198

MMeHg 0,631 47

InmilkHg 0,741 107

milkMeHg 0,905 23

InHHg 0,443 199

InHMeHg 0,873 44

Razlaga kratic: In — naravni logaritem, Hg — Hg®", MeHg — metilZivo srebro, M — koncentracija v materini krvi, milk —
koncentracija v materinem mleku, H — koncentracija v materinih laseh.

V literaturi nismo zasledili $tudij, ki bi vrednotilie pomen kombinacije polimorfizmov
Alal14Val in Tle105Val na koncentracije Hg*" ali MeHg v biologkih vzorcih. Nali pa smo
Studije, ki so potrdile vpliv kombinacije izbranih polimorfizmov na razvoj razli¢nih
bolezni, kot sta drobnoceli¢ni rak plju¢ (73) ter astma (74), zlasti preko njihovega vpliva na
ucinkovitost zascite pred oksidativnim stresom. V nasi preiskovani skupini nobena
kombinacija proucevanih polimorfizmov ni bila statisti¢no znacilno povezana s

koncentracijo Hg*" ali MeHg v nobenem od analiziranih biologkih vzorcev. Glede na
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dobljene rezultate lahko zaklju¢imo, da genski spremembi verjetno nista pomembni pri
kopiGenju Hg*" ali MeHg pri materah. Vendar se moramo zavedati, da je pri majhnem
Stevilu vzorcev (vsi bioloski vzorci, katerim smo merili koncentracije MeHg) statisti¢na

mo¢ povezave nizka. Za nedvoumne rezultate bi morali povecati Stevilo vzorcev.

4.4.4 Ugotavljanje povezanosti polimorfizmov Alal14Val ter Ile105Val pri
materah in njihovih novorojencih s koncentracijo Hg2+ in MeHg v

popkovnicni krvi

Popkovnic¢na kri je pravzaprav zmes materine venske krvi ter iz plodove arterijske krvi.
Tako je lahko s koncentracijami Hg>" ter MeHg v popkovni¢ni krvi poleg otrokovega
genotipa povezan tudi materin genotip. Zato smo se odlocili, da z ANOVA testom
preverimo tudi signifikantnost povezav med koncentracijami Hg*" oziroma MeHg v
popkovnicni krvi ter kombinacijami genotipov obeh izbranih polimorfizmov mater in otrok

po parih. Rezultate smo povzeli v preglednici XII.

Preglednica XII: Rezultati ANOVA testov za polimorfizma Alall4Val in llel05Val za matere in otroke
po parih.

Alall4Val matere + ANOVA Ile105Val matere + ANOVA
novorojenci novorojenci
Bioloski vzorci p N Bioloski vzorci p N
InCbHg 0,882 158 InCbHg 0,596 148
InCbMeHg 0,226 36 InCbMeHg 0,242 34

Razlaga kratic: In — naravni logaritem, Hg — Hg*", MeHg — metilZivo srebro, Cb — koncentracija v popkovniéni krvi.

Nobena izmed raziskanih povezav ni bila statisticno znacilna. Na podlagi dobljenih
rezultatov lahko zaklju¢imo, da raziskovana polimorfizma posami¢no verjetno nimata
vpliva na koncentracijo Hg*" ali MeHg v popkovniéni kri, tudi ée jih testiramo pri materah
in novorojencih hkrati. Kljub temu se zavedamo, da je pri nizkem Stevilu vzorcev
(CbMeHg) statisticna mo¢ povezave nizka. Pri testiranju statisticnih povezav med
izbranimi polimorfizmi ter koncentracijami Zelenih kovin v popkovnicni krvi je tezavna

tudi sama variabilnost bioloSkega materiala, saj gre za meSano kri matere ter otroka.

4.4.5 Ugotavljanje povezanosti polimorfizma Alal14Val s koncentracijami
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+ . v . . .
ng in MeHg v popkovnic¢ni krvi ter v urinu novorojencev

Podobno kot pri materah, smo zeleli ugotoviti, ali ima vpliv polimorfizma Alal14Val na
aktivnost encima GSTP statisticno znacilne posledice za koncentracije Hg2+ ali MeHg v
izbranih bioloskih vzorcih pri novorojencih. Na voljo smo imeli dva bioloSka vzorca;
popkovnic¢no kri ter urin novorojencev. Ker pri populaciji slovenskih otrok nismo imeli na
voljo podatkov za koncentracije Hg*" v urinu, smo statisti¢no analizo izvajali za populacijo
hrvaskih ter slovenskih otrok najprej lo¢eno. Najprej smo dolo€ili normalnost porazdelitve
odvisne spremenljivke ter glede na to izvedli ANOVA oziroma Kruskal-Wallis test. Pri
obravnavi povezanosti polimorfizma Alal14Val s koncentracijami Hg*" oziroma MeHg v
popkovnic¢ni krvi smo populaciji slovenskih in hrvaskih otrok zdruzili. Nato smo testirali

statisticno znacilnost povezav. V preglednici XIII imamo na voljo povzetek rezultatov.

Preglednica XIII: Pregled rezultatov ANOVA in Kruskal-Wallis testov za polimorfizem Alal14Val pri
novorojencih.

Hrvaski ANOVA Kruskal- Slovenski ANOVA | Hrvaski otroci | ANOVA
otroci — Wallis otroci — + slovenski
bioloski bioloski otroci —
vzorci p N p N vzorci p N bioloski vzorci | P N
InCbHg 0,975 172 InCbHg |0,642| 422 InCbHg 0,715 594
InCbMeHg |0,917| 36 CbMeHg [0,957| 14 InCbMeHg 0,715, 63
BuHg 0,144 | 102

.Razlaga kratic: In — naravni logaritem, Hg — Hg®*, MeHg — metilZivo srebro, Cb — koncentracija v popkovniéni krvi, Bu
— koncentracija v urinu novorojencev.

Iz preglednice razberemo, da nobena obravnavana povezava ni statisticno signifikantna.

Ceprav vrednost Kruskal-Wallis testa ne kaze na statisti¢no zna¢ilno povezavo med
koncentracijami Hg*" v urinu pri hrvaskih novorojencih ter genotipom za polimorfizem
Alall4Val, smo vseeno izrisali graf (slika 14), saj smo Zeleli pogledati obnasanje
koncentracij Hg”" v urinu v odvisnosti od genotipa za polimorfizem Alal14Val pri hrvaskih

novorojencih.

Na prvi pogled graf nakazuje padajoéi trend koncentracije Hg*" v urinu glede na genotip.
Vendar imamo ze pri genotipu CT malo vzorcev, pri genotipu TT pa le enega, kar je
posledica nizke alelne frekvence alela T pri polimorfizmu Alal14Val. Za bolj jasne

rezultate bi bilo potrebno izvesti test na vecji populaciji, kjer bi za genotipe CT ter TT
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Slika 14: Kvartilni diagram rezultatov odvisnosti

L koncentracij BuHg od genotipa za polimorfizem

—— ie114ve Alall4Val pri hrvaskih novorojencih.

Glede na rezultate zakljucujemo, da polimorfizem Alal14Val ni povezan s koncentracijami
Hg”" ali MeHg v popkovni¢ni krvi novorojencev, povezavo med polimorfizmov Alal14Val

in koncentracijami Hg*" urinu novorojencev pa bi bilo smiselno nadalje raziskati.

4.4.6 Ugotavljanje povezanosti polimorfizma Ile105Val s koncentracijami

Hg®* in MeHg v popkovni¢ni krvi ter v urinu novorojencev

Podobno kot pri materah, smo Zeleli ugotoviti, ali ima vpliv polimorfizma Ile105Val na
aktivnost encima GSTP statisti¢no znagilne posledice za koncentracije Hg*" oziroma
MeHg v izbranih bioloskih vzorcih pri novorojencih. Kot pri prejSnjem poglavju, smo
imeli na voljo podatke za koncentracijo Hg*" in MeHg v popkovniéni krvi tako za
slovensko kot hrvasko populacijo novorojencev, podatke za koncentracijo Hg*" v urinu pa
smo imeli le za slovenske novorojence. Zato smo se odlo¢ili statisti¢no analizo izvesti
najprej za populaciji lo¢eno, nato pa zdruzeno, Ce je bilo to mogoce. Povezavo med
genotipom polimorfizma Ile105Val ter koncentracijami Hg*" ali MeHg smo statisti¢no
vrednotili z ANCOVA (normalno porazdeljene odvisne spremenljivke) oziroma s Kruskal-
Wallis testom (nenormalno porazdeljene odvisne spremenljivke). Rezultate testov si lahko

ogledamo v preglednici XIV.
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Preglednica XIV: Pregled rezultatov ANOVA in Kruskal-Wallis testov za polimorfizem Ilel05Val pri

novorojencih.
Hrvaski ANOVA Kruskal- Slovenski ANOVA | Hrvaski otroci | ANOVA
otroci — Wallis otroci — + slovenski
bioloski bioloski otroci —
vzorci p N p N vzorci p N bioloski vzorci | P N
InCbHg 0,293 172 InCbHg |0,214| 422 InCbHg 0,198| 594
InCbMeHg [0,867| 36 CbMeHg |0,454| 13 InCbMeHg 0,815 53
BuHg 0,105 102

Razlaga kratic: In — naravni logaritem, Hg — Hg”*, MeHg — metilzivo srebro, Cb — koncentracija v popkovnicni krvi, Bu —
koncentracija v urinu novorojencev.

