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POVZETEK

Zivo srebro (Hg?") in metilirano Zivo srebro (MeHg") lahko povzrodata nepopravljive
poskodbe Zivénega sistema, pri ¢emer je MeHg" bistveno bolj nevrotoksic¢en in lipofilen.
Izpostavljenost omenjenim oblikam zivega srebra pa je Se posebej nevarno pri nose¢nicah,
saj lahko prehajata preko posteljice in krvno-mozgansko pregrado. Novorojencki so torej
ze prenatalno izpostavljeni Zivemu srebru preko matere, kar lahko povzro¢i nevroloske
razvojne nepravilnosti, ki se kazejo 7e v prvih letih Zivljenja. Metabolizem Hg?* in MeHg*
poteka tudi s pomocjo encimov glutationskega sistema. Mozni genetski polimorfizmi
encimov tega sistema pa lahko pri posameznikih vplivajo na razlicen metabolizem

ksenobiotikov in toksi¢nih kovin.

V magistrski nalogi smo poskusali raziskati povezanost delecij v genih, ki nosijo zapis za
encima glutation S-transferazo mul (gen GSTM1) in glutation S-transferazo thetal (gen
GSTT1) z nevrotoksi¢nostjo MeHg" in Hg?*. Iskali smo povezanost koncentracij Hg?* in
MeHg" v materini krvi, popkovni¢ni krvi in urinu otroka z morebitno nevrotoksi¢nostjo, Ki
je bila ocenjena glede na kognitivne (COG), retori¢cne (LANG) in motori¢éne sposobnosti
(MOT) otrok, starih 18 mesecev. V raziskavo smo vkljucili 212 nosecnic in 165
novorojenckov iz Hrvaske ter 405 novorojenckov iz Slovenije. Delecije v genih smo
dolocili s pomocjo tripleksne metode z verizno reakcijo s polimerazo ter z agarozno gelsko
elektroforezo. Ucinke na centralni zivéni sistem otrok so ocenili z Baylejevo lestvico.
Rezultate smo statisti¢no obdelali s pomo¢jo programa SPSS, pri ¢emer smo obravnavali
lo¢eno populacijo nosecnic, hrvaskih in slovenskih otrok, matere in otroke (po parih) ter na

koncu Se hrvaske in slovenske otroke skupaj.

Ugotovili smo, da je delecija v genu GSTT1 pri nose¢nicah (mejno) statisticno znacilno
povezana s povisanimi koncentracijami MeHg" v krvi matere (p=0,08) in v popkovniéni
krvi (p=0,03). Poleg tega je delecija v genu GSTT1 pri slovenskih otrocih (mejno)
statistiéno znacilno povezana s poviSanimi koncentracijami MeHg" v popkovniéni krvi
(p=0,01) ter znizanimi vrednostmi nevroloskih testov (COG (p=0,01), LANG (p=0,09) in

MOT (p=0,01)). Ugotovili smo tudi, da obstaja statisticno znacilna povezava med

\
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prisotnostjo delecij v genih GSTM1 in GSTT1 mater in otrok (po parih) ter znizanimi
vrednostmi nevroloskih motori¢nih testov (MOT (p=0,01)). Poleg omenjenega smo pri
slovenskih otrocih ugotovili tudi (mejno) statisti¢no znaéilno povezano med delecijo v
obeh omenjenih genih in povisanimi koncentracijami MeHg" v popkovnié¢ni krvi (p=0,02)
ter nizjimi vrednostmi nevroloskih testov (MOT (p=0,04), LANG (p=0,08), COG
(p=0,07)). Pri zdruzeni populaciji slovenskih in hrvaskih otrok pa smo ugotovili statisti¢éno
znadilno povezavo med kombinacijo obeh delecij s povisanimi koncentracijami MeHg" v
popkovni¢ni krvi (p=0,03). V urinu otrok povezanosti delecij s koncentracijami Hg®* in

MeHg" nismo dokazali.

Glede na rezultate lahko zaklju¢imo, da ima prisotna delecija v genu GSTT1 v nasprotju s
prisotno delecijo v genu GSTM1 pomembno vlogo pri presnovi MeHg" ter vpliv na
nevroloski razvoj otrok. Iz rezultatov lahko razberemo, da vi§je koncentracije MeHg" v
popkovni¢ni krvi ob prisotnosti delecije v genu GSTT1, posamic¢nega ali v kombinaciji z

delecijo v genu GSTM1, dodatno vplivajo na nevroloske sposobnosti otrok.

Vi
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ABSTRACT

Mercury (Hg®*) and methylmercury (MeHg") can cause irreversible damage to the nervous
system. Exposure to both of the mentioned chemical entities is particularly problematic in
the group of pregnant women, because it can easily cross the placenta and the blood-brain
barrier. Newborns are therefore prenatally exposed to mercury, what couldlead to
neurological developmental disorders, appearing in the first years of life. Different
metabolism of Hg* and MeHg" in individuals could be associated with their

polymorphisms in genes encoding for glutathione system-related enzymes.

The aim of our research was to estimate the association between glutation S-transferase
mu 1 and glutation S-transferase theta 1 gene deletions and concentrations of MeHg" and
Hg?*in maternal blood, cord blood and urine in children and the potential neurotoxicity
(i.e. the cognitive (COG), speech (LANG) and motor (MOT) skills) in children at 18
months of age. For that purpose, 212 pregnant women and 165 newborns from Croatia and
405 newborns from Slovenia were recruited in the study. For determination of
polymorphisms we used a multiplex polymerase chain reaction (PCR) followed by agarose
gel electrophoresis. Central nervous system effects of children were evaluated with
Bayley’s score test. The results were statistically analyzed with SPSS. We looked for
significant associations between genotypes of GSTM1 and GSTT1 genes, alone or in
thecombination, and Hg?* and MeHg" concentrations in biological samples and the
possible neurotoxicity of children at age of 18 months. We studied on the population of
pregnant women, the population of Croatian and Slovenian children separately first,
secondly we analyzed mothers-children pairs and finally the whole populations of
Slovenian and Croatian children together.

We have found out that GSTT1 gene deletion in a population of pregnant women is
(borderline) statistically significantly associated with higher MeHg" concentrations in
maternal blood (p=0,08) and in cord blood (p=0,03). In addition, the GSTT1 gene deletion
in a population of Slovenian children is (borderline) statistically significantly associated

with higher MeHg" concentrations in cord blood (p=0,01) and lower values of neurological

Vil
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tests (COG (p=0,01), LANG (p=0,09) and MOT (p=0,01)). Furthermore, the statistically
significant association between deletion polymorphisms of mothers-children pairs and
lower values of neurological motor domains test (MOT (p=0,01)) has been found.
Additionally, the associations between combination of both deletion polymorphisms in a
population of Slovenian children and higher MeHg" concentrations in cord blood (p=0.04)
and lower values of neurological tests (COG (p=0.07), LANG (p=0,08) and MOT
(p=0,04)) have been confirmed with the (borderline) statistical significances. Moreover,
the statistically significant association between combination of both deletion
polymorphisms in whole populations of Slovenian and Croatian children and higher
MeHg" concentrations in cord blood (p=0,03) has been found. No statistical significant
association between combination of both deletion polymorphisms and Hg*/ MeHg"

concentrations in the urine of children has been detected.

Based on our findings we can conclude that GSTT1 gene deletion polymorphism has an
important role in the metabolism of MeHg" and neurological effects of children. From the
results we can confirm that higher MeHg" concentrations in cord blood in the presence of
GSTT1 gene deletion, alone or in combination with GSTM1 gene deletion, could affect the
reduced neurological abilities in children.
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SEZNAM OKRAJSAV

3'UTR neprevedena regija na 3 koncu

5'UTR neprevedena regija na 5 koncu

AAS atomska absorpcijska spektroskopija

Babyurine Hg** koncentracija Hg®* v urinu otroka

Bcrp rezistenten protein izoliran pri raku dojke

bp bazni par

CA celulozni acetat

COG kongitivne (miselne) sposobnosti

cord MeHg" koncentracija MeHg" v popkovnié¢ni krvi

CZS centralni ziveni sistem

dNTP deoksiribonukleotidtrifosfat

EDTA etilendiamintetraocetna kislina

ER endoplazmatski retikulim

GCLC encim glutamat-cistein ligaza

GCLM genski modifikator podenote glutamil-cistein ligaze
GGT1 encim gama-glutamiltransferaza 1

GPx = GSH-Px encim glutation preroksidaza

GPX1 encim glutation preroksidaza 1

GR, GSR encim glutation reduktaza

GSH glutation

GSS encim glutation sintetaza

GSSG glutation disulfid

GSTM1 encim glutation S-transferaza mul

GSTM1 gen, ki nosi zapis za encim glutation S-transferaza mul
GSTM1° delecija gena, ki nosi zapis za encim glutation S-transferaza mul
GSTT1 encim glutation S-transferaza thetal

GSTT1 gen, ki nosi zapis za encim glutation S-transferaza thetal
GSTT1’ delecija gena, ki nosi zapis za encim glutation S-transferaza thetal
GSTP1 encim glutation S-transferaza pil
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Ho

Ha

LANG

In cord Hg?*

In cord MeHg"
In maternal Hg?*
Maternal MeHg"
MOT

Mrpl

Mrp2

NADH
NADPH
NCBI

P-gp
PAGE
PCR
ROS
SEPP1
SNP

SOD
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TRX
TrxR
uv
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nic¢elna hipoteza

alternativna hipoteza

retoricne (govorne) sposobnosti

logaritmirane vrednosti koncentracije Hg** v popkovni¢ni krvi
logaritmirane vrednosti koncentracije MeHg" v popkovni¢ni krvi
logaritmirane vrednosti koncentracije Hg** v krvi mater
koncentracija MeHg" v krvi mater
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1. Uvod

1.1. Zivo srebro in njegove spojine
Zivo srebro je kovina, ki se v periodnem sistemu nahaja med prehodnimi elementi (1). Je
edina kovina, ki se pri sobni temperaturi nahaja v teko¢em stanju (2). Nahaja se v treh
oblikah, in sicer kot elementarno (Hg®), anorgansko (Hg'*, Hg*") in organsko Zivo srebro
(metil-Hg", fenil-Hg).Vse te oblike so toksi¢ne (3,4).

1.1.1. Zivo srebro v okolju in njegova uporaba
Zivo srebro se v okolju nahaja v hlapni obliki (95%) in v obliki delcev. Prisotno je tudi v
hrani, predvsem v velikih ribah. Viri ¢loveskega onesnazevanja z zivim srebrom je
industrija za predelavo odpadkov in proizvodnjo merilne opreme, fluorescentnih svetilk,
baterij, pesticidov ter kozmetike. Naravni viri onesnazevanja pa so vulkani ter vode, ki
prihajajo iz rudnikov Zivega srebra in vulkanov. Anorgansko zivo srebro se lahko s
pomoc¢jo nekaterih mikroorganizmov v okolju metilira. Metilacija poveca prisotnost
MeHg", ki lahko s pomogjo planktona preide v vodne sisteme in vzdolz prehrambne verige

povzroc¢i kroni¢no izpostavljenost ljudi (Slika 1).

Slika 1: KroZenje Hg?* in MeHg" (5)
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Pri nosecnicah glavni vir Zivega srebra predstavlja izpostavljenost hlapom zivega srebra,
pretirano uZivanje rib ter amalgamske zobne zalivke. Studije so pokazale vi§jo raven
zivega srebra pri otrocih, katerth mame so bile v C¢asu noseCnosti izpostavljene
novonastalim amalgamskim zobnim zalivkom. Posledi¢no so nekatere razvite drzave v

Casu nosecnosti omejile uporabo le-teh (6).

1.2. Toksi¢nost Zivega srebra in njegovih spojin
Zivo srebro in njegove spojine, $¢ posebej MeHg", imajo toksi¢en vpliv na ¢lovesko telo
(7). Vpliv je najvedji na CZS in ledvice. Poleg toksi¢nosti je znan tudi vpliv na imunski

odziv, saj je zivo srebro eno izmed vzrokov nastanka avtoimunskih bolezni (8).

1.2.1. Mehanizem delovanja
Zivo srebro in vivo tvori vezi s sulfhidrilnimi, fosfatnimi, karboksilnimi, amidnimi in
aminskimi funkcionalnimi skupinami. Deluje tudi na razli¢ne proteine in encime, ki imajo
v svoji zgradbi omenjene funkcionalne skupine. Toksi¢no delovanje je odvisno od oblike

Zivega srebra, Casa izpostavitve in tkiva, na katerega toksi¢no deluje (Preglednica I).

Preglednica I: Akutne in kroni¢ne zastrupitve (9)

Oblika Zivega Cas
) . Bolezen Razpolovni ¢as (t 1)
srebra izpostavitve
Hlapi elementarnega . )
) akutna pneumonitis, edem 10 do 15 dni
zivega srebra
Anorganske spojine gastroenteritis, tubulna .
; akutna ; 65 do 70 dni
Zivega srebra nekroza, ledvi¢na odpoved
Hlapi elementarnega tremor, dusevna )
kroni¢na ) 10 do 15 dni
Zivega srebra nestabilnost

; ; parestezije, ataksija, okvare .
Organsko zivo srebro kroni¢na o 70 do 90 dni
sluha, govora in vida

Absorbcija elementarne oblike Zivega srebra (Hg®) v veéini poteka preko plju¢ (80%).

Omenjena oblika lahko prehaja preko posteljice in krvno-mozgansko pregrado ter
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povzrota nevrotoksi¢nost. Hg? se lahko s pomo&jo encima katalaze oksidira v Hg”'.
Absorbcija organskega Zivega srebra (MeHg") je zelo dobra in v veéini poteka preko
prebavil (95%). MeHg" prehaja preko posteljice in krvno-mozgansko pregrado ter
povzro&a nevrotoksi¢nost (5,10). Hg® in MeHg" po vstopu v CZS v mozganih inhibirata
metabolizem piruvata, laktat dehidrogenazo ter sintetazo mascobnih kislin in povzrocita
spremembe strukturnih proteinov ter encimskih sistemov. Pri tem pride do blokade
sinapti¢nih in Zivéno-misi¢nih signalov (9,11). Znacilnost toksi¢nosti MeHg" je njegova
konjugacija z GSH, pri ¢emer po cepitvi glutaminske Kisline in glicina nastane cisteinski
konjugat (Slika 2). Ta konjugat je lipofilen, analogna spojina metioninu (Slika 3), ki pa je
substrat za specificne prenasalce. Zaradi te lastnosti lahko prehaja v astrocite, interagira s
tiolnimi skupinami proteinov, poskoduje nevrone in celice (4). V primeru poskodbe celi¢ne
membrane lahko pride do vpliva na koncentracijo kalcija. MeHg" inhibira aktivnost Ca**
&rpalke, kar vodi v povedano koncentracijo Ca?* v citosolu in se odraZa v prepustnosti
membrane ter v motnjah nevrotransmitrskih signalov. Vpliva na funkcijo specifi¢nih
nevrotransmitrskih receptorjev, in sicer na nikotinske in muskarinske receptorje. Zelo
pomembna je konformacijska sprememba pri receptorjih GABA. MeHg" blokira
polimerizacijo tubulov v mikrotubulih in tako in vitro inhibira mitozo v glia celicah. Pri
tem lahko pride do porusitve citoskeleta v zivénih celicah. Znana je tudi povezava MeHg" s
koncentracijo Zn?* v odvisnosti od povisane koncentracije Ca®*. Mozno je, da MeHg" v
proteinih izpodrine Zn?*, kar lahko vpliva na delovanje in poskodbe mozganov. Visoke
koncentracije omenjene spojine povzro€ijo apoptozo in nekrozo. V proces apoptoze so
vkljuCene mikrotubularne motnje, sprememba prepustnosti membrane mitohondrijev,
izguba membranskega potenciala v mitohondrijih, nastanek reaktivnih kisikovih spojin
(ROS) in izérpavanje GSH (12).

HO OH
S\/\A
S N
g \H\o - 0
NH,
NH,

Slika 2: Cisteinski konjugat
Slika 3: Metionin




Magistrska naloga Anita Galjot

Absorbcija anorganskega Zivega srebra (Hg', Hg?") je slaba in poteka preko prebavil (7-
15%). Prehod preko posteljice in krvno-mozganske pregrade je zanemarljiv (5). Zaradi
kopicenja v ledvicah povzroda nefrotoksic¢nost. Prehod vanje je odvisen od vezave Hg** na
proteine in peptide na SH- skupine v krvi ter na albumin. Prehod v proksimalne tubule
poteka s pomoc¢jo dveh mehanizmov. Pri prvem mehanizmu je prehod mogo¢ s pomocjo y-
glutamil transpeptidaze in cisteinglikonaze. Transport preko bazolateralne membrane pa
poteka ob pomoci ionskih prenasalcev. V proksimalnih tubulih je okvara celic povezana z
motenim delovanjem mitohondrijev, katerih ena izmed nalog je inhibicija Zivega srebra.
Pri motenem delovanju mitohondrijev igra pomembno vlogo oksidativni stres. S tem pride
do motenj kontrole dihalne verige v ledvi¢nih celicah, Se posebej pri reabsorbciji (13).
Akumulacija Zivega srebra v lizosomih poveéa aktivnost kisle fosfataze, ki prav tako

povzroca toksi¢nost, saj povzro¢i poskodbo celic (11).

1.2.2. Oksidativni stres kot posledica izpostavljenosti Hg?* in MeHg" ter
antioksidantni obrambni sistem

Oksidativni stres nastane zaradi poruSenega ravnotezja med antioksidanti in prooksidanti,
pri ¢emer gre za patolosko stanje, ki se pojavi zaradi prekomerne tvorbe radikalov in
ostalih reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) ali nezadostnega antioksidantnega sistema
(14,15). ROS nastajajo pri Stevilnih encimskih in redoks reakcijah, kjer prihaja do prenosa
elektronov. Mehanizem nastanka ROS vkljucuje redoks cikel, interakcije z elektronsko
prenasalno verigo (to poteka v mitohondrijih, mikrosomih in kloroplastih) in
fotosenzibilizacijo. V redoks cikel so vkljuceni fenoli, kinoni, aromatske nitro spojine, azo
spojine, kovine in hidroksifumarati (na Sliki 4 oznaceno kot spojine*). V tem ciklu spojine
s pomocjo encima reduktaze od reduciranega kofaktorja (NADH, NADPH) sprejmejo
elektron (H"). Ob prisotnosti kisika pa nastanejo kisikovi radikali (16). ROS lahko
povzrocijo epigenetske in genotoksi¢ne poskodbe v celici, poSkodbe pa so intenzivnejse pri

nezadostnem antioksidantnem obrambnem mehanizmu (15).
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Slika 4: Pregled oksidativnega stresa (16)

DNK - deoksiribonukleinska kislina, OH - hidroksilni radikal, Fe?* - zelezov ion, H,O - voda, O, - kisik, H,0, - vodikov
peroksid, GPx - encim glutation preroksidaza, GSSG - glutation disulfid, GR - encim glutation reduktaza, GSH -
glutation, NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat.

Zivo srebro je zaradi tvorbe ROS eden izmed povzroéiteljev oksidativnega stresa. Znano
je, da je CZS zelo obéutljiv na oksidativni stres, saj nezadostna antioksidantna obramba
deluje v nasprotju s povedano presnovno aktivnostjo. Stevilne $tudije so pokazale, da lahko
toksi¢ni vpliv Zivega srebra zmanjSamo s pomocjo selenita (selenijev oksid)
antioksidanta vitamina E. Presezna koli¢ina ROS lahko nastane zaradi primarne poSkodbe
mitohondrijev ali zaradi aktivirane pozitivne zanke (metabolna aktivacija — tvorba ROS
zaradi elektronskega premika — disfunkcija mitohondrijev — nadaljnja tvorba ROS zaradi
premika elektronov elektronskega premika). Zivo srebro se namred veze z encimskimi
kompleksi v mitohondrijih, ki sodelujejo v dihalni verigi, in povzro¢i njihovo disfunkcijo
(12).

Antioksidanti obrambni sistem, ki sodeluje pri obrambi v primeru izpostavljenosti Hg* in
MeHg", je glutationski sistem. Glutation-redoksni sistem sestavljata encima glutation
peroksidaza (GSH-Px) in glutation reduktaza (GR) ter njun substrat, GSH. Encima
katalizirata redukcijo vodikovega peroksida in organskih peroksidov do vode, pri ¢emer
pride do oksidacije GSH, ki se pri tem pretvori v dimerno oksidirano obliko (GSSG). Sledi
regeneracija reducirane oblike GSH, ki jo katalizira glutation reduktaza. GR je posredno

povezan z odstranjevanjem ROS in igra pomembno vlogo pri regeneraciji GSH, s ¢imer
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zagotavlja nemoteno Kkataliticno delovanje GSH-Px (15). GSH je tripeptid, ki vsebuje
tiolno skupino in se v vecini nahaja v mitohondrijih, citosolu in v jedru. Sestavljen je iz
glutaminske Kkisline, cisteina in glicina (4,17). Ob izpostavitvi oksidativnemu stresu
nastajajo GSH konjugati ter GSSG (18). GSH konjugat nastane, ko elektrofilne
funkcionalne skupine kot so epoksidi, sulfonati, sulfidi ter radikali reagirajo s tiolno
skupino GSH. Omenjeni konjugat se nato lahko pretvori v merkapturno kislino (19). GSH
ima pomembno vlogo v Stevilnih celi¢nih procesih, vkljuéno s celi¢no diferenciacijo,
proliferacijo ter apoptozo v primeru motenj GSH homeostaze. Pomanjkanje in
neravnovesje GSH vpliva na dovzetnost za oksidativni stres in nastanek nekaterih bolezni

(rak, Parkinsonova bolezen, Alzheimerjeva bolezen) (18).