Ceprav noben rezultat ni statisti¢no signifikanten, smo se odlo¢ili za grafiéno predstavitev
vrednosti koncentracij Hg*™ v urinu glede na genotipske podskupine polimorfizma
Ile105Val pri hrvaskih novorojencih (slika 15). Zanimal nas je trend gibanja koncentracij

BuHg v odvisnosti od genotipa za polimorfizem Ile105Val pri hrvaskih novorojencih.
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o Slika 15: Kvartilni diagram odvisnosti
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: : - koncentracij BuHg od genotipa za
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polimorfizem llel105Val pri hrvaskih

G5TPstrocl_ lel05Vsl S
novorojencih.

Opazili smo padajoée koncentracije Hg”" v urinu novorojencev po naslednjem vrstnem
redu genotipov: AA, AG, GG. Po istem vrstnem redu genotipov pada tudi aktivnost encima
GSTP. Sklepali smo, da prisotnost bolj aktivne razli¢ice encima GSTP pripomore k vec;ji
eliminaciji Hg*" iz telesa ter tako k vi§jim koncentracijam Hg*" v urinu. Podobno smo
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ugotovili pri testiranju vpliva genotipa polimorfizma Ile105Val pri materah na izlocanje
Hg”" v materino mleko (p = 0,023). Da bi dosegli bolj signifikantno znagilno povezavo, bi
povecali proucevano populacijo. Potrebno bi bilo tudi testiranje vpliva razli¢nih kovariat

na signifikantnost povezave.

Glede na dobljene rezultate lahko zakljuc¢imo, da polimorfizem Ile105Val verjetno ne
vpliva na koncentracije Hg*" ali MeHg v popkovni¢ni krvi novorojencev, povezavo med
polimorfizmom Ile105Val in koncentracijami Hg*" v urinu novorojencev pa bi bilo

smiselno nadalje raziskati.

4.4.7 Ugotavljanje povezanosti kombinacije polimorfizmov Alal14Val in
Tle105Val s koncentracijami Hg”* in MeHg v popkovni¢ni krvi

novorojencev

V prejs$njih poglavjih smo izkljuc€ili posamezen vpliv polimorfizmov Alal14Val ter
Ile105Val na koncentracijo Hg”" oziroma MeHg v popkovnié¢ni krvi novorojencev. Prav
tako smo Zeleli opredeliti vpliv kombinacije izbranih polimorfizmov na koncentracijo Hg*
oziroma MeHg v popkovni¢ni krvi novorojencev. Podobno kot v prej$njih dveh poglavijih,
smo slovensko in hrvasko populacijo novorojencev testirali najprej loeno, nato pa tudi
zdruzeno. Statisticno analizo smo izvedli s pomoc¢jo dvosmernega ANOVA testa, katerega

rezultate predstavljamo v preglednici XV.

Preglednica XV: Rezultati ANOVA testiranj za kombinacijo polimorfizmov Alall4Val in llel05Val pri
novorojencih. S krepkim tiskom smo oznacili signifikantne rezultate.

Hrvaski ANOVA Kruskal- Slovenski ANOVA | Hrvaski otroci | ANOVA

otroci — Wallis otroci — + slovenski
bioloski bioloski otroci —
vzorci p N p N vzorci p N bioloski vzorci | P N
InCbHg [0,018| 172 InCbHg 0,848 | 422 InCbHg 0,657| 594
InCbMeHg 0,252 36 CbMeHg [0,814| 14 InCbMeHg 0,162 53

Razlaga kratic: In — naravni logaritem, Hg: Hg*", MeHg — metilZivo srebro, Cb- koncentracija v popkovniéni krvi.
Ker je vrednost p pri koncentraciji Hg*" v popkovniéni krvi pri populaciji hrvaskih

novorojencev signifikantna, rezultat grafi¢no predstavimo s pomocjo nadgrajenega

kvartilnega diagrama (slika 16).
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Vpliv le enega vzorca v skupini smo zanemarili. Vzorce smo na abscisni osi razdelili v
skupine glede na pripadnost eni od treh razli¢ic genotipa za polimorfizem
Alal14Val(C>T): CC, CT in TT. Skupine smo nadalje razdelili glede na pripadnost eni od
treh razli€ic genotipa za polimorfizem Ile105Val(A>G): AA, AG in GG. Tako razdeljenim
skupinam vzorcev smo na grafu dolo¢ili povpreéne vrednosti koncentracij Hg*" v
popkovniéni krvi ter razprSenost vrednosti koncentracij in smo jih primerjali med seboj. V
skupini s CC genotipom polimorfizma Alal14Val so koncentracije Zivega srebra nizje pri
posameznikih z genotipom AG od posameznikov z genotipom AA pri polimorfizmu
Ile105Val. Najvisje koncentracije CbHg izkazujejo posamezniki z genotipom GG, ne le v
skupini CC, pac pa v vseh skupinah. To je skladno z dejstvom, da ravno genotip GG vodi v
nastanek najmanj aktivne razli¢ice encima GSTP1. V skupini z genotipom CT vidimo
podoben, a nekoliko manj izrazit trend; koncentracije Hg*" v popkovniéni krvi
posameznikov z genotipom GG so najvi§je. Vendar so te izrazito nizje v primerjavi s
posamezniki z GG genotipom iz skupine CC. Enak test pri populaciji slovenskih otrok ter
pri zdruzenih populacijah slovenskih in hrvaskih otrok ni pokazal statisticno znacilne
povezave.

Glede na dobljene rezultate lahko zaklju¢imo, da obstaja verjetnost, da je kombinacija
polimorfizmov Alal14Val ter Ile105Val povezana s koncentracijami Hg>" v popkovniéni
krvi novorojencev. Ker pa statisticno znacilne povezave nismo ugotovili pri vseh nasih
testiranih populacijah, za jasnejSe rezultate predlagamo analizo tako velike populacije, da
bi imeli primerno $tevilo mutiranih homozigotov za oba raziskovana polimorfizma.
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4.4.7.1 Testiranje vpliva kovariat pri ugotavljanju povezanosti kombinacije
polimorfizmov Ala114Val in Ile105Val ter koncentracijami Hg2+ v popkovniéni krvi

novorojencev

Poleg koncentracij cinka, mangana in selena v popkovni¢ni krvi, smo kot kovariate vzeli
tudi tiste spremenljivke, ki so kazale korelacijo s koncentracijami Hg”" v popkovnicni krvi
novorojencev po dolo€itvi Pearsonovega oziroma Spermanovega koeficienta. Vpliv

kovariatb smo preizkusili z ANCOVA testom, rezultate pa prikazali v preglednici XVI.

Preglednica XVI: Rezultati ANCOVA testiranja za povezavo med kombinacijo polimorfizmov
Alall4Val in llel05Val in koncentracijami CbHg pri hrvaskih novorojencih. S krepkim tiskom smo
oznacili statisticno znacilne rezultate. Pynovaschrg = 0,018.

Kovariata/e ANCOVA Korelacija Kovariata/e ANCOVA | Korelacija
"(CbHg) (CbHg)
p N r P p N r P
Cb(SetZn+Mn)| 0,162 | 172 CbZn 0,020 172 0,044 (0,541
Cb(Se+Mn) [0,096| 172 CbMn 0,067| 172 10,252 (0,000
Cb(SetZn) 0,077 172 CbPb 0,034| 172 10,204 | 0,004
Cb(ZntMn) 0,091 172 CbAs 0,070| 172 10,709 | 0,000
CbSe 0,058 172 | 0,325 | 0,000

Razlaga kratic: As — arzen, Mn — mangan, Pb — svinec, Se — selen, Zn — cink, Cb — koncentracija v popkovniéni krvi, r —
Pearsonov/Spearmanov koeficient korelacije, p - signifikantnost ANCOVA testa, P — signifikantnost
Pearsonovega/Spearmanovega testa.

Vse kovariate in njihove kombinacije zmanjSajo statisti¢no signifikantnost povezave, ki
smo jo dolocili pri ANOVA testu (p=0,018), vendar le pri kombinaciji kovariat
Cb(Se+Zn+Mn) p preseze vrednost 0,1.