Visoke koncentracije MeHg" povzroéijo izérpavanje GSH in s tem se antioksidantna
obramba zmanjsa (20). Vezava Zivega srebra na SH-skupine GSH in cisteina torej znizuje
vsebnost GSH v astrocitih in zmanj$a prenos cisteina v nevrone. V kolikor ne pride do
prevzema cisteina iz astrocitov, se GSH ne more sintetizirati, kar pa poveca obcutljivost
nevronov na delovanje Zivega srebra in oksidativni stres. V razvojnem obdobju ploda Zivo
srebro zaradi vezave na SH-skupine zavira sintezo beljakovin ter polimerizacijo tubulov, ki
je pomembna za rast Zivénih vlaken in dendritov, ter povzroc¢a spremembe v mitohondrijih.
Poleg tega Zivo srebro poveca tvorbo vodikovega peroksida, kisikovih in drugih radikalov
ter sproza oksidativni stres. Oksidativni stres pa povzroca peroksidacijo lipidov ter
nukleotidnih baz, motnje v prepustnosti celicne membrane in homeostaze kalcija v celici,
prizadetost in celo apoptozo nekaterih celic in nevronov, moti pa tudi delovanje zivénih

prenasalcev ter povzro¢a motnje v delovanju imunskega sistema (21).

1.2.3. Vpliv ROS na nosecnice in razvoj ploda ter transport snovi preko placente
Nosecnost je fizioloSko stanje povisanega oksidativnega stresa, do katerega pride zaradi
povecane metabolne aktivnosti in zmanj$anega delovanja antioksidantov. Njegov obseg je
odvisen od tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti ter od u¢inkovitosti antioksidantnega sistema.
V nosec¢nosti ROS sodelujejo pri signalnih poteh Zenskega reproduktivnega cikla, saj so
pomembne v procesu folikulogeneze, zorenju oocita, pri delovanju rumenega telesca in

miometrija, v procesu embriogeneze, implantacije zarodka in tudi pri fetoplacentarnem
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razvoju. Motnje oksidativnega ravnotezja v nosecnosti lahko vodijo v nastanek motenj v
razvoju zarodka in kasneje ploda, saj prekomerni oksidativni stres povzro¢i oksidativno
okvaro bioloskih molekul (14). Pri nose¢nicah je zelo pomemben toksi¢en vpliv na plod,
saj je plod v primerjavi z odraslimi, zaradi nizke teze in ve¢je porabe hrane na kilogram
telesne teze, bistveno bolj ogrozen. Ugotovljeno je bilo, da je Zivo srebro eden izmed
vzrokov za pojav epilepsije ter avtizma, pri otrocih pa zmanjSuje tudi inteligenéni kvocient.
Zivo srebro se pri plodu kopi¢i v hipofizi, ki vpliva na Zleze z notranjim izlo¢anjem in
hipotalamus - kar pa pomeni vpliv na encimsko ter hormonsko delovanje in na prenos
glukoze (6).

Posteljica predstavlja povezavo med materjo ter plodom (22). Je veénamenski organ, ki
omogoca zaS€ito ploda, izmenjavo plinov v krvnem obtoku matere in ploda, odstranjuje
odpadne snovi in sodeluje pri sintezi hormonov (23). Preko posteljice snovi prehajajo s
pomocjo razli¢nih mehanizmov, in sicer s pomoc¢jo pasivne difuzije, aktivnega transporta
in pinocitoze (22). Hranilne snovi, ki so potrebne za razvoj ploda, prehajajo s pomo¢jo
aktivnega transporta. Te snovi so vitamini, aminokisline, kalcijevi in zelezovi ioni ter
sladkorji. Toksi¢ne spojine pa v veéini prehajajo enostavnejse, in sicer s pomo¢jo pasivne
difuzije. Koncentracija snovi, ki prehajajo s pasivno difuzijo, je zaradi dinamicnega
ravnovesja v ve€ini enaka pri materi in plodu. Prehod preko posteljice je odvisen od
fizikalno-kemijskih lastnosti spojin. Te lastnosti so molekulska masa, lipofilnost, topnost,
stopnja ionizacije ter vezava na beljakovine. Znano je, da razli¢ne oblike Zivega srebra
razli¢no prehajajo. MeHg" in Hg® preko posteljice prehajata lazje, medtem ko je prehod
Hg?" otezen in prehaja le takrat, ko je prisoten v visokih koncentracijah. MeHg" prehaja

preko posteljice kot cisteinski konjugat z aminokislinami (cistein, fenilalanin) (24).

Morfoloska struktura posteljice je zapletena, saj jo sestavlja ve¢ plasti celic. Omenjene
plasti se razlikujejo glede na obdobje nosecnosti. Posteljico tvorita dve pomembni plasti, in
sicer apikalna plast sinciciotrofoblastov in bazolateralna plast citotrofoblastov (Slika 5).
Plast sinciciotrofoblastov se nahaja na zunanjem delu in predstavlja stik z materjo. Medtem
ko se plast citotrofoblastov nahaja na notranjem delu posteljice in predstavlja stik s
plodovim krvnim obtokom. Toksini morajo torej uspesno preiti preko obeh plasti do
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plodovega endotelija kapilar. Prenasalci, ki sodelujejo pri tem prehodu, so P-gp, Mrp2 in
Bcrp na apikalnem ter Mrpl na bazolateralnem delu posteljice. Omenjeni prenasalci igrajo
pomembno vlogo pri zasciti ploda, saj omejujejo prehod Skodljivih snovi. (23) Bcrp je
rezistenten protein izoliran iz raka dojk, ki se zelo intenzivno izraza v posteljici. Studije so
dokazale povezavo med povecanjem izraZanja tega proteina in zmanjSanim prehodom
substratov preko posteljice do ploda. Berp torej otezuje prehod toksi¢nih snovi preko plasti
sinciciotrofoblastov in omogoc¢a obojesmerno ¢rpanje toksi¢nih snovi (v in iz posteljice)
(25). Mrp2 je protein, ki je povezan z rezistenco na ve¢ spojin tipa 2. Ima pomembno
vlogo pri preprecevanju prehoda konjugiranih metabolitov toksi¢nih snovi preko posteljice.
Ti konjugirani metaboliti so lipofilni konjugati - v povezavi z zivim srebrom je to
cisteinski konjugat (26). P-gp je P-glikoprotein, katerega intenzivno izraZanje v posteljici
je bilo dokazano na ravni mRNA in proteinov. Ima pomembno vlogo pri zaséiti ploda, saj
ima zmoznost ¢rpanja toksi¢nih snovi iz plasti sinciciotrofoblastov nazaj v materin krvni
obtok (27). Mrpl je protein, ki je povezan z rezistenco na ve¢ spojin tipa 1. Njegova
glavna naloga je omejiti transport organskih kationov (v nasem primeru MeHg" in Hg”") v
zarodkov Kkrvni obtok (23).

Ofilje matere /Pt} A
N

. sinciciotrofoblasti

Citotrofoblasti

kapilara ploda

Slika 5: Zgradba posteljice (23)

Bcrp je rezistenten protein izoliran iz raka dojk, P-gp je P-glikoprotein, Mrpl je protein, ki je povezan z rezistenco na veé

spojin tipa 1, Mrp2 je protein, ki je povezan z rezistenco na ve¢ spojin tipa 2.

1.3. Glutation S-transferaza

Glutation S-transferaze so druzina encimov, ki predstavljajo endogeni del obrambnega

mehanizma proti reaktivnim kisikovim zvrstem. Katalizirajo reakcijo konjugacije toksi¢nih
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spojin z GSH. Nahajajo se v citosolu in mikrosomalni ter mitohondrijski celi¢ni frakciji.
testisih, nadledvi¢ni Zlezi in plju¢ih. GST v citosolu so dimeri, ki so obicajno sestavljeni iz
identi¢nih podenot (Mr 23-29 kDa).Vsaka podenota vsebuje od 199 do 244 aminokislin.
GST v mitohondriju so ravno tako dimeri, vsaka podenota pa vsebuje 226 aminokislin.
Mikrosomalne GST se od omenjenih razlikujejo v sposobnosti tvorbe agregatov. Za
poimenovanje encimov so morali Stevilne podenote klonirati in jim dolociti sekvenco.
Vsakemu encimu so dodelili dvomestno $tevilko. V kolikor je encim homodimer iz
podenot 1 in 2, so ga poimenovali 1-1 in 2-2. Ce pa je encim heterodimer, so ga

poimenovali 1-2. Heterodimeri ter homodimeri se razlikujejo v nacinu cepitve vezi (28).

Omenjena druZina encimov poveca ionizacijo tiolne skupine GSH, s ¢imer se poveca
nukleofilnost, kar omogoca konjugacijo s potencialno Skodljivimi elektrofili. Na ta nacin
pride do zascite nukleofilnih centrov proteinov ter nukleinskih kislin v celicah (29).
Substrati za konjugacijo z GSH so mnozica elektrofilnih spojin in spojin, ki se lahko
biotransformirajo v elektrofilno obliko. Pri reakciji konjugacije z GSH gre za nukleofilni
napad glutation-tiolatnega aniona (GS-) na elektrofilni atom ogljika. Substrate, ki so
vkljuceni v konjugacijo z GSH, torej lahko razdelimo v dve skupini. V prvi skupini so
spojine, ki so elektrofili, v drugi pa tiste spojine, ki se lahko metabolizirajo v elektrofilne
spojine. V drugo skupino spadajo reaktivni intermediati, ki nastanejo med konjugacijo, in
sicer epoksidi, dusikovi ter ogljikovi ioni ter prosti radikali. Reakcija konjugacije lahko
poteka na dva nacina, in sicer z reakcijo nukleofilne substitucije ter adicije. Pri substituciji
GSH zamenja elektron privlaéno skupino ter povzroci premik elektronov, pri adiciji pa se
GSH veze v napet obro¢ in razcepi dvojno vez. Do substitucije pride, ko substrati
vsebujejo elektron privla¢no skupino, ki je vezana na ogljikov atom v benzenskem obrocu
(28,30). Po konjugaciji se nato elektrofilne spojine izlo¢ijo. Reakcija konjugacije je
reakcija razstrupljanja (29).

Ta druzina encimov ima v organizmu Se vrsto drugih funkcij, in sicer razgradnjo
aromatskih aminokislin, sintezo steroidnih hormonov in modulacijo signalnih poti. GSH je

tudi kofaktor za GSH-Px, ki ima pomembno vlogo pri zas¢iti celic pred peroksidacijo
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lipidov in hemoglobina. Zas¢itni mehanizem pred toksi¢nimi spojinami je pogosto povezan

s prekomerno ekspresijo gena za skupino encimov glutation transferaz (28).

1.3.1. GSTM1linGSTT1
Encim GST spada v multigensko druzino izoencimov (31). Poznamo osem druzin GST, in
sicer a (A), p (M), © (P), wi (0), © (T), ¢ (Z), o (S), ¥ (K). Encim obstaja v homodimerni in
heterodimerni obliki, kar mu daje moznost reakcije z razlicnimi substrati. GST je encim, ki
je vezan na membrano in je v visokih koli¢inah prisoten v ledvicah (4). Glede nato, da
mikrosomalna glutationska transferaza ne ustreza tem osmim razredom, je moc¢ sklepati, da
se je sintetizirala neodvisno. Poznamo jih Sest, razdelimo pa jih v tri skupine. Med seboj se
razlikujejo v sposobnosti tvorbe agregatov. Konjugacijo spojin z GSH katalizirajo encimi
vseh osmih razredov, razlika med njimi je v specifiénih substratih. Ti substrati pa
najveckrat sprozijo delovanje GST (vodikov peroksid, reaktivne kisikove spojine). Pri tem
se poveca izrazanje mRNA, ki kodira podenoto GST (28). Aktivacija gena GST je
regulirana s transkripcijskim faktorjem Nrf2 (angl. nuclear factor erythroid 2 p45-rerated
factor 2). Nrf2 je protein, ki se veze na promotorsko regijo ARE gena GST in se aktivira z

nastankom presezne koli¢ine ROS v celicah (32).