4.4.8 Ostali statisticno znacilni rezultati
Statisticno smo zeleli ovrednotiti povezavo genotipov obeh izbranih polimorfizmov pri
materah in novorojencih tudi s koncentracijami mangana, selelna in cinka ter opredeliti
njihovo morebitno povezavo s koncentracijami Hg*" in MeHg v pripadajo¢ih bioloskih
vzorcih. V tem poglavju smo izpostavili le statisticno signifikantne povezave, povzetek
rezultatov statisti¢ne analize ostalih povezav si lahko ogledamo v preglednici XXIV (7.
poglavje — Priloge).
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4.4.8.1 Povezava polimorfizma Alall4Val ter koncentracij selena v popkovnic¢ni krvi
pri slovenskih novorojencih

V literaturi omenjajo, da selen zmanjSa prehod anorganskih oblik Zivega srebra preko
placente (75), prav tako da $¢iti pred Skodljivimi u¢inki MeHg (76). Glede na to, da
predvidevamo, da polimorfizem Alal14Val vpliva na koncentracije Hg*" in MeHg v
razli¢nih bioloskih vzorcih, smo Zeleli preveriti tudi vpliv izbranega polimorfizma na
koncentracije selena v pripadajocih bioloskih vzorcih. Izvedli smo ANOVA teste, pri
katerih smo med genotipskimi podskupinami proucevanega polimorfizma in
koncentracijami selena v popkovniéni krvi slovenskih novorojencev zaznali mejno
statisti¢no povezavo. To smo nadalje raziskali s primernimi ANCOVA testi, kar si lahko

ogledamo v preglednici XVII.

Preglednica XVII: Rezultat testivanj ANOVA in ANCOVA z izbranimi kovariatami za povezavo med
polimorfizmom Alall4Val ter koncentracijami CbSe pri slovenskih novorojencih. S krepkim tiskom smo
oznacili statisticno znacilne rezultate.

ANOVA (CbSe) ANCOVA Korelacija
p N Kovariata/e p N r P
Cb(Mn+Zn) 0,007 400
CbMn 0,022 400 0,304 0,000
0,090 400 CbZn 0,031 400 0,364 0,000
CbPb 0,046 400 0,296 0,000
CbCu 0,082 400 0,444 0,000
CbAs 0,109 400 0,219 0,000

Razlaga kratic: As — arzen, Cu — baker, Mn — mangan, Pb — svinec, Se — selen, Zn — cink, Cb — koncentracija v
popkovnicni krvi, r — Pearsonov/Spearmanov koeficient korelacije, p - signifikantnost ANCOVA testa, P —
signifikantnost Pearsonovega/Spearmanovega testa.

ODb upostevanju kovariat smo dobili statisticno znacilno povezavo med spremenljivkama,

razen ob upoStevanju kovariat CbAs in CbCu, pri katerih p preseze vrednost 0,05.
Raziskovano povezavo smo ovrednotili tudi grafi¢no s kvartilnim diagramom na sliki 17,

z upostevanjem kovariate Cb(Mn+Zn) pa smo dobili kvartilni na sliki 18, kjer je

p(Mn+Zn) statisti€no znacilen.
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Slika 17: Kvartilni diagram odvisnosti
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Slika 18: Kvartilni diagram odvisnosti koncentracij CbSe od genotipa za polimorfizem Alall4Val pri
slovenskih novorojencih. Izracun povprecnih, kvartilnih ter skrajnih vrednosti CbSe je prilagojen glede

na zdruzen vpliv kovariat CbMn in CbZn.

Vpliv le enega vzorca v skupini smo zanemarili. Iz slik 17 in 18 lahko razberemo, da so
koncentracije selena v popkovnic¢ni krvi pri skupini z genotipom CC nekoliko vi§je od

koncentracij pri skupini z genotipom CT.

Za bolj popolno interpretacijo rezultatov, smo primerjali obnaSanje koncentracij selena v
popkovnic¢ni krvi ter koncentracij Hg*" oziroma MeHg v popkovniéni krvi, zato smo
grafi¢no predstavili tudi koncentracije Hg”" ter MeHg v popkovnié¢ni krvi v odvisnosti od

genotipa Alal14Val (slika 19, slika 20).

Ce primerjamo sliki 18 in 19, opazimo, da se koncentracije selena v popkovnié¢ni krvi ter
Hg*" v popkovni&ni v odvisnosti od genotipov polimorfizma Alal14Val obnagajo zelo

podobno; le te so visje pri genotipu CC visje kot pri genotipu CT, vendar razlika ni
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statistiéno znacilna.
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Slika 19: Kvartilni diagram odvisnosti koncentracij Slika 20: Kvartilni diagram
CbHg od genotipov polimorfizma Alall4Val pri odvisnosti koncentracij CbMeHg od
slovenskih novorojencih. genotipov polimorfizma Alall4Val pri

slovenskih novorojencih.

Na sliki 20 prav tako vidimo podoben trend; koncentracije MeHg v popkovnic¢ni krvi so pri
genotipu CC visje od tistih pri genotipu CT, s tem da je razlika med povpre¢nimi
koncentracijami vecja. Glede na to, da selen dokazano $¢iti pred toksi¢nimi ucinki
zivosrebrovih spojin ter preprecuje njihovo prehajanje preko placente (75,76), smo
domnevali, da bi se lahko koncentracije selena v popkovni¢ni krvi povisale kot
kompenzacija na rac¢un endogenih virov zaradi vzpostavljanja u¢inkovitejSe obrambe pri
vigjih koncentracijah Hg*" oziroma MeHg v popkovni¢ni krvi. Vendar se moramo zavedati,
da razlike med povprecnimi koncentracijami med genotipskimi skupinami tako za
koncentracije Hg>" kot MeHg v popkovnic¢ni krvi niso statistiéno znacilne. Prav tako
imamo pri vrednotenju povezave med koncentracijami MeHg v popkovni¢ni krvi ter
genotipskimi podskupinami polimorfizma Alal14Val zelo malo vzorcev, zaradi Cesar je
statisticna mo¢ povezave zelo Sibka. Zakljucili smo, da bi bilo potrebno nadaljnje

raziskovanje omenjenih povezav.

4.4.8.2 Povezava polimorfizma Ala114Val ter koncentracij mangana v venski krvi

pri nosecnicah

Ker mangan preko delovanja superoksid-dismutaze (Mn-SOD) §¢iti pred oksidativnim
stresom, povzro¢enim z zivim srebrom (67) , smo zeleli preveriti vpliv polimorfizma

Alal14Val na koncentracije mangana v pripadajocih bioloskih vzorcih. V ta namen smo
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izvedli primerne ANOVA teste, pri katerih smo zaznali signifikantno povezavo med
genotipskimi podskupinami izbranega polimorfizma ter koncentracijo mangana v venski
krvi pri materah. To smo nadalje raziskali z ANCOVA testi, katerih rezulate predstavljamo
v preglednici XVIII.

Preglednica XVIII: Rezultati ANOVA in ANCOVA testiranj z izbranimi kovariatami za povezavo

polimorfizma Alall4Val ter koncentracij MMn pri nosecnicah. S krepkim tiskom smo oznacili statisticno
znacilne rezultate.

ANOVA (MMn) ANCOVA Korelacija
p N Kovariata/e p N r P
M(Set+Zn) 0,011 203

MSe 0,031 203 0,281 0,000

MZn 0,011 203 0,408 0,000

0,026 203 MAs 0,028 203 0,128 0,048

MCd 0,017 203 0,285 0,000

MPb 0,069 203 0,391 0,000

MCu 0,059 203 0,118 0,037

PUFA 0,006 203 -0,323 0,015

Razlaga kratic: As — arzen, Cd — kadmij, Cu — baker, Se — selen, Zn — cink, PUFA — veckrat nenasicene mas¢obne
kisline, M — koncentracije venski krvi mater, r — Pearsonov/Spearmanov koeficient korelacije, p - signifikantnost
ANCOVA testa, P — signifikantnost Pearsonovega/Spearmanovega testa.

Pri upostevanju kovariat MPb in MCu, se signifikantnost povezave zmanjsa. Vse ostale

kovariate potrdijo, da je povezava statisti¢no signifikantna.

Raziskovano povezavo smo tudi graficno ovrednotili s kvartilnim digramom na sliki 21, iz
katerega razberemo, da so povepre¢ne koncentracije mangana v materini venski krvi pri
skupini z genotipom CC vi§je od tistih z genotipom CT. Za bolj popolno interpretacijo
rezultatov, smo primerjali obnaganje koncentracij mangana v materini venski krvi ter Hg*"
oziroma MeHg v materini venski krvi odvisnosti od genotipa za polimorfizem Alal14Val
(slika 22, slika 23). Ce primerjamo sliki 21 in 22, opazimo podobno obnaganje
koncentracij mangana v materini venski krvi in Hg*" v materini venski krvi; pri skupini z
genotipom CC so koncentracije vi§je kot pri skupini z genotipom CT, vendar so razlike
med povpreénimi vrednostmi koncentracij Hg*" v materini venski krvi med genotipskimi

podskupinami statisti¢éno neznacilne.
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Slika 22: Kvartilni diagram odvisnosti

koncentracij MHg od genotipa za

polimorfizem Alall4Val pri nosecnicah.

Ivana Jovicdié¢

Slika 21: Kvartilni diagram odvisnosti koncentracij

MMn od genotipa za polimorfizem Alall4Val pri

nosecnicah.
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Slika 23: Kvartilni diagram odvisnosti
koncentracij MMeHg od genotipa za
polimorfizem Alall4Val pri nosecnicah.

Slika 23 kaze, da so koncentracije MeHg v materini venski krvi visje pri skupini z

genotipom CT kot pri skupini z genotipom CC. Vendar je tudi tu razlika statisticno

neznacilna, obenem se moramo zavedati majhnega Stevila vzorcev. Domnevali smo, da bi

obratni trend obna3anja koncentracij Hg*" in MeHg v materini venski krvi lahko bil

posledica razli¢nih u¢inkovitosti konjugacije Hg”" in MeHg z razli¢nimi genotipskimi

variacijami polimorfizma Alal14Val pri encimu GSTP1 in tako razli¢nih hitrosti

eliminacije. Genotipska podskupina CC bi tako lahko imela vecjo razpolozljivost GSH za

vezavo z MeHg, genotipska podskupina CT pa z Hg*". Zakljugili smo, da bi bilo povezavo

zanimivo natanéneje obravnavati.
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4.4.8.3 Povezava kombinacije polimorfizmov Alal14Val in Ile105Val ter koncentracij

cinka v venski krvi pri nose¢nicah

Cink §¢iti pred posledicami z Zivim srebrom povzrocenega oksidativnega stresa preko
delovanja superoksid-dismutaze (Zn-SOD) (69), poleg tega pa je sposoben indukcije
metalotioneinov, ki z visoko afiniteto vezejo anorgansko zivo srebro in tako pomagajo pri
detoksifikaciji (77). Zato smo zeleli preveriti vpliv kombinacije polimorfizmov Alal14Val
in [le105Val na koncentracije cinka v pripadajocih bioloskih vzorcih. V tem namen smo
izvedli ANOVA teste, pri katerih smo zaznali statisticno mejno signifiknano povezavo med
genotipskimi podskupinami proucevanih polimorfizmov ter koncentracijami cinka v venski
krvi mater pri materah. To povezavo smo nadalje raziskali s primernimi ANCOVA testi,

katerih rezultate predstavljamo v preglednici XIX.

Preglednica XIX: Rezultati ANOVA in ANCOVA testiranja z izbranimi kovariatami za povezavo med
kombinacijo polimorfizmov Alall4Val in lle105Val ter koncentracijami MZn pri nosecnicah. S krepkim
tiskom smo oznacili rezultat, ki se najbolj pribliza statisticno znacilni vrednosti.

ANOVA (MZn) ANCOVA Korelacija
p N Kovariata/e P N r P
M(Se+Mn) 0,501 193
0,075 193 MSe 0,255 193 0,654 | 0,000
MMn 0,255 193 0,475 0,000
MCd 0,119 193 0,235 | 0,001
MPb 0,092 193 0,418 | 0,000

Razlaga kratic: Cd — kadmij, Mn — mangan, Pb — svinec, Se — selen, Zn — cink, M — koncentracije v venski krvi hrvaskih
nosecnic, r — Pearsonov/Spearmanov koeficient korelacije, p - signifikantnost ANCOVA testa, P — signifikantnost
Pearsonovega/Spearmanovega testa.

Iz preglednice lahko razberemo, da ob upostevanju kovariat signifikantnost povezave
mocno pade; vse vrednosti p, razen pri kovariati MPb, so nad 0'1. Ob tem smo posumili, da
je rezultat ANOVA testa nakljucen, vendar smo povezavo kljub temu grafi¢no ovrednotili z
nadgrajenim kvartilnim diagramom (slika 24). Iz tega razberemo, da so povpre¢ne
koncentracije cinka v materini krvi v skupini CC za polimorfizem Alal14Val visje tako pri
posameznikih z genotipom AG kot z genotipom GG za polimorfizem Ile105Val od
pripadajocih koncentracij v skupini CT. Zanimivo je, da imajo v skupini z genotipom CC
posamezniki z genotipom GG najvisje koncentracije cinka v venski materini krvi, v
skupini z genotipom CT pa imajo posamezniki z genotipom GG najnizje koncentracije

cinka v venski materini krvi.
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Slika 24: Kvartilni diagram odvisnosti Slika 25: Kvartilni diagram odvisnosti
koncentracije MZn od kombinacije koncentracije MHg od kombinacije
polimorfizmov Alall4Val in Ilel105Val polimorfizmov Alall4Val in Ilel105Val
pri nosecnicah. pri nosecnicah.

Da bi pomen koncentracij cinka v venski materini krvi razjasnili, smo izrisali tudi
nadgrajen kvartilni diagram odvisnosti koncentracije Hg*" v venski materini krvi od
kombinacije polimorfizmov Alal14Val ter Ile105Val pri materah (slika 25). 1z tega
razberemo, da imajo posamezniki z genotipom GG polimorfizma Ile105Val v skupini z
genotipom CC polimorfizma Alal14Val povprecno najnizje, posamezniki z genotipom GG
polimorfizma Ile105Val v skupini z genotipom CT polimorfizma Alal14Val pa povprecno
najvisje koncentracije Hg*" v venski materini krvi. Najvigje in najniZje koncentracije cinka
v venski materini krvi so na ravno obratnih mestih v pripadajocih kvartilnih diagramih;
kjer so koncentracije Hg*" v venski materini krvi vi§je, tam so koncentracije cinka v venski
materini krvi nizje. Domnevali smo, da se cink porablja v celicah pri zas¢iti pred
posledicami z Zivim srebrom povzrocenega oksidativnega stresa. Zanimivo je tudi, da so
vsi nosilci genotipa AA polimorfizma Ile105Val hkrati tudi nosilci genotipa CC
polimorfizma Alal14Val, kar nakazuje na povezanost obeh polimorfizmov. Nosilci obeh
mutiranih alelov tako polimorfizma Alal14Val kot polimorfizma Ile105Val predstavljajo
tudi rizi¢ni dejavnik za niZje koncentracije cinka v krvi zaradi njegove vecje porabe ob
manjsi razpoloZljivosti GSH pri zmanjSani aktivnosti encima GSTP1. Zakljucujemo, da bi

bilo povezavo zanimivo nadalje raziskati.
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5

ZAKLJUCEK

Diplomsko delo zakljucujemo z izpostavitvijo najbolj zanimivih rezultatov.

GSTP1 Ile105Val (rs1695)

Polimorfizem Ile105Val je pri materah statisticno znacilno povezan z
koncentracijami Hg*" v materinem mleku (p = 0,023). Ugotovili smo, da imajo
matere z genotipom GG statisti¢no znagilno niZje koncentracije Hg*" v mleku kot

matere z genotipom AA ter AG.

Polimorfizem Ile105Val pri materah ni statisti¢éno znacilno povezan s
koncentracijami Hg*" v materinem urinu (p = 0,115), vendar smo ob prou¢evanju
povezave zasledili zanimiv trend. Koncentracije Hg*™ v urinu mater padajo po

enakem vrstnem redu genotipov kot aktivnost encima GSTP1: AA, AG, GG.

Polimorfizem Ile105Val pri novorojencih ni statisticno znacilno povezan s
koncentracijami Hg** v urinu novorojencev (p = 0,105). Vendar spet zasledimo
trend padanja koncentracij Hg*" v urinu novorojencev po enakem vrstnem redu

genotipov kot pada aktivnost encima GSTP1: AA, AG, GG

GSTP1 Alal14Val (rs1138272)

Polimorfizem Alal14Val pri novorojencih ni statisti¢no povezan s koncentracijami
Hg”" v urinu novorojencev (p = 0,144), vendar tudi v tem primeru koncentracija
Hg”" v urinu novorojencev pada po istem vrstnem redu genotipov kot pada

aktivnost encima GSTP1: CC, CT.

Polimorfizem Alal14Val je pri populaciji slovenskih novorojencev statisti¢no
povezan s koncentracijami selena v popkovnic¢ni krvi (p = 0,007). Skupina
novorojencev z genotipom CC izkazuje vi§je koncentracije selena v popkovnicni
krvi od skupine novorojencev s CT genotipom. Prav tako imajo novorojenci z
genotipom CC vi§je koncentracije Hg*" ter MeHg v popkovniéni krvi (pue = 0,642,
PMetig = 0,957).

Polimorfizem Alal14Val pri populaciji mater statisticno znacilno vpliva na
koncentracijo kovin v venski krvi, ki lahko vplivajo na raven oksidativnega stresa:

mangan, cink, baker, svinec ( pyn = 0,026, pzn = 0,075, pcu = 0,026, pp, = 0,035).
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GSTP1 Ile105Val + Alal14Val

- Kombinacija polimorfizmov Ile105Val ter Alal14Val pri novorojencih je statisticno
povezana s koncentracijami Hg*" v popkovnicni krvi (p = 0,018). Najvije
povpre&ne koncentracije Hg”* v popkovniéni krvi so izkazovali novorojenci z
genotipom GG za polimorfizem Ile105Val, ne glede na pripadnost genotipski
podskupini za polimorfizem Alal14Val. Genotip GG polimorfizma Ile105Val daje

najmanj aktivno razli¢ico encima GSTP1.