Pri ¢loveku se izrazajo encimi vseh razredov, opisana pa bosta le dva, ki sta predmet

magistrske naloge, in sicer encima razreda M in T, GSTM1 in GSTT1.

Pri ljudeh se izraza pet podenot, ki spadajo v razred M, in sicer GSTM1 - GSTM5. Geni
GSTM so dolgi 100 kb in se nahajajo na 1. kromosomu na mestu p13.3. Geni GSTM1,
GSTM3 in GSTM4 so zelo polimorfni. Alelni razli¢ici GSTM1*A in GSTM1*B se
razlikujeta le za eno aminokislino. GSTM1*A ima na koncu 173 lizin, medtem ko ima
GSTM1*B asparagin in deluje kislo. Poleg alelnih razli¢ic se pojavljata tudi delecija (*0)
in duplikacija alela (*1x2). V genu GSTM1 poznamo homologno in heterologno delecijo.
Gen GSTM1 se nahaja med GSTM2 in GSTM5. V kolikor je prisotna homozigotna delecija,
pride do izrezovanja gena GSTM1 (Slika 6) in encim GSTM1 popolnoma izgubi aktivnost.
V kolikor pa je prisotna heterozigotna delecija, ima encim GSTM1 manjso aktivnost (28,

33). GSTMI je homodimerni encim, v ve€ini se nahaja v citoplazmi jetrnih celic in je
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sestavljen iz 218 aminokislin. Glavna substrata za GSTMI sta nitrozourea ter uc¢inkovine,

ki se uporabljajo za zdravljenje rakovih obolenj (31,34).