Glede na rezultate lahko zaklju¢imo, da bi lahko bil genotip GG pri polimorfizmu
Ile105Val bioloski oznagevalec za manj uéinkovito prehajanje Hg”" v mleko in urin pri
materah ter v urin pri novorojencih. Na ta nacin sta tako mati kot novorojenec lahko
izpostavljena kopienju in vi§jim koncentracijam Hg*" v organizmu, kar potrjujejo nasi
rezultati, saj so novorojenci z genotipom GG polimorfizma Ile105Val, ob upostevanju
genotipske podskupine polimorfizma Alal14Val, imeli vi§je koncentracije Hg*" v

popkovniéni krvi.

Za prihodnje $tudije predlagamo povecanje Stevila vzorcev testirane populacije, zlasti ob
proucevanju vpliva polimorfizma Alal14Val, kjer ima mutirani alel T nizko alelno
frekvenco. Tako bi tudi povecali statisticno moc¢ testov. Za vecjo statisticno moc testov bi
bilo potrebno tudi povecati Stevilo bioloskih vzorcev z opravljenimi meritvami za
koncentracije MeHg. Predlagamo tudi raziskovanje populacije, ki bi imela vecji razpon
koncentracij Hg”" in MeHg v izbranih biologkih vzorcih. Populacije slovenskih in hrvaskih
novorojencev ter hrvagkih mater imajo namre¢ povpreéno nizke koncentracije Hg>" v
bioloskih tkivih, zato rezultati testov pogosto niso statisticno znacilni. Nadalje bi
ovrednotili pomen polimorfizmov za klini¢ni izid, ki bi bil v naSem primeru nevrolosko
stanje novorojenca. Tako bi lahko za posamezen genotip dolocili tveganje za pojav

klini¢nih znakov glede na izpostavljenost ploda zivosrebrovim spojinam pred rojstvom.
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7 PRILOGE

Preglednica XX: znacilnosti nosecnic, X=parameter, N=frekvenca, <* = povprecna vrednosti,
SD=standardna deviacija.

X N X+35D
Starost matere [leta]
<30 79
30-35 30 30,42+4,71
>35 24

ITM pred nosecnostjo [kg/m3]

<18,5 10
18,5-24,9 132 23,17+4,31
>24.9 41
ITM po porodu [kg/m’]
<18,5 0
18,5-24,9 25 28,77+4,21
>24.9 158
Vnos rib [g/teden]
<150 29
150-300 97
301-450 46 303+193,23
451-600 26
>600 10
Vnos alkohola pred nose¢nostjo [enote/teden]
<7 43
7-14 129 9,49+3,65
> 14 18

Kadilski status

nekadilka 109
kadilka 14
bivsa kadilka (kajenje 1-5 9

let)

bivsa kadlka (kajenje 6-10 20
let)

bivsa kadilka (kajenje >10 22
let)
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Preglednica XXI: Rezultati genotipizacije za polimorfizma Alall4Val in llel105Val pri preiskovani
populaciji. Modro polje: hrvaske matere, zeleno polje: hrvaski novorojenci,roznato polje: slovenski

novorojenci, sivo polje: vzorca ni.

Hrvaske matere Hrvaski novorojenci

Stevilka Genotip za Genotip za Stevilka Genotip za Genotip za
vzorca Alal14Val Ile105Val vzorca Alall4Val Ile105Val
100001 110001 CT GG
100003 110003 CcC AA
100004 110004 CcC AA
100005 110005 CcC AA
100006 110006 CcC AG
100008 110008 CcC AA
100009 110009 CcC AG
100010 110010 CC AA
100012 CcC 110012 CcC AA
100013 CcC 110013 CcC AG
100015 CcC AA 110015 CcC AA
100016 CcC 110016 CcC AA
100017 cC AG 110017

100018 CcC GG 110018 CcC GG
100020 110020 CcC AG
100021 cC AA 110021

100022 CcC 100022 CC AA
100023 CcC AA 110023 CcC GG
100024 CcC AA 110024 CcC AA
100025 CT AG 110025 TT GG
100026 CcC AA 110026 CcC AA
100027 CcC AG 110027 CC AA
100028 CcC AA 110028

100029 CcC AG 110029 CcC AG
100030 CcC AA 110030 CC AA
100031 CcC AA 110031 CcC AA
100032 CcC AA 110032 CcC AA
100033 CcC AA 110033 CC AA
100035 CcC AG 110035 CcC AG
100036 CcC AG 110036 CcC AG
100037 CcC AG 110037 CcC GG
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100038 CC AA 110038 CcC AA
100039 CC AA 110039 CcC AA
100040 CcC AA 110040 CT AG
100041 CcC AG 110041 CC AG
100042 CcC AA 110042

100043 CcC AA 110043 CcC AA
100044 CT AG 110044 CcC AG
100045 CcC AA 110045 CcC AA
100046 cC AA 110046 CC AA
100047 CC AA 110047 CcC AA
100049 110049 CcC AG
100050 CcC AA 110050 CcC AA
100051 CC GG 110051 CcC AG
100052 CcC AA 110052 CcC AG
100053 CC AG 110053

100054 CC AG 110054 CcC AG
100055 CcC AG 110055 CcC AA
100056 CC AA 110056 CC AG
100057 CC AG 110057

100058 CT AG 110058 CcC AA
100059 110059 CT GG
100060 CC AG 110060 CcC AA
100061 110061 CcC AA
100062 CC AG 110062 CC AG
100063 CcC AA 110063 CcC AA
100064 CcC AA 110064 CcC AA
100065 CC AA 110065 CT AG
100066 CcC AG 110066 CcC AA
100067 CcC AG 110067 CcC AG
100068 CT AG 110068 CcC AA
100069 CT AG 110069 CcC AA
100070 CcC AG 110070 CcC AA
100071 CC AG 110071 CcC AG
100072 CcC AA 110072 CcC AA
100073 CC AA 110073 CcC AA
100074 CC AA 110074 CcC AA
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100075 CC AA 110075 CcC AA
100076 CC AG 110076 CcC AG
100077 CcC AA 110077 CcC AA
100078 CC AA 110078 CC AA
100079 CcC AA 110079 CcC AG
100080 CcC AA 110080 CcC AG
100081 CC AG 110081 CT AG
100082 CcC AA 110082 CcC AA
100083 cC AG 110083 CC AG
100084 CC AA 110084 CcC AG
100085 CcC AA 110085 CT AA
100086 CcC AA 110086

100087 CC AA 110087 CcC AA
100088 CcC AA 110088 CT AG
100089 CC AA 110089 CT AG
100090 CC AA 110090 CcC AA
100091 CcC AA 110091 CcC AA
100092 CC AA 110092 CC AG
100093 CC AA 110093 CcC AA
100094 CcC AG 110094 CcC AG
100095 CC AA 110095 CcC AA
100096 CC AA 110096 CcC AA
100097 CcC AA 110097 CcC AA
100098 CC AA 110098 CcC AA
100099 CcC AA 110099 CcC AA
100100 CcC AG 110100 CcC AA
100101 CcC AA 110101 CcC AA
100102 CcC AG 110102

100103 CcC AG 110103 CcC AG
100104 CC GG 110104 CcC AA
100105 CT GG 110105 CT AG
100106 CcC AG 110106

100107 CC AG 110107

100108 CcC AG 110108

100109 CC AA 110109 CcC AA
100110 CC AG 110110 CcC AG
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100111 CcC AA 110111

100112 110112 CT GG
100113 CT AG 110113 CT AG
100114 CcC AA 110114

100115 cC AA 110115

100116 cC AA 110116 CcC AG
100117 CC AA 110117 CC AA
100118 cC AA 110118 CcC AG
100119 CcC GG 110119 CcC AG
100120 CC AG 110120 CcC AA
100121 CcC AG 110121 CT GG
100122 CcC AG 110122 CcC AG
100123 CC AG 110123

100124 CcC AA 110124 CcC AA
100125 CC AA 110125 CcC AA
100126 CC AA 110126 CcC AG
100127 CcC AG 110127 CcC AG
100128 CC AG 110128 CC AG
100129 CC AA 110129

100130 CT AG 110130 CT AG
100131 CT AG 110131 CcC AA
100132 CC AG 110132 CcC AA
100133 CT AG 110133 CT GG
100134 CC AA 110134 CC AG
100135 CcC AG 110135 CcC AG
100136 CT AG 110136 CcC AG
100137 CC AG 110137 CT GG
100138 CcC AA 110138 CcC AA
100139 CcC AG 110139 CT GG
100140 CC AG 110140 CcC GG
100141 CcC AA 110141 CcC AA
100142 CT AG 110142 CT AG
100143 CT AG 110143 CT AG
100144 CcC AG 110144

100145 CT AG 110145 CT GG
100146 CT GG 110146 CT AG
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100147 CT AG 110147 CT GG
100148 CC AA 110148 CcC AG
100149 CcC AG 110149 CT AG
100150 CC AA 110150 CC AG
100151 CcC AG 110151 CT AG
100152 CcC AA 110152 CcC AA
100153 CC AA 110153 CcC AA
100154 CcC AG 110154 CcC AG
100155 cC AA 110155