GSTM4  GSTM2 GSTM! GSTM5  GSTM3
4 \
~ 4 L ~
,’ <3 /’ II \\ \\\ \\\
e i' \ E: \\\
--\_“:: ~~~~~~~~~~~ : ”””” I
~~~~~~~~~~~~~~~~~
homozigotna delecija GSTM T Mli"»-“iii

Slika 6: Homozigotna delecija GSTM1

GSTML1 je gen, ki nosi zapis za encim glutation S-transferaza mul. GSTM2 je gen, ki nosi zapis za encim glutation S-
transferaza mu2. GSTM3 je gen, ki nosi zapis za encim glutation S-transferaza mu3. GSTM4 je gen, ki nosi zapis za
encim glutation S-transferaza mu4. GSTMS5 je gen, ki nosi zapis za encim glutation S-transferaza mu5.

Izrazata se tudi dve podenoti razreda T, in sicer GSTT1 in GSTT2. Geni se nahajajo na 22.
kromosomu na mestu gq11.23. Gen GSTT1 je ravno tako polimorfen. Obstajata 2 alelni
razli¢ici GSTT1*A in GSTT1*B, pri ¢emer je priSlo do nukleotidne substitucije 310A>C.
GSTT1*A in GSTT1*B se razlikujeta le za eno aminokislino, in sicer GSTT1*A ima na 104.
mestu aminokislinski ostanek treonina, medtem ko ima GSTT1*B aminokislinski ostanek
prolina. Omenjena zamenjava aminokisline ima velik vpliv na aktivnost encima, saj prolin
moti pravilno zvitje proteina. V Studiji je bilo dokazano, da je aktivnost encima GSTTI pri
tistih posameznikih, ki imajo alelno razli¢ico GSTT1*A, dvakrat vi§ja od tistih, ki imajo
alelno razli¢ico GSTT1*B (35). Poleg alelnih razli¢ic se pojavljata tudi delecija (*0) in
duplikacija alela (*1x2). V genu GSTT1 poznamo homologno in heterologno delecijo. Gen
GSTT1 se nahaja med HA3 in HAS. V kolikor je prisotna homozigotna delecija, pride do
izrezovanja gena GSTT1 (Slika 7) in encim GSTT1 popolnoma izgubi aktivnost. V kolikor
pa je prisotna heterozigotna delecija, ima encim GSTT1 manjSo aktivnost (28,33). Neka
pilotna Studija je porocala o povezavi med polimorfizmi gena GSTT1 in poveCanjem
oznacevalcev peroksidacije lipidov ter pojavom vnetja pri kadilcih v povezavi z boleznimi
srca in ozilja (36). GSTTL1 je homodimerni encim, nahaja se v citoplazmi in je sestavljen iz

240 aminokislin. GSTT1 lahko presnavlja manjse organske molekule (31,37).
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Slika 7: Homozigotna delecija GSTT1

GSTT1 je gen, ki nosi zapis za encim glutation S-transferaza thetal. GSTT2 je gen, ki nosi zapis za encim glutation S-

transferaza theta2. HA3 in HAS sta gena, ki nosita zapis za protein hemaglutinin.

1.3.2. Genski polimorfizmi povezani s presnovo Hg** in MeHg*

V literaturi je predstavljeno, da so nekateri genski polimorfizmi antioksidantnih encimov
povezani s presnovo zivega srebra (Preglednica Il). Polimorfizmi vplivajo na shranjevanje
in presnovo zivega srebra, kar lahko spremeni koncentracijo prisotne toksi¢ne spojine vV
telesu. Polimorfizmov, povezanih z geni GST, ki kodirajo sintezo encimov GST, je veliko.
Kot primer lahko navedem polimorfizem GST razreda P (GSTP1), ki ima v podatkovni
bazi NCBI znanih 158 SNP. Znana je povezava med polimorfizmom GST razreda P
(GSTP1, rs1138272) in vi§jimi vsebnostmi Zzivega srebra Vv eritrocitih. Pri tem
polimorfizmu gre za zamenjavo nukleotida C>T, kar pomeni, da se aminokislina alanin na
114. mestu zamenja z valinom. Genski modifikator podenote glutamil-cistein ligaze
(GCLM) dokazuje polimorfizem promotorja (rs41303970), kar vpliva na sintezo GSH. Pri
tem polimorfizmu gre na mestu 588 za zamenjavo nukleotida C>T. Znano je, da imajo
nosilci alela T vi§jo raven vsebnosti Zivega srebra v primerjavi s tistimi, ki so nosilci alela
C (38).

V literaturi pogosto omenjeni polimorfizmi, povezani z genoma GSTM in GSTT so delecija
v genu GSTML1 in nukleotidna zamenjava GSTM3-224 (G>A) ter delecija v genu GSTT1.
Homozigotna delecija v genih GSTM1 in GSTT1 - genotip *0 povzroc¢i izgubo aktivne
oblike encima. Heterozigotna delecija v genih GSTM1 in GSTT1 pa povzro¢i zmanjsano
aktivnost encima. Obe omenjeni deleciji pa vplivata na zmanjsano konjugacijo toksi¢nih

snovi. Omenjeno rezultira v pocasnejSem izloCanju Zivega srebra. V kolikor je konjugacija
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zmanj$ana, so VvV organizmu prisotne visje koncentracije toksi¢nih snovi, kar ima

citotoksi¢ne posledice (39,40).

Preglednica II: Genski polimorfizmi antioksidantnih encimov povezani s presnovo Zivega

srebra (38)
GEN ALELI SNP FUNKCIJA
GSTP1 A>SG 105 lle>Val 105 Val | kataliti¢na aktivnost
GSTP1 C>T 114 Ala>Val 114 Val | kataliti¢na aktivnost
GCLM C>T 5" konec T | aktivnost promotorja
SEPP1 C>T 234 Ala>Thr Thr | 60kDa
SEPP1 C>T 3'UTR C | izrazanje
GSTT1 +>- delecija | kataliti¢na aktivnost
GPX1 C>T 200 Pro>Leu 200 Leu | aktivnost
GPX4 C>T 3'UTR T | izrazanje
GCLC G>A 5" konec A | aktivnost promotorja
GSTM1 +>- delecija | kataliticna aktivnost
GSTM3 G>T S'UTR /
GGT1 T>C intron /
GCLC G>A 5" konec A | aktivnost promotorja
GSTM3 G>A 224 Val>lle 224 Val | kataliticna aktivnost
GSS C>G 5" konec /
GSR G>T 5" konec /
GSR T>A intron /

3'UTR - neprevedena regija na 3 'koncu, 5’'UTR - neprevedena regija na 5’koncu, A - adenin, Ala - alanin, C - citozin, G
- gvanin, lle - izolevcin, kDa - enota za maso proteinov (kilo daltonov), Leu - levcin, Pro - prolin, T - timin, Val - valin,
Thr - treonin, SEPP1 - gen, ki nosi zapis za selenoprotein 1, GCLC - gen, ki nosi zapis za encim glutamat-cistein ligaza,
GCLM
glutamiltransferaza 1, GPX1 - gen, ki nosi zapis za encim glutation preroksidaza 1, GPX4 - gen, ki nosi zapis za encim

- genski modifikator podenote glutamil-cistein ligaze, GGT1 - gen, ki nosi zapis za encim gama-

glutation preroksidaza 4, GSS - gen, ki nosi zapis za encim glutation sintetaza, GSTM1 - gen, ki nosi zapis za encim

glutation S-transferaza mul, GSTM3 - gen, ki nosi zapis za encim glutation S-transferaza mu3, GSTT1 gen, ki nosi zapis
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za encim glutation S-transferaza thetal, GSTP1- gen, ki nosi zapis za encim glutation S-transferaza pil, GSR - gen, ki

nosi zapis za encim glutation reduktaza.

Na presnovo zivega srebra poleg polimorfizmov genov GST vplivajo tudi polimorfizmi
genov MT. Ti geni kodirajo metalotionein, ki spada v skupino manjsih proteinov, ki vezejo
cistein in toksi¢ne snovi - zivo srebro. Polimorfizmi MT se nahajajo na regiji, ki je
pomembna za regulacijo transkripcije. Pri ¢loveku je znano izraZanje 4 oblik teh proteinov
in sicer MT1, MT2, MT3 in MT4. V literaturi so navedeni Stevilni genotipi, in sicer MT2A
(G>C), MT1M (T>C in G>A), MT1G (G>T), MT1E (G>T) in MTF1 (G>A in T>C) (41).
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2. Namen dela
Zivo srebro in njegove spojine, $e posebej metil-Zivo srebro, imajo nevrotoksi¢en vpliv na
¢loveski organizem. Novorojencki so lahko ze prenatalno izpostavljeni zivemu srebru in
metiliranemu Zivemu srebru ter je njihov toksicen vpliv zaradi prehoda preko posteljice in
nato Se preko Krvno-mozgansko pregrade Se posebej nevaren. Metabolizem omenjenih
spojin poteka s pomoc¢jo encimov glutationskega in tioredoksinskega sistema. V magistrski
nalogi se bomo osredotocili na encime glutationskega sistema in mozne delecije, ki bi

lahko vplivali na metabolizem Zivega srebra in njegovih derivatov.

Namen magistrskega dela je raziskati vpliv delecij v genih GSTM1 in GSTT1 na
koncentracije Hg”* in MeHg" v krvi matere, popkovni¢ni krvi ploda in urinu otroka.
Raziskali bomo tudi povezanost z morebitno nevrotoksi¢nostjo pri otrocih v 18. mesecu

starosti.

Genske delecije bomo analizirali s pomocjo tripleksne metode z verizno reakcijo s
polimerazo ter z agarozno gelsko elektroforezo. Rezultati bodo statisti¢cno ovrednoteni s

pomocjo programa SPSS.

Hipoteza:
Obstaja vzrocno-posledi¢na povezava med delecijama v genih GSTM1 ter GSTT1 in
nevrotoksi¢nostjo pri novorojenckih, ki so bili prenatalno izpostavljeni Zivemu srebru in

metiliranemu zivemu srebru.
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3. Materiali in metode

3.1. Preiskovanci
Preiskovana populacija, ki smo jo vkljucili v raziskovanje, so nosecnice in otroci iz
Hrvaske ter otroci iz Slovenije. Stevilo noseénic iz Hrvaske je bilo 212, otrok pa 165.
Stevilo otrok iz Slovenije pa je bilo 405. Skupaj je bilo torej 212 vzorcev noseénic ter 575
vzorcev otrok. Nosecnicam so na kontrolnih pregledih odvzeli vzorec periferne venske krvi
v Klinickem bolni¢kem centru Klinike za ginekologijo in porodnistvo v Reki ter jih do
nadaljnjih analiz hranili pri temperaturi -20°C. Ob porodu so odvzeli vzorec popkovni¢ne
krvi ter tkivne vzorce popkovine in jih do nadaljnjih analiz hranili pri temperaturi -20°C.
Od preiskovank so pridobili tudi podatke o starosti ter koli¢ini zauzitith rib. Vse
preiskovanke so pred pri¢etkom Studije podale soglasje o vkljucitvi svojih vzorcev v

$tudijo. Studija je bila odobrena s strani eti¢ne komisije obeh vkljugenih drzav.

3.2. VVzorci

3.2.1. Dolocanje vsebnosti Zivega srebra in metil-Zivega srebra
Shranjeni vzorci so bili transportirani na Institut Jozef Stefan, kjer so jim dologili vsebnost

Hg* in MeHg".

Koncentracijo Zivega srebra v krvi matere, v urinu otroka ter v popkovnicni krvi so dolo¢ili
s pomo¢jo atomske absorbcijske spektroskopije (AAS) na Odseku za okoljske znanosti,
Institut Jozef Stefan. Metoda temelji na merjenju absorbirane svetlobe, s specifi¢no
valovno dolzino, ki jo absorbira element v atomskem stanju. Pred detekcijo je potrebno
vzorec upariti ter ga atomizirati. VVse meritve so bile izmerjene na analizatorju Direct

Mercury Analyzer (Milestone Srl, Italija).

Koncentracija MeHg" v popkovniéni krvi ter venski krvi noseénic so dolo¢ili s pomocjo
estrakcije, etilacije, locitve s plinsko kromatografijo ter detekcije z atomsko fluorescen¢no
spektroskopijo hladnih par. VVse meritve so bile izmerjene na analizatorju CV-AFS Brooks
Rand Labs (Model 1), ZDA.
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3.2.2. lzolacija nukleinskih kislin
Genomska DNK je bila pri nosecnicah izolirana iz levkocitov periferne venske krvi s
kompletom High Pure PCR Template Preperation Kit proizvajalca Roche. Genomska DNK
novorojenckov je bila izolirana iz popkovni¢nega tkiva s kompletom QIAamp DNA Mini

Kit proizvajalca QIAGEN, ZDA.

3.3. Delecije v genih GSTM1in GSTT1

3.3.1. Tripleksna verizna reakcija s polimerazo

3.3.1.1. Princip
Tripleksna verizna reakcija s polimerazo je metoda, ki temelji na in vitro pomnoZevanju
treh specificnih odsekov DNK. Za potek reakcije so potrebni matriéna DNK, 3 pari
zagetnih oligonukleotidov, pufer, magnezijevi ioni (Mg®"), deoksinukleotid trifosfati
(dATP, dTTP, dGTP, dCTP) in termostabilna DNK polimeraza. Najpogosteje uporabljena
termostabilna DNK polimeraza je Tag polimeraza, ki je izolirana iz termofilnega
organizma Thermus aquaticus. Taq polimeraza ima optimalno aktivnost pri 72°C, kratek
Cas pa je obstojna tudi pri 95°C. Reakcijo sestavljajo tri stopnje, in sicer denaturacija,
prileganje zacetnih oligonukleotidov in cikli¢cno pomnozevanje ter podaljSevanje verige. Z
omenjeno reakcijo smo istocasno pomnozevali 3 specificne odseke DNK (gen GPX1, gen

GSTM1 in gen GSTT1) s 3 pari oligonukleotidnih zac¢etnikov, kar prikazuje Preglednica Ill.

3.3.1.2. Reagenti

raztopina MgCl; (1,5mL; 25mM, Applied Biosystem, Roche, ZDA)

e pufer (10X PCR Gold Buffer MgCl,; 1,5mL; 25mm; Applied
Biosystem, Roche, ZDA); sestava: 500mM KCI, 150mM Tris-HCI;
pH 8,0 (pri sobni temperaturi)

e DNK polimeraza AmpliTaq Gold™, 5U/uL (Applied Biosystem,
Roche, ZDA)

e Deoksiribonukleozid trifosfat, 2mM (10uL posamezne raztopine

dATP, dGTP, dTTP, dCTP koncentracije 100mM razredcene z

460uL ultra Ciste vode)
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e avtoklavirana ultra ¢ista voda (pripravljena z aparatom LabWater
Purelab Classic UF, Elga, Velika Britanija)
vzorec DNK (delovna raztopina iz izolata)

Preglednica Ill: Zacetni oligonukleotidi

Zacletni oligonukletid Koncentracija Zaporedje
istosmerni zacetni
) _ 5mM 5'- AGCCCAACTTCATGCTCTTC -3
oligonukleotid GPX1-F
obratnosmerni zacetni
_ ) 5mM 5- AGATGTGAGGACCAGTAAGG -3
oligonukleotid GPX1-R
istosmerni zacetni
_ ) 5mM 5-GCTTCACGTGTTATGGAGGTT - 3"
oligonukleotid GSTM1-F
obratnosmerni zacetni
) 5mM 5’- CGGGAGATGAAGTCCTTCAGA -3
nukleotid GSTM1-R
istosmerni zacetni
_ ) 5mM 5'- ATGTGACCCTGCAGTTGC - 3’
oligonukleotid GSTT1-F
obratnosmerni zacetni
5mM 5'- AGATGTGAGGACCAGTAAGG- 3’

oligonukleotid GSTT1-R

3.3.1.3. Oprema in aparature

o laboratorijska halja (Deloza, Slovenija)

o lateksne laboratorijske rokavice brez pudra (Kimtech, ZDA)

¢ nitrilne laboratorijske rokavice brez pudra (Kimtech, ZDA)

e Skatlice za avtoklavirane nastavke za pipete

o avtoklavirani nastavki za pipete brez filtra (10uL; 200 puL; 1mL;
Sarstadt, Nemcija)

o avtoklav (Steriltechnik AG, Nemcija)

e avtoklavirane plasti¢ne epice s pokrovékom (0,5mL in 1,5 mL;
Sarstadt, Nemcija)

e delovna komora za PCR (Biosan DNA/RNA UV-Cleaner, Latvija)
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e polavtomatske pipete (0,1-2,5uL; 2-20uL; 20-200uL; 100-1000uL;
Eppendorf, Nemcija)

e plasti¢ni vsebniki s cevko, napolnjeni z etanolom in natrijevim
hipokloritom,

e krpice (Paloma, Slovenija)

e stojala

¢ Flomaster (Staedtler permanent, Nemcija)

e centrifuga (Cambi Spin FVL-2400N, Biosan, Latvija)

e centrifuga (Centric 322A, Tehtnica, Slovenija)

e PCR aparat (PeQlab, Nemcija)

3.3.1.4. Postopek dela
Pri verizni reakcije s polimerazo je potrebno paziti na morebitne kontaminacije reakcijske
zmesi s tujo DNK. Kontaminacija je odvisna od nacina dela in okolja, v katerem reakcijske
zmesi pripravljamo. Ves ¢as dela smo uporabljali lateksne rokavice in jih pogosto
menjavali. V izogib kontaminacijam smo reakcijsko zmes pripravljali v delovni PCR
komori v atmosferi s filtriranim zrakom. Pred pricetkom dela smo notranjost komore
najprej ocistili z 10% etanolom, nato pa Se s 3% raztopino natrijevega hipoklorita. Na enak
nac¢in smo ocistili ves ostali pribor ter ga izpostavili e UV-sevanju za 30 minut. Pripravili
smo 30-60 kratno koli¢ino reakcijske zmesi po navodilih v Preglednici 1V. V vsako epico
smo odpipetirali 19uL reakcijske zmesi in 1uL vzorca DNK. Pripravili smo tudi negativno
kontrolo (slepa vzorca), ki smo ji namesto vzorca DNK, dodali 1uL avtoklavirane ultra
Ciste vode. Negativna kontrola sluzi dokazovanju odsotnosti kontaminacije s tujo DNK.
Koli¢ino posameznih reagentov in vzorca za PCR reakcijo enega vzorca prikazuje
Preglednica 1V. Vsako epico smo dobro zaprli, jo premesali na vorteksu ter centrifugirali.
Po centrifugiranju smo epice pazljivo prenesli v PCR aparat PeQlab, na katerem smo

nastavili optimiziran program (TRIPLEX-1) - glej spodnjo Preglednico V.
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Preglednica IV: Reagenti za tripleksno PCR reakcijo

REAGENT KOLICINA REAGENTA (uL)

Raztopina MgCl, (25mM) 2

dNTP (2mM) 4

Pufer 10x 2
Istosmerni zacetni oligonukleotid GPX1-F 15
Obratnosmerni zacetni oligonukleotid GPX1-R 15
Istosmerni zacetni oligonukleotid GSTM1-F 15
Obratnosmerni zacetni oligonukleotid GSTM1-R 15
Istosmerni zacetni oligonukleotid GSTT1-F 15
Obratnosmerni zacetni oligonukleotid GSTT1-R 15
Avtoklavirana ultra ¢ista voda 1,7
Taq polimeraza 0,3

Vzorec DNK 1

Konc¢ni volumen 20

DNK - deoksiribonukleinska kislina, dNTP - deoksiribonukleotidtrifosfat

Preglednica V: Pogoji tripleksne PCR reakcije

Stopnja reakcije Temperatura Cas
Segrevanje 95°C 10 min
Denaturacija 95°C 1 min
Prileganje 61°C 1 min 40x
PodaljSanje 72°C 1 min
Konéno podaljsanje 72°C 8 min
Ohlajanje 8°C ©

V zgoraj omenjeni tripleksni PCR reakciji smo pomnozevali odseke genov GSTM1, GSTT1
in GPX1. GPX1 predstavlja interno pozitivno kontrolo. V primeru, da se GPX1 ni

pomnozil, smo reakcijo obravnavali kot neuspesno in potrebno jo je bilo ponoviti. Za
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uspesnost reakcije je bilo potrebno izbrati ustrezna zaporedja zacetnih oligonukleotidov.

Njihove lastnosti so prikazane v spodnji Preglednici VI.

Preglednica V1. Lastnosti oligonukleotidnih zacetnikov

Oligonukleotidni zacetnik Dolzina (bp) Delez GC (%)
GSTM1-F (5'- GCTTCACGTGTTATGGAGGTT -3°) 21 bp 48%
GSTM1-R (5'- CGGGAGATGAAGTCCTTCAGA -3") 21 bp 52%
GSTT1-F (5- ATGTGACCCTGCAGTTGC - 3") 18 bp 55%
GSTT1-R (5'- AGATGTGAGGACCAGTAAGG- 3") 20 bp 50%
GPX1-F (5'- AGCCCAACTTCATGCTCTTC - 3") 20 bp 50%
GPX1-R (5'- AGATGTGAGGACCAGTAAGG - 3" 20 bp 50%

S temi zacetnimi oligonukleotidi smo pomnozevali odseke genov GPX1 (dolzine 400 bp),
GSTM1 (dolzine 154 bp) (Slika 8) ter GSTT1 (dolzine 69 bp) (Slika 9). Uspesnost
tripleksne PCR reakcije in prisotnost delecij smo preverjali z agarozno gelsko

elektroforezo, ki je opisana v naslednjem poglavju.

GCTTCACGTGTTATGGAGGTTCCAGCCCACATATTCTTGGCCTTICTGCAGATCACTTTTGTAGAT
TTTCTCGTCTATGATGTCCTTGACCTCCACCGTATATTTGAGCCC
AAGTGCTTGGACGCCTTCCCAAATCTGAAGGACTTCATCTCCCG

Slika 8: Odsek gena GSTML1, ki se pomnozuje v reakciji PCR

ATGTGACCCTGCAGTTGCTCGAGGACAAGTTCCTCCAGAACAAGGCCTTCCTTACTGGTCCTCA
CATCT

Slika 9: Odsek gena GSTT1, ki se pomnozuje v reakciji PCR

3.3.2. Agarozna elektroforeza

3.3.2.1. Princip
Elektroforeza je separacijska metoda, ki temelji na potovanju nabitih delcev v elektricnem

polju. Nabiti delci potujejo proti elektrodi z nasprotnim nabojem. Uporabljali smo
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elektroforezo na agarozem gelu, ki nam omogoca lo¢evanje molekul DNK na osnovi

velikosti in je enostaven za uporabo (42) .

3.3.2.2. Reagenti

agaroza (Agarose Sigma Adrich, ZDA)

pufer IXTAE (0,098 M Tris-HCI; 0,089 M boriva kislina;0,002 M
EDTA)

ultra Cista voda (pripravljena z aparatom LabWater Purelab Classic
UF, Elga, Velika Britanija)

SYBR Safe (Invitrogen, ZDA)

nanasalni pufer (0,35% glicerola, 0,0023% ksilencianola)
oznacevalec velikosti DNK (fragmanti: 50 bp, 150 bp, 300 bp, 500
bp, 750 bp in 1000 bp; PCR Markers G316A, ZDA)

3.3.2.3. Oprema in aparature

laboratorijska halja (Deloza, Slovenija)

lateksne laboratorijske rokavice brez pudra (Kimtech, ZDA)
nitrilne laboratorijske rokavice brez pudra (Kimtech, ZDA)
Skatlice za avtoklavirane nastavke za pipete

avtoklavirani nastavki za pipete brez filtra (10uL; 200uL, Sarstadt,
Nemcija)

avtoklav (Steriltechnik AG, Nemcija)

polavtomatske pipete (2-20uL; 20-200uL; Eppendorf, Nemcija)
plasti¢ni vsebniki s cevko, napolnjeni z destilirano vodo

krpice (Paloma, Slovenija)

erlenmajerica (250mL; Duran, Nemcija)

plasti¢na Zlica,

elektronska tehtnica (Kern EW 620-3NM, Nemcija)

merilni valj (100mL; Duran, Nemcija)

urno steklo

mikrovalovna pecica (OptiQuick,Nemcija)
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e prijemalka za vroco steklovino

o kapalka

e nosilec za gel

e glavnicki

e digestorij (Waldner Electronics FAZ1, Nemcija)

e parafilm (Sealing Film 100mm x 75mm, ZDA)

e kadicka za elektroforezo (BIO-RAD WIDE MINI-SUB CELL GT,
ZDA)

e vir napetosti (BIO-RAD PowerPac Basic, ZDA)

e racunalnik s programsko opremo (HP, GeneSnap in GeneTools)

e G-komora za slikanje gelov (G:Box, Velika Britanija)

3.3.2.4. Postopek dela
Agarozno elektroforezo smo izvajali na 2% agaroznem gelu. Za pripravo gela smo
natehtali 1,5g agaroze, dodali 75mL 1XTAE pufra ter vsebino segrevali toliko Casa, da je
postala bistra in tekoca raztopina (1-2 min). V rahlo ohlajeno raztopino agaroze smo
odpipetirali 6uL barvila SYBR Safe, jo premesali ter ulili v pripravljen nosilec z glavnicki.
V raztopini smo zaradi potencialne interference pri potovanju nabitih delcev odstranili
morebitne mehurcke, ki so nastali med ulivanjem v nosilec. Gel smo zas¢itili pred svetlobo
ter ga pustili strjevati priblizno 30 minut. V nadaljevanju smo za vsak vzorec na parafilm
nanesli 4uL nanasalnega pufra, ki vsebuje glicerol ter ksilencianol. Glicerol poveca gostoto
in omogoca lazje usedanje vzorcev in PCR markerja v Zepke gela. Ksilencianol pa obarva
vzorce in omogoca prikaz hitrosti potovanja DNK fragmentov. Na parafilm, kamor smo
predhodno nanesli nanasalni pufer, smo nato dodali 4uL PCR markerja, vzorce ter slepi
vzorec. Vsak vzorec, marker ter slepi vzorec smo s pipeto posebej dobro premesali ter
nanesli v posamezen zepek na gelu. Elektroforeza je potekala 25 minut pri napetosti 90V.
Po koncani elektroforezi smo gel previdno prenesli v G:Box komoro ter ga slikali.

Posnetek smo s pomo¢jo racunalniSkega programa shranili ter oznacili lokacijo lis.

Detekcija je bila mogoc¢a zaradi uporabe fluorescentnega barvila SYBR Safe, ki se vrine

(interkalira) v dvo-verizno DNK. Interkalirane molekule DNK fluorescirajo moc¢neje kot
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proste molekule barvila. Pri rokovanju s tem barvilom moramo biti posebej pazljivi, saj je
mutagen in karcinogen. Pri delu moramo zato uporabljati posebne zas¢itne nitrilne