100156 CC GG 110156 CcC AG
100157 CcC AG 110157 CcC AA
100158 CT GG 110158 CT GG
100159 CC AG 110159 CcC AA
100160 CcC AG 110160 CT GG
100161 CC AG 110161 CC AG
100162 CC AA 110162 CcC AA
100163 CcC AA 110163

100164 CC AG 110164

100165 CC AA 110165 CcC AA
100166 CcC AA 110166 CcC AA
100167 CC AA 110167 CcC AA
100168 CC AA 110168 CcC AA
100169 CT AG 110169 CcC AG
100170 CC AA 110170 CcC AA
100171 CT AG 110171 CcC AA
100172 CcC AA 110172

100173 CC AA 110173 CcC AA
100174 CT AG 110174

100175 CT GG 110175

100176 CC AA 110176 CT AG
100177 CcC GG 110177

100178 CcC AA 110178 CT AG
100179 CT AG 110179 CT AG
100180 CcC AG 110180 CcC AG
100181 CT AG 110181 CT AG
100182 CC AA 110182 CcC AA
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100183 CC AG 110183 CC AG
100184 CC AG 110184
100185 CcC AA 110185 CcC AG
100186 CC AA 110186
100187 CcC 110187 CcC AG
100188 110188 CT AG
100190 CC AG 110190 CC AG
100191 CcC AA 110191 CcC AA
100192 cC AA 110192 CC AA
100193 CT 110193 CcC AA
100194 CcC AG 110194 CcC AG
100195 CcC AG 110195 CcC AG
100196 CC AA 110196 CcC AA
100197 CcC GG 110197 CcC GG
100198 CC 110198
100199 CC AA 110199 CcC AA
100200 CcC 110200 CcC AA
100201 CT 110201 CC AG
100202 CC AG 110202 CcC AA
100203 CcC AG 110203
100205 CC AG 110205 CC AG
100206 CT 110206 CT AG
100207 CcC AA 110207
100208 CC AA 110208
100209 CcC AG 110209 CcC AA
100210 CcC AA 110210 CcC AG
100211 CcC 110211 CcC AA
100212 CcC AG 110212
100213 CcC AG 110213 CcC AA
100214 CC AG 110214
100215 CcC AA 110215
100216 CcC AA 110216
100217 CC AG 110217
100218 CcC AA 110218
100219 CcC AA 110219 CT AG
100220 CC AA 110220
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100221 CcC AG 110221

100222 CC AA 110222

100223 CcC AA 110223

100224 CT AG 110224

100225 CcC AA 110225

100226 CcC AA 110226 CcC AA
100227 CcC AA 110227

100228 CcC AG 110228 CcC AA
100229 cC AG 110229

100230 CC AA 110230 CcC AG
100231 CcC AA 110231 CcC AG
100232 CT GG 110232

100233 CC AA 110233 CcC AG
100234 CcC AG 110234

400070 CC AA 400126 CT GG
400073 CC GG 400131 CT AG
400074 CcC AA 400132 CcC AA
400075 CT AG 400133 CT GG
400076 CC AG 400135 CcC AG
400077 CT AG 400136 CcC AA
400078 CcC AG 400137 CC AG
400085 CcC AA 400138 CcC AA
400089 CcC AG 400140 CcC AA
400090 CcC AA 400141 CcC AA
400091 cC AG 400143 CcC AG
400093 CcC AG 400144 CcC AA
400096 CT GG 400145 CcC AG
400097 cC AG 400146 CcC AG
400098 CcC AG 400147 CcC AG
400098 CC AG 400148 CcC AG
400099 CcC AA 400149 CcC AA
400100 CcC AG 400150 CcC AA
400101 CT AG 400151 CT GG
400103 cC AA 400155 CT AG
400104 CcC GG 400156 CC AA
400105 CC AG 400157 CcC AA
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CT
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CT AG
cC AG
cC AG
CT GG
cC AG
cC AG
cC AA
cC

cC AG
cC

cC AA
cC AA
cC AG
cC GG
cC AA
cC AA
cC AA
cC

CT AG
cC

cC AA
CT AG
CT GG
cC AA
CT AG
CT GG
CT GG
cC

cC AA
cC AA
cC GG
cC AG
cC GG
cC AG
cC AA
cC AA
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cC AA
CcC AA
CcC AA
cC AA
CC AA
CcC GG
cC AA
CcC AA
CcC AG
CcC AG
CcC AA
CT AG
CT AA
CC AG
cC AA
CT AG
CcC AA
CT AG
CcC AG
CcC AA
CT GG
CcC AA
CcC AA
cC AG
CT GG
CcC AG
cC AG
CcC AG
CcC AA
CcC AA
CcC AG
CcC GG
CcC AA
CcC AA
cC AA
CcC AG
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cC AG
cC AA
cC AG
cC GG
cC AG
cC AA
cC AA
CT GG
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CT AG
cC AG
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cC AA
CT GG
cC AG
cC AG
cC AG
cC AA
cC AA
cC

CT AG
cC AG
cC AA
cC AA
cC AG
cC AA
cC AG
cC

cC AA
cC

cC AG
cC

cC AA
cC AG
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cC AG
CcC AA
CT AG
cC AA
CC AG
CcC AG
cC AG
CcC AG
CcC AG
CcC AG
CcC AG
CcC AG
CcC GG
CC AG
cC AG
CcC AA
CcC AG
cC AA
CcC AG
CcC AG
cC AA
CcC AA
CcC AA
cC AG
CC AG
CcC AG
CT AG
CcC AA
CcC AG
CT GG
CcC AA
CcC AG
CcC GG
CcC AA
cC AG
CcC AA

71

Ivana Jovicié¢

cC

CcC

cC

cC

cC

cC

cC

cC

cC

CcC

cC

cC

CcC

cC

SIEB|E|E 2|55 |5|5|8(5]58

cC

CcC

Q
Q

cC

cC

CcC

cC

cC

CcC

cC

cC

cC

CT

cC

cC

CT

CcC

CT

cC

CcC

cC

cC

CcC

ZIZ|E|Z|2|2|2|8|5|2|8|5(8|5|2|8|8|%|%




Diplomska naloga

cC AA
CcC AA
CcC AA
cC AG
CC AG
CT AG
cC AA
CT AG
CcC AA
CT AG
CT AG
CcC AA
CcC AA
CC AA
CT AG
CcC AG
CcC AA
cC AG
CcC AA
CcC AG
CT AA
CT AG
CcC AG
cC GG
CT GG
CcC AA
cC AA
CcC AA
CcC AG
CcC GG
CcC AA
CcC AG
CcC AA
CcC AG
cC AG
CcC AG
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cC AA
CT AG
cC AA
cC AA
cC AG
cC AA
cC AA
cC AG
cC AG
cC AA
cC AG
cC AG
cC AA
CT AG
cC GG
CT AG
cC AA
cC AG
TT GG
cC AA
cC AG
cC AG
CT AG
cC AG
cC AA
cC AG
cC AG
cC AG
cC AA
cC AG
cC AA
CT AG
CT AG
cC AA
CT AG
cC AG




Diplomska naloga

CT GG
CcC AG
CcC AA
cC AA
CT GG
CcC AA
cC AA
CcC AA
CcC AG
CcC AG
CT AG
CcC AA
CcC AG
CC AA
cC AA
CT AG
CcC AG
cC AA
CcC AA
CcC AA
cC AG
CcC AG
CT AG
cC AG
CT AG
CcC AG
cC AA
CcC AG
CcC AA
CcC AA
CcC AG
CT GG
CcC AA
CcC AG
CT AG
CcC AG
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CT AG
cC AG
CT AG
cC AA
cC AA
CT AG
cC AG
cC GG
cC AG
cC

cC AA
cC AA
cC

cC AG
cC AA
CT AG
cC AA
CT AG
cC AG
cC GG
cC AG
cC AA
cC AA
cC AG
CT AG
cC AG
CT GG
cC AA
cC AA
cC AG
cC AA
cC AG
cC AG
cC AA
CT AG
cC AA
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400631 CT AG 400645 CcC AA
400632 CcC AG 400646 CT GG
400633 CcC AG 400647 CcC AG
400634 CcC AA 400648 CcC AG
400635 cC AA 400649 CcC AG
400636 CcC AG 400650 CcC AA
400637 CcC AA 400651 CcC AA
400638 CcC AA 400652 CT AG
400639 CcC AA 400653 CcC AG
400640 CcC AG 400654 CcC AA
400641 CcC AG 400655 CcC AA
400642 CcC AG 400656 CT GG
400644 CcC AA
Preglednica XXII: Frekvence genotipov za polimorfizma Alall4Val in llel105Val.
Alal14Val N Ile105Val N
Slovenski CcC 351 AA 197
novorojenci CT 77 AG 189
TT 1 GG 43
Hrvaski CcC 146 AA 87
novorojenci CT 0 AG 75
TT 1 GG 17
CcC 183 AA 102
Hrvaske matere CT )3 AG 26
TT 0 GG 12
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Preglednica XXIII: Pregled rezultatov ANOVA in ANCOVA testiranj za statisticno neznacilne povezave
med polimorfizmi Alal14Val oziroma Ile105Val ter koncentracij Hg’ ' in MeHg v izbranih bioloskih
tkivih.

Populacija Polimorfizem Odvisna ANOVA ANCOVA
spremenljivka

p N Kovariata p N

M(Se+Mn+Zn) | 0,908 201

M(Se+Mn) 0,902 201

Hrvaske matere Alall4Val InMHg 0.518 | 209 M(Se+Zn) 0.864 201
M(Zn+Mn) 0,922 201

MSe 0,867 201

MZn 0,883 201

MMn 0,903 201
M(Se+Mn+Zn) | 0,337 105
M(Se+Mn) 0,463 105
M(Se+Zn) 0,303 105
M(Zn+Mn) 0,318 105
MSe 0,376 106

Hrvaske matere Alall4Val InmilkHg 0,415 111 Mzn 0.281 105
MMn 0,501 105
milk(Se+Zn+M | 0,398 107
n)

milk(Se+Mn) | 0,402 107
milk(Se+Zn) | 0,484 107
milk(Zn+Mn) | 0,343 107
milkSe 0,437 108
milkZn 0,504 107
milkMn 0,342 107

milk(Se+Zn+M | 0,851 23

n)

Hrvaske matere Alall4Val milkMeHg 0,882 25 milk(Se+Mn) | 0,758 23
milk(Se+Zn) | 0,658 23

milk(Zn+Mn) | 0,786 23

milkSe 0,555 23

milkZn 0,574 23
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milkMn 0,738 23

M(Se+Mn+Zn) | 0,834 | 202

M(Se+Mn) 0,779 | 202

HrvasSke matere rs11378272 InHHg 0,891 | 210 M(Se+Zn) 0,886 202
M(Zn+Mn) 0,768 202

MSe 0,841 202

MZn 0,858 202

MMn 0,714 | 202

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,568 192

Cb(Se+Mn) | 0,516 192

Cb(Se+Zn) 0,722 192

Hrvaske matere Alall4Val InCbHg 0,422 | 195 Cb(Zn+Mn) | 0.627 192
CbSe 0,717 193

CbZn 0,759 192

CbMn 0,575 192

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,486 42

Cb(Se+Mn) | 0,631 42

HrvaSke matere Alal14Val InCbMeHg 0,950 44 Cb(Se+Zn) 0,925 42
Cb(Zn+Mn) | 0,538 42

CbSe 0,927 42

CbZn 0,908 42

CbMn 0,486 42

M(Se+Mn+Zn) | 0,553 191

M(Se+Mn) 0,608 191

HrvasSke matere Ile105Val InMHg 0,595 | 198 M(Se+Zn) 0,512 191
M(Zn+Mn) 0,641 191

MSe 0,452 191

MZn 0,600 191

MMn 0,639 191

M(Se+Mn+Zn) | 0,370 40

M(Se+Mn) 0,381 40

76




Diplomska naloga Ivana Jovicic¢

M(Se+Zn) 0,358 40

Hrvaske matere Ile105Val InMMeHg 0,993 47 M(Zn+Mn) 0.550 40
MSe 0,333 40

MZn 0,476 40

MMn 0,927 40

milk(Se+Zn+M | 0,537 21

n)

Hrvaske matere Ile105Val milkMeHg 0,550 23 milk(SetMn) | 0,593 21
milk(Se+Zn) | 0,518 21

milk(Zn+Mn) | 0,486 21

milkSe 0,570 21

milkZn 0,460 21

milkMn 0,525 21
M(Se+Mn+Zn) | 0,923 192
M(Se+Mn) 0,930 192
HrvasSke matere Ile105Val InHHg 0,920 | 199 M(Se+Zn) 0,915 192
M(Zn+Mn) 0,971 192
MSe 0,889 192
MZn 0,962 192
MMn 0,969 192

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,711 181

Cb(Se+Mn) | 0,760 181

Hrvaske matere Ile105Val InCbHg 0,684 | 184 Cb(Se+Zn) 0,665 181
Cb(Zn+Mn) | 0,814 181
CbSe 0,686 182
CbZn 0,789 182
CbMn 0,822 182

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,562 40

Cb(Se+Mn) | 0,839 40

Hrvaske matere Ile105Val InCbMeHg 0,909 42 Cb(Se+Zn) 0,945 40
Cb(Zn+Mn) | 0,368 40

CbSe 0,988 40
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CbZn 0,875 40

CbMn 0,602 40

M(Se+Mn+Zn) | 0,176 191
M(Se+Mn) 0,133 191
Hrvaske matere Alall4Val + InMHg 0,346 | 198 M(Se+Zn) 0,164 191
lle105Val M(Zn+Mn) | 0311 | 191
MSe 0,119 191

MZn 0,292 191

MMn 0,315 191

M(Se+Mn+Zn) | 0,121 40

M(Se+Mn) | 0,120 | 40

Hrvaske matere Alall4Val + MMeHg 0,631 47 M(Se+Zn) 0,115 40
lle105Val M(Zn+Mn) | 0294 | 40

MSe 0,113 40

MZn 0,295 40

MMn 0,552 40
milk(Se+Zn+M | 0,174 103

n)

Hrvaske matere | Alall4Val + mmilkHg | 0741 | 107 | milk(SetMn) | 0,210 | 103
Ile105Val milk(Se+Zn) | 0,299 103
milk(Zn+Mn) | 0,203 | 103
milkSe 0,337 104
milkZn 0,441 103
milkMn 0,237 103

milk(Se+Zn+M | 0,813 21

n)

HrvaSke matere Alall4Val + MilkMeHg 0,905 23 milk(SetMn) | 0,849 21

Ile105Val milk(Se+Zn) | 0,785 21

milk(Zn+Mn) | 0,753 | 21

milkSe 0,941 21

milkZn 0,753 21

milkMn 0,795 21
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M(Se+Mn+Zn) | 0,310 192

M(Set+Mn) 0,230 192

Hrvaske matere Alall4Val + InHHg 0,443 199 M(Se+Zn) 0,290 192
llel05Val M(Zn+Mn) | 0,494 | 192

MSe 0,150 192

MZn 0,465 192

MMn 0,452 192

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,390 181

Cb(Se+Mn) | 0,450 181

Hrvaske matere Alall4Val + InCbHg 0,418 184 Cb(Se+Zn) 0,564 181
llel05Val Cb(Zn+Mn) | 0263 | 181

CbSe 0,590 182

CbZn 0,467 181

CbMn 0,279 181

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,618 40

Cb(Se+tMn) | 0,756 40

Hrvaske matere Alall4Val + InCbMeHg 0,737 42 Cb(Se+Zn) 0,669 40
rs169 Cb(Zn+Mn) | 0,437 | 40

CbSe 0,695 40

CbZn 0,735 40

CbMn 0,554 40

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,652 155

Hrvatke matere + Cb(Se+Mn) | 0,702 155
hrvaski Alall4Val InCbHg 0,882 | 158 Cb(Se+Zn) 0,688 155
novorojenci Cb(Znt+Mn) | 0,940 | 155
CbSe 0,719 156

CbZn 0,876 155

CbMn 0,947 155

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,568 34

Cb(Se+tMn) | 0,497 34

Hrvaske matere + Alall4Val InCbMeHg 0,226 36 Cb(Se+Zn) 0,589 34
hrvaski Cb(Zn+Mn) | 0281 | 34
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novorojenci CbSe 0,528 34
CbZn 0,241 34
CbMn 0,264 36
Cb(SetZn+Mn)| 0,817 145
Cb(Se+Mn) | 0,919 | 145
Hrvaske matere + Ile105Val InCbHg 0,596 | 148 Cb(Se+Zn) 0,794 145
novorojenci Cb(Zn+Mn) | 0,601 | 145
CbSe 0,867 146
CbZn 0,609 145
CbMn 0,744 145
Cb(Se+Zn+Mn)| 0,693 32
Cb(Se+Mn) 0,427 32
Hrvaske matere Ile105Val InCbMeHg 0,242 34 Cb(Se+Zn) 0,438 32
in novorojenci Cb(Zn+Mn) | 0384 | 32
CbSe 0,426 32
CbZn 0,271 32
CbMn 0,219 32
Cb(SetZn+Mn)| 0,995 157
Cb(Se+Mn) 0,991 157
Hrvaski Alall4Val InCbHg 0,975 172 Cb(Se+Zn) 0,926 157
novorojenci Cb(Zn+Mn) | 0,977 | 157
CbSe 0,994 170
CbZn 0,976 157
CbMn 0,951 157
Cb(SetZn+Mn)| 0,995 34
Cb(Se+Mn) 0,826 34
Hrvaski Alall4Val InCbMeHg 0,917 36 Cb(Se+Zn) 0,676 34
novorojenci Cb@Zn+Mn) | 0,606 | 34
CbSe 0,842 34
CbZn 0,934 34
CbMn 0,523 34
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Cb(Se+Zn+Mn)| 0,986 397