rokavice.

3.4. Statisticne metode
Rezultate smo statisti¢no analizirali in ovrednotili s pomoc¢jo statisticnega programa SPSS
Statistics 20. V analizi smo uporabili parametricne (ANOVA, ANCOVA) ter
neparametri¢ne teste (Kruskal-Wallis test). Uporaba ustreznih testov je bila odvisna od

normalnosti porazdelitve spremenljivk.

S pomocjo Kolmogorov-Smirnovega testa smo testirali normalnost porazdelitve
spremenljivk. V primeru, ko so p-vrednosti vecje od 0,05, se spremenljivke porazdeljujejo
normalno. V kolikor pa so p-vrednosti manjse od 0,05, spremenljivke najprej
logaritmiramo, nato pa te logaritmirane vrednosti ponovno testiramo. Ce so p-vrednosti teh
logaritmiranih vrednosti ve¢je od 0,05, se te spremenljivke porazdeljujejo normalno in pri
nadaljnjih analizah uporabljamo logaritmirane vrednosti. V kolikor pa so p-vrednosti se
vedno manjSa od 0,05, se spremenljivke porazdeljujejo nenormalno in v nadaljnjih

analizah uporabljamo nelogaritmirane vrednosti.

S testom ANOVA smo testirali povezanost spremenljivk, ki se porazdeljujejo normalno. S
pomocjo testa ANCOVA smo testirali povezanost spremenljivk, ki se porazdeljujejo
normalno z upostevanjem kovariat. Vrednosti p<0,05 so pomenile statisticno znacilne

razlike, medtem ko so vrednosti p>0,05 pomenile odsotnost statisti¢éno znacilne razlike.

Spremenljivke, ki se porazdeljujejo nenormalno, smo testirali s pomocjo Kruskal-
Wallisovega testa. Preverjali smo povezanost delecij v genih GSTM1 ter GSTT1 in izbranih
spremenljivk. Vrednosti p<0,05 so pomenile statisticno znacilne razlike, medtem ko so

vrednosti p>0,05 pomenile odsotnost statistiéno znacilne razlike.
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4. Rezultati in razprava

4.1. Optimizacija tripleksne PCR reakcije
Na uspesnost izvedbe tripleksne PCR reakcije lahko vpliva ve¢ dejavnikov. Poleg zgoraj
omenjene morebitne kontaminacije s tujo DNK lahko vpliva $e koli¢ina Mg ionov, dNTP,
Taq polimeraze, koli¢ina oligonukleotidnih zacetnikov in DNK ter reakcijski pogoji PCR.
Sestavo reakcijske zmesi smo povzeli po diplomski nalogi Vpliv genskih delecij GSTM1 in
GSTT1 na mineralno kostno gostoto (Maja Petrovi¢). Optimizirali smo le pogoje reakcije,
pri katerih smo genske fragmente pomnozevali, saj smo pri delu uporabili PCR aparat
drugega proizvajalca (BIO-RAD, C1000 Thermal Cycler). Nasa izhodis¢a so bila
priporocila proizvajalca reagentov ter pregledana literatura. Pri prvi reakciji smo uporabili

naslednje pogoje:

T segrevanja = 95°C, 10 minut

T denaturacije = 95°C, 1 minuta

T prileganja = 57°C, 1 minuta 35x
T podaljSevanja = 72°C, 1 minuta

T kon¢nega podaljSevanja = 72°C, 1 minuta

-+ F F + ¥

T ohlajanja = 8°C, o

UspesSnost prve reakcije smo preverili s pomocjo agarozne gelske elektroforeze pri
napetosti 90V 20 minut. Na 2% agarozni gel smo nanesli 4uL nanasalnega pufra in 4pL
vzorca. Namen elektroforeze je bila jasna prepoznava tar¢nih odsekov DNK. Po koncani
prvi elektroforezi smo opazili nekoliko nejasne lise ter se lotili optimizacije reakcije in
elektroforeze. Optimizacijo reakcije smo naredili s pomoc¢jo ciklicnega pomnozevalnika
(C1000 Thermal Cycler), kamor smo vstavili 8 epic reakcijske zmesi. Cikli¢ni
pomnoZevalnik nam omogoc¢a dolocitev optimalne T prileganja, saj lahko nastavimo 8
razli¢nih temperatur. Po konanem pomnozevanju smo vzorce prenesli na agarozni gel in
nastavili pogoje elektroforeze. Glede nato, da smo opazili nejasne lise, smo cas
elektroforeze podaljsali na 25 minut. Po koncani elektroforezi smo ugotovili, da so lise

najbolje vidne pri T prileganja 61°C. V nadaljevanju smo spremenili $e Stevilo ciklov na

25



Magistrska naloga Anita Galjot

40x. Vse nadaljnje reakcije smo nato izvedli pri pogojih, ki so navedeni v poglavjih
3.3.14.in3.3.24.

Razli¢no dolgi odseki genov so razlicno hitro potovali. Najpocasneje je potoval 400 bp
dolg odsek gena GPX1, ki je potrdil uspesnost pomnozevanja. V kolikor se odsek GPX1 ni
pomnozil in lisa ni bila vidna, smo reakcijo smatrali kot neuspesno in smo jo morali
ponoviti. Nekoliko hitreje je potoval 154 bp dolg odsek gena GSTM1. Pri vzorcih, ko se
odsek GSTM1 ni pomnozil in ni bilo vidne lise, je bila v genu prisotna delecija. Najhitreje
pa je potoval najkraj$i odsek gena, in sicer 69 bp dolg odsek gena GSTT1, ki je bil tudi
najsibkejse viden na gelu. Pri vzorcih, ko se odsek GSTT1 ni pomnozil in ni bilo vidne lise,
je bila v genu prisotna delecija (Slika 10). Vidnost lise je pomenila tako heterozigotne kot

homozigotne nosilce alelov, saj jih nismo uspeli lo¢iti.

Odsotnost delecije
GSTM]I in GSTTI

Slepi vzorec

PCR marker fu------gg---.-------.---
S L T DT T L

Delecija GSTMI | Delecija
GSTM]I in GSTTI

Delecija GSTT!

Slika 10: Prikaz produktov tripleksne PCR reakcije na agaroznem gelu

Prisotnost lise dolzine 69 bp je pomenila heterozigotno (GSTT1/GSTT1*0) in homozigotno
(GSTT1/GSTTL1) prisotnost gena GSTT1. Odsotnost lise dolzine 69 bp je pomenila delecijo
v genu (GSTT1*0/GSTT1*0). Ravno tako je prisotnost lise dolzine 154 bp pomenila
heterozigotno (GSTM1/GSTM1*0) in homozigotno (GSTM1/GSTM1) prisotnost gena
GSTML1. Odsotnost lise dolzine 154 bp je pomenila delecijo v genu (GSTM1*0/GSTM1*0).
V primeru, ko na agaroznem gelu ni bilo vidnih lis dolgih 69 bp in 154 bp, smo dolocili
prisotnost delecije v obeh genih (GSTM1*0 in GSTT1*0) (Slika 10). Rezultati
genotipizacije so prikazani v Preglednici XXVI in Preglednici XXVII v poglavju 7.
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Obravnavali smo jih posamezno ter v kombinaciji. Zaradi statisticne obdelave podatkov

smo jim pripisali vrednosti 0, 1, 2 in 3, katerih pomen je opisan v poglavju 4.2.

4.2. Znacilnosti preiskovane populacije
V raziskavo smo vkljucili 212 nosecnic iz Hrvaske ter 575 novorojenckov iz Slovenije in
Hrvaske. Vsi preiskovanci so bili del evropskega projekta PHIME (angl. Public health
impact of long-term, low-level mixed element exposure in susceptible population strata). V
okviru tega projekta smo zeleli oceniti vpliv dolgotrajne izpostavljenosti nizkim koli¢inam
toksi¢nih kovin pri obcutljivejsih skupinah populacije (nosecnice in otroci). Lastnosti
preiskovank smo prikazali v Preglednici XXII v poglavju 7. V tej preglednici so prikazane
lastnosti preiskovane populacije nose¢nic iz Hrvaske, in sicer starost, kadilski status, ITM,
koli¢ina zauzitih rib v enem tednu, koncentracije Hg®* in MeHg" v krvi matere,
popkovnic¢ni krvi, laseh, urinu ter mleku. V Preglednici XXIII (poglavje 7) so prikazane
koncentracije Hg®* in MeHg", izmerjene v urinu hrvaskih novorojenckov. Preglednica
XXV (poglavje 7) pa opisuje lastnosti mater iz Slovenije, in sicer koli¢ino zauZitih rib ter

koncentracije Hg?* v laseh, popkovni&ni krvi in mleku.

Pogostost delecij v genih GSTM1 in GSTT1 v celotni preiskovani populaciji je prikazana v
Preglednici XXV (priloga 7). V nadaljevanju smo v poglavje 7 prilozili Se rezultate
genotipizacije hrvaskih in slovenskih vzorcev (Preglednica XXVI in Preglednica XXVI1).
Rezultatom genotipizacije smo zaradi statisticne obdelave podatkov pripisali vrednosti
0,1,2 in 3. Omenjena Stevila pomenijo:
+ Stolpec GSTM1 in GSTT1:
e 0 =delecija ni prisotna,
e 1 =delecija je prisotna,
+ Stolpec kombinacija:
e 0 =delecija ni prisotna,
e 1 =delecija je prisotna pri GSTML1 in odsotna pri GSTT1,
e 2 =delecija je prisotna pri GSTT1 in odsotna pri GSTM1,
e 3 =deleciji GSTM1 in GSTTL1 sta prisotni.
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4.3. Klini¢ni pomen genetskih sprememb v genih GSTML1 in GSTT1
pri izpostavljenosti toksi¢nim vplivom Hg** in MeHg"

Zeleli smo dokazati povezavo med delecijami v genih GSTM1 in GSTT1 in
koncentracijami Hg®* in MeHg" v krvi mater, popkovni¢ni krvi in urinu otrok ter
morebitnimi nevrotoksi¢nimi posledicami otrok. Nevrotoksi¢ne posledice smo opredelili s
pomocjo vrednosti COG, LANG in MOT. Vrednosti COG, MOT in LANG predstavljajo
osnovne sposobnosti zdravega ¢loveka. Vrednosti COG predstavljajo kognitivne (miselne)
sposobnosti, vrednosti LANG predstavljajo retoricne (govorne) sposobnosti in vrednosti
MOT predstavljajo motoriéne (gibalne) sposobnosti otrok. Te vrednosti so nam
posredovali specialisti nevrologi iz Pediatri¢ne klinike, UKC Ljubljana, ki so jih pridobili s

pomocjo klini¢nih pregledov in Bayley-eve lestvice.

4.3.1. Pogostost delecij v genih GSTML1 in GSTT1 pri hrvaskih vzorcih

Preglednica VII: Pogostost delecij v genih GSTM1 in GSTT1 pri nose¢nicah

Gen St. vzorcev (N)  DeleZ prisotne delecije  DeleZ odsotne delecije
GSTM1 211 53,6 % 46,4 %
GSTT1 211 24,2 % 75,8 %

GSTML1 in
211 14,2 % 36,5 %
GSTT1
100,0% - o
00,0% Kombinacija
80,0% -
70,0% -
60,0% -
50,0% - ]
40,0% 36,5% 393%
30,0% |
20,0% 14,2%
10%
10,0%
0,0% T T
GSTM1/GSTT1 GSTM1™0/GSTT1 GSTM1/GSTT1*0 GSTM1*0/GSTT1*0

Graf 1: Pogostost kombinacij delecij v obeh genih pri hrvaskih nose¢nicah
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GSTM1/GSTT1 pomeni prisotnost obeh genov. GSTM1*0/GSTT1 pomeni prisotnost gena GSTT1 in odsotnost gena
GSTM1 (delecija). GSTM1/GSTT1*0 pomeni prisotnost gena GSTM1 in odsotnost gena GSTT1 (delecija).
GSTM1*0/GSTT1*0 pa pomeni odostnost obeh genov (delecija).

Preglednica V1II: Pogostost delecij v genih GSTM1 in GSTT1 pri otrocih

Gen St. vzorcev (N)  DeleZ prisotne delecije  Delez odsotne delecije
GSTM1 165 46,1 % 53,9 %
GSTT1 165 19.4 % 80,6 %

GSTM1 in
165 8,5 % 43,0 %
GSTT1

100,0% 1 Kombinacija
90,0% -
80,0% -
70,0% -
60,0% -
50,0% -
40,0% -
30,0% -
20,0% - o 7,0%
10,0% -

! 1,5% %

0,0% : . Ij . IS'S/ y

GSTM1/GSTT1 GSTMT1*0/GSTTH GSTM1/GSTT1*0 GSTM1*0/GSTT1*0

Graf 2: Pogostost kombinacij delecij v obeh genih pri hrvaskih novorojenckih

GSTM1/GSTT1 pomeni prisotnost obeh genov. GSTM1*0/GSTT1 pomeni prisotnost gena GSTT1 in odsotnost gena
GSTM1 (delecija). GSTM1/GSTT1*0 pomeni prisotnost gena GSTM1 in odsotnost gena GSTT1 (delecija).
GSTM1*0/GSTT1*0 pa pomeni odostnost obeh genov(delecija).

Iz Preglednic VII in VIII je razvidno, da se delez prisotnih delecij v genih GSTM1 in
GSTT1 v populaciji nosecnic ter novorojenckov razlikuje. Opazili smo, da se delecije v
genih GSTM1 in GSTT1 1,2-krat pogosteje pojavljajo v populaciji nosecnic kot v
populaciji novorojenckov. Pogostost delecij v obeh genih je v populaciji dokaj nizka, pri
¢emer pa smo zopet opazili ve¢jo pogostost delecij pri populaciji noseénic. 1z tega bi lahko
sklepali, da je pogostost delecij v obeh genih visja pri Zenskah kot pri moskih, saj moramo

upostevati dejstvo, da so novorojencki pol dednega materiala podedovali od ocetov. Ko
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smo med seboj primerjali pogostost kombinacij delecij v obeh genih, smo v celotni

populaciji hrvaskih preiskovancev ugotovili bistveno ve¢ji delez prisotnih delecij v genu

GSTML1 (38,1%).

V literaturi smo poiskali podatke o pogostosti delecij v obeh genih pri Kavkazijcih in jih
primerjali z nasimi rezultati (Preglednica 1X). Ko smo primerjali pogostost delecij v obeh
genih, smo ugotovili podobnost nasih rezultatov z omenjeno raziskavo. Ugotovili smo, da
se v populacijah pogosteje pojavljajo delecije v genu GSTM1 (okrog 50%) kot pa delecije
v genu GSTT1 (okrog 20%).

Preglednica IX: Pogostost delecij v genih GSTML1 in GSTTL1 pri Kavkazijcih in pri hrvaskih

preiskovancih vkljuéenih v naso raziskavo (43)

» % prisotne delecije pri % prisotne delecije pri
Delecija v genu -
Kavkazijcih hrvaskih preiskovancih
GSTM1 53,1% 49,9%
GSTT1 19,7% 21,8%
GSTM1 in GSTT1 10,4% 11,4%

4.3.2. Testiranje povezave med prisotnostjo delecije v genu GSTTIL,
koncentracijami Hg*" in MeHg" v krvi mater, popkovni¢ni krvi in urinu
otrok ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih

Delecija v genu GSTT1 je eden izmed dveh preucevanih polimorfizmov, ki smo jih testirali
v povezavi s koncentracijami Hg?* in MeHg" v krvi mater, popkovniéni krvi in urinu otrok
ter z nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih. Statisticne analize smo se lotili tako, da
smo najprej s pomocjo Kolmogorov-Smirnovega testa preverili normalnost porazdelitve.
Glede na rezultate omenjenega testa smo nato uporabili parametricne (ANOVA,
ANCOVA) ter neparametri¢ne teste (Kruskal-Wallis test) - podrobneje opisano v poglavju
3.4.

Postavili smo dve hipotezi in nato dolocili statisticno znacilne povezave/vplive. Hipotezi

sta slededi:
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Nic¢elna hipoteza (H): Statisticno znacilna povezava med delecijo v genu GSTT1,
koncentracijami Hg®* in MeHg" v krvi mater, popkovni¢ni krvi in urinu otrok ter
nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih ni prisotna.

Alternativna hipoteza (Ha): Statisti¢no znacilna povezava med delecijo v genu GSTT1,
koncentracijami Hg®* in MeHg" v krvi mater, popkovni¢ni krvi in urinu otrok ter
nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih je prisotna.

S pomo¢jo ANOVE in Kruskal-Wallisovega testa smo nato glede na p-vrednost dolocili

veljavnost hipoteze.

Preglednica X: Rezultati statisti¢nih testov ANOVE ter Kruskal-Wallisovega testa pri

nosecnicah za gen GSTT1

Statisti¢ni » ;
Parameter rest p-vrednost  St. vzorcev (N) Hipoteza
es
In maternal Hg** (kri matere) ANOVA 0,49 210 Ho
Maternal MeHg" (kri matere) ANOVA 0,08 48 Ha
In cord Hg** (popkovni&na kri) ANOVA 0,38 195 Ho
In cord MeHg" (popkovni¢na kri) ANOVA 0,03 44 Ha
) e, Kruskal-
Babyurine Hg" (urin otroka) ] 0,66 31 Ho
Wallis test

COG ANOVA 0,67 150 Ho
LANG ANOVA 1,00 150 Ho
MOT ANOVA 0,91 150 Ho

Besedilo obravano vijoli¢no in krepko pomeni (mejno) statisticno znacilen rezultat. Kratica COG predstavlja kognitivne
(miselne) sposobnosti, kratica LANG predstavlja retoricne (govorne) sposobnosti in kratica MOT predstavlja motori¢ne

(gibalne) sposobnosti. Hy pomeni nic¢elno hipotezo, Ha pa alternativno hipotezo.

P-vrednost pri testiranju parametra In cord MeHg" (popkovni¢na kri) je bila manjsa od
0,05, zato smo zavrgli Ho in sprejeli Ha. Pri tej analizi smo torej ugotovili statisticno
znacilno povezavo med delecijo v genu GSTT1 in koncentracijo MeHg" v popkovnic¢ni krvi
(p=0,03, Graf 4). P-vrednosti, ki so bile med 0,05 in 0,1 smo obravnavali kot mejno
statisticno znacilne. Ugotovili smo mejno statistiéno znacilno povezavo med delecijo v

genu GSTT1 in koncentracijo MeHg" v krvi matere (p=0,08, Graf 3). Pri tistih testih
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ANOVA, kjer smo dobili statisticno znacilne in mejno statisticno znalilne
povezave/vplive, smo v nadaljevanju naredili Se test ANCOVA. Pri tem smo upostevali
dejstvo, da na statisticno znacilen vpliv, ki jih dajo testi ANOVA, lahko vplivajo tudi
kovariate. Z ANCOVO izklju¢imo vpliv kovariat in preverimo, ¢e Se vedno obstaja
statisticno znacilna povezava/vpliv. Kovariati, ki smo ju testirali sta In total fish (koli¢ina
zauzitih rib) (p ancova=0,03) in In milk Hg®* (koncentracija Hg** v mleku) (p ancova=0,01).
Kovariati sta neodvisni spremenljivki, koncentracije MeHg" v krvi matere in koncentracije
MeHg" v popkovni¢ni krvi pa sta odvisni spremenljivki. S testom ANCOVA smo torej
potrdili (mejno) statistiéno znacilno povezanost med delecijo v genu GSTT1 in

koncentracijo MeHg" v popkovni¢ni krvi ter koncentracijo MeHg" v krvi matere.
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Graf 3: Povpreéne vrednosti koncentracij MeHg" v krvi mater povezane z delecijo v genu
GSTT1
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Graf 4: Povpreéne vrednosti koncentracij MeHg" v popkovni¢ni krvi povezane z delecijo v
genu GSTT1

Ugotovili smo, da obstaja statisticno znacilna povezava med prisotnostjo delecije v genu
GSTT1 in povisanimi koncentracijami MeHg" v krvi matere ter poviSanimi
koncentracijami MeHg" v popkovnié¢ni krvi. Ta ugotovitev je v skladu z naso hipotezo, saj
je aktivnost encima GSTT1 zaradi prisotne delecije v genu GSTT1 odsotna ali zmanjSana.
Posledica odsotne ali zmanjSane aktivnosti encima GSTT1 je manj$a konjugacija in vecje

kopicenje MeHg" v tkivih.

Tezava pri interpretaciji teh rezultatov, ki se je moramo zavedati, je zelo majhno Stevilo v
analizo vkljucenih preiskovank. Zaradi tega dejstva je mo¢ statisticne analize zelo majhna.
Za povecanje te statisticne moci in bolj signifikantne rezultate bi morali v analizo vkljuciti
ve¢je Stevilo preiskovank. Zaradi omenjene teZzave pri moci statisticne analize sem v
literaturi nasSla podatke, ki potrjujejo nase ugotovitve. V raziskavi so namre¢ dokazali
statisticno znacilno povezavo med prisotnostjo delecije v genu GSTT1 in poviSanimi
koncentracijami MeHg" v krvi matere ter poviSanimi koncentracijami MeHg" v
popkovniéni krvi (44).
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Preglednica XI: Rezultati statisticnih testov ANOVE ter Kruskal-Wallisovega testa pri
otrocih za gen GSTT1

Parameter Statisti¢ni test p-vrednost St. vzorcev (N) Hipoteza
In maternal Hg** (kri matere) ANOVA 0,19 165 Ho
Maternal MeHg" (kri matere) ANOVA 0,41 35 Ho
In cord Hg®* (popkovnicna kri) ANOVA 0,20 158 Ho
In cord MeHg" (popkovni¢na kri) ANOVA 0,46 36 Ho
Babyurine Hg”" (urin otroka) Kru?kal— 0,12 34 Ho

Wallis test

COG ANOVA 0,50 120 Ho
LANG ANOVA 0,94 120 Ho
MOT ANOVA 0,73 120 Ho

Kratica COG predstavlja kognitivne (miselne) sposobnosti, kratica LANG predstavlja retori¢ne (govorne) sposobnosti in

kratica MOT predstavlja motori¢ne (gibalne) sposobnosti. Hy pomeni nicelno hipotezo, Ha pa alternativno hipotezo.

Pri otrocih je slika nekoliko drugaéna, saj lahko pri vseh zgoraj testiranih parametrih
zavrzemo Ha in privzamemo, da velja Ho (Preglednica Xl). Torej statisti¢no znacilne
povezave med delecijo v genu GSTT1, koncentracijami Hg?* in MeHg" v krvi matere,
popkovnic¢ni krvi in urinu otroka ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri vzorcih otrok nismo uspeli

dokazati.

4.3.3. Testiranje povezave med prisotnostjo delecije v genu GSTML,
koncentracijami Hg** in MeHg" v krvi mater, popkovni¢ni krvi in urinu
otrok ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih

Delecija v genu GSTML1 je drugi preucevani polimorfizem, ki smo ga testirali v povezavi s
koncentracijami Hg®* in MeHg" v krvi mater, popkovni¢ni krvi in urinu otrok ter z
nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih. Pred statisticno analizo parametrov smo
najprej preverili normalnost porazdelitve s Kolmogorov-Smirnovim testom. Glede na
rezultate omenjenega testa smo nato uporabili parametricne (ANOVA, ANCOVA) ter

neparametri¢ne teste (Kruskal-Wallis test) - podrobneje opisano v poglavju 3.4.
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Postavili smo dve hipotezi, in sicer ni¢elno ter alternativno ter nato dolocili statisti¢no
znacilne povezave/vplive.

Nic¢elna hipoteza (Hj): Statisti¢no znacilna povezava med delecijo v genu GSTM1,
koncentracijami Hg®* in MeHg" v krvi mater, popkovni¢ni krvi in urinu otrok ter
nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih ni prisotna.

Alternativna hipoteza (Ha): Statisti¢no znacilna povezava med delecijo v genu GSTM1,
koncentracijami Hg®* in MeHg" v krvi mater, popkovni¢ni krvi in urinu otrok ter
nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih je prisotna.

S pomoc¢jo ANOVE in Kruskal-Wallisovega testa smo nato glede na p-vrednost dolocili

veljavnost hipoteze.

Preglednica XII: Rezultati statisti¢nih testov ANOVE ter Kruskal-Wallisovega testa pri

nosec¢nicah za gen GSTM1

Parameter Statisti¢ni test p-vrednost St. vzorcev (N) Hipoteza
In maternal Hg** (kri matere) ANOVA 0,91 210 Ho
Maternal MeHg+ (kri matere) ANOVA 0,43 48 Ho
In cord Hg** (popkovniéna kri) ANOVA 0,87 195 Ho
In cord MeHg" (popkovni¢na ki) ANOVA 0,94 44 Ho
Babyurine Hg®* (urin otroka) Kru-skal- 0,24 31 Ho

Wallis test

COG ANOVA 0,94 150 Ho
LANG ANOVA 0,76 150 Ho
MOT ANOVA 0,84 150 Ho

Kratica COG predstavlja kognitivne (miselne) sposobnosti, kratica LANG predstavlja retori¢ne (govorne) sposobnosti in

kratica MOT predstavlja motori¢ne (gibalne) sposobnosti. Hy pomeni nicelno hipotezo, Ha pa alternativno hipotezo.
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Preglednica XIII: Rezultati statisti¢nih testov ANOVE ter Kruskal-Wallisovega testa pri
otrocih za gen GSTM1

Parameter Statisti¢ni test p-vrednost  St.vzorcev (N)  Hipoteza
In maternal Hg** (kri matere) ANOVA 0,72 165 Ho
Maternal MeHg" (kri matere) ANOVA 0,43 35 Ho
In cord Hg®* (popkovniéna kri) ANOVA 0,89 158 Ho
In cord MeHg" (popkovni¢na kri) ANOVA 0,30 36 Ho
Babyurine Hg?* (urin otroka) rruskal 0,93 37 Ho

Wallis test

COG ANOVA 0,37 120 Ho
LANG ANOVA 0,67 120 Ho
MOT ANOVA 0,87 120 Ho