Cb(SetMn) | 0,964 397

Slovenski Alall4Val InCbHg 0,642 | 422 Cb(Se+Zn) 0,985 397
novorojenci

Cb(Zn+Mn) | 0,629 397

CbSe 0,966 397

CbZn 0,696 397

CbMn 0,611 397

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,715 12

Cb(Se+Mn) | 0,565 12

Slovenski Alal14Val CbMeHg 0,957 14 Cb(Se+Zn) 0,781 12
novorojenci

Cb(Zn+Mn) | 0,941 12

CbSe 0,908 12

CbZn 0,969 12

CbMn 0,704 12

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,944 511

Hrvaski Cb(Se+Mn) | 0,940 511

novorojenci + Alall4Val InCbHg 0,715 | 5%4 Cb(Se+Zn) 0,977 555

slovenski b

novorojenci Cb(Zn+Mn) | 0,671 511

CbSe 0,979 568

CbZn 0,722 555

CbMn 0,652 511

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,821 45

Hrvaski Cb(Se+Mn) | 0,686 45

novorojenci + Alal14Val InCbMeHg 0,715 63 Cb(Se+Zn) 0,871 47

slovenski b

novorojenci Cb(Zn+Mn) | 0,791 45

CbSe 0,742 47

CbZn 0,905 47

CbMn 0,716 45

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,219 157

Cb(Se+Mn) | 0,229 157

Hrvaski Ile105Val InCbHg 0,293 | 172 Cb(Se+Zn) 0,162 157
novorojenci

Cb(Zn+Mn) | 0,353 157
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CbSe 0,183 170
CbZn 0,269 157
CbMn 0,346 157
Cb(Se+Zn+Mn)| 0,381 34
Cb(Se+Mn) 0,767 34
Hrvagki Ile105Val InCbMeHg 0,867 36 Cb(Se+Zn) 0,899 34
novorojenci Cb(Zn+Mn) | 0513 | 34
CbSe 0,930 34
CbZn 0,885 34
CbMn 0,759 34
Cb(Se+Zn+Mn)| 0,441 | 397
Cb(Se+Mn) | 0,384 | 397
Slovenski Ile105Val InCbHg 0,214 | 422 Cb(Se+Zn) 0,445 397
novorojenci Cb(Zn+Mn) | 0270 | 397
CbSe 0,386 397
CbZn 0,296 397
CbMn 0,260 397
Cb(Se+Zn+Mn)| 0,176 | 12
Cb(Se+Mn) | 0,148 | 12
Slovenski Ile105Val CbMeHg 0,454 13 Cb(Se+Zn) 0,539 12
novorojenci Cb(Zn+Mn) | 0319 | 12
CbSe 0,494 12
CbZn 0,450 12
CbMn 0,557 12
Cb(Se+Zn+Mn)| 0,563 | 511
Hrvaski Cb(Se+Mn) 0,579 511
novorojenci + Ile105Val InCbHg 0,198 | 59%4 Cb(Se+Zn) 0,236 555
nf)lvoovfol?Ski . Cb(Zn+Mn) | 0450 | 511
jenci
CbSe 0,235 568
CbZn 0,233 555
CbMn 0,443 511
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Cb(Se+Zn+Mn)| 0,446 45

Hrvaski Cb(Se+Mn) | 0,491 45

novorojenci + Ile105Val InCbMeHg 0,815 53 Cb(Se+Zn) 0,614 47

slovenski b

novorojenci Cb(Zn+Mn) | 0,492 45

CbSe 0,622 47

CbZn 0,689 47

CbMn 0,488 45

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,613 34

Cb(Se+Mn) | 0,519 34

Hrvaski Alall4Val + InCbMeHg 0,252 36 Cb(Se+Zn) 0,354 34
novorojenci Ile105Val

Cb(Zn+Mn) | 0,466 34

CbSe 0,332 34

CbZn 0,274 34

CbMn 0,486 34

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,938 397

Cb(Se+Mn) | 0,929 397

Slovenski Alall4Val + InCbHg 0,848 | 422 Cb(Se+Zn) 0,930 397
novorojenci Ile105Val

Cb(Zn+Mn) | 0,929 397

CbSe 0,925 397

CbZn 0,796 397

CbMn 0,913 397

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,451 12

Cb(Se+Mn) | 0,513 12

Slovenski Alall4Val + CbMeHg 0,814 14 Cb(Se+Zn) 0,828 12
novorojenci Ile105Val

Cb(Zn+Mn) | 0,293 12

CbSe 0,898 12

CbZn 0,972 12

CbMn 0,350 12

Cb(Se+Zn+Mn)| 0,725 511

Hrvaski Cb(Se+Mn) | 0,655 511

novorojenci + Alall4Val + InCbHg 0,657 | 594 Cb(Se+Zn) 0,731 555
slovenski Ile105Val

Cb(Zn+Mn) | 0,458 511
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novorojenci CbSe 0,721 568
CbZn 0,349 555
CbMn 0,542 511

Cb(SetZn+Mn)| 0,521 45

Cb(Se+Mn) | 0,476 | 45

Hrvaski
novorojenci + Alall4Val + InCbMeHg 0,162 53 Cb(Se+Zn) 0,361 47
slovenski Ile105Val
novorojenci Cb(ZntMn) | 0,344 45
CbSe 0,342 47
CbZn 0,184 47
CbMn 0,349 45

Preglednica XXIV: Pregled rezultatov ANOVA testov za statisticno neznacilne povezave med
polimorfizmi Alall4Val oziroma Ilel105Val ter koncentracijami ostalih kovin ( As, Cu, Zn, Cd, Mn, Pb) v
izbranih bioloskih tkivih.

Populacija Polimorfizem Odyvisna ANOVA
spremenljivka . N

MZn 0,969 | 202

InMCd 0,562 | 202

InMAs 0,300 [ 202

MSe 0,560 | 203

Hrvaske matere Alal14Val CbMn 0.574 ] 192
CbCu 0,171 | 192

InCbZn 0,472 | 192

CbSe 0,847 | 193

InCbCd 0,681 [ 192

InCbPb 0,184 [ 192

InmilkMn 0,145 | 112

milkCu 0,805 | 112

milkZn 0,699 [ 112

milkSe 0,680 | 113

InmilkCd 0,434 | 112

InmilkPb 0,249 | 112
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InMMn 0,126 | 192
MCu 0,568 | 192
MZn 0,825 | 192
MSe 0,888 | 193

InMCd 0,913 | 192

InMPb 0,827 | 192

Hrvaske matere Ile105Val InMAs 0,467 | 192
CbMn 0,404 | 181
CbCu 0,351 | 181

InCbZn 0,618 | 181
CbSe 0,969 | 182

InCbCd 0,710 | 181

InCbPb 0,523 | 181

InmilkMn 0,661 | 107

milkZn 0,781 | 107

milkCu 0,996 | 107

milkSe 0,124 | 108

InmilkCd 0,831 | 107
InmilkPb 0,964 | 107

InMMn 0,196 | 192
MCu 0,291 | 192

InMAs 0,375 | 192

InMCd 0,170 | 192
MSe 0,164 | 193

InMPb 0,498 | 192

CbMn 0,468 | 181

Hrvaske matere Alall4Vval + CbCu 0,480 | 181
Ile105Val InCbZn 0,399 | 181

CbSe 0,405 | 182

InCbCd 0,348 | 181

InCbPb 0,976 | 181

InmilkMn 0,480 | 107

milkCu 0,567 | 107
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milkZn 0,775 | 107

milkSe 0,384 | 108

InmilkCd 0,640 | 107

InmilkPb 0,465 | 107

CbMn 0,225 | 157

CbCu 0,200 | 157

Hrvaski novorojenci Alall4Val InCbZn 0,171 | 157

CbSe 0,882 | 170

InCbCd 0,694 | 157

InCnPb 0,231 | 157

CbMn 0,373 | 157

CbCu 0,552 | 157

Hrvaski novorojenci Ile105Val InCbZn 0,926 | 157

CbSe 0,673 | 170

InCbCd 0,930 | 157

InCnPb 0,858 | 157

CbMn 0,106 | 157

CbCu 0,817 | 157

Hrvaski novorojenci Alall4Val + InCbZn 0,730 | 157
Ile105Val

CbSe 0,195 | 170

InCbCd 0,186 | 157

InCbPb 0,218 | 157

InCbMn 0,402 | 399

InCbCu 0,795 | 399

InCbZn 0,481 | 399
Slovenski Alall4Val

novorojenci InCbAs 0,702 | 399

InCbCd 0,756 | 101

InCbPb 0,255 | 399

InCbMn 0,917 | 399

InCbCu 0,648 | 399
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InCbZn 0,816 | 399
Slovenski Ile105Val InCbAs 0,708 | 399
novorojenct InCbSe 0,159 | 399
InCbCd 0,693 | 399
InCbPb 0,798 | 399
InCbMn 0,115 | 399
InCbCu 0,583 | 399
InCbZn 0,318 | 399

Slovenski Alall4Val +
novorojenci Tle105Val InCbAs 0,738 | 384
InCbSe 0,478 | 399
InCbCd 0,200 | 101
InCbPb 0,662 | 399
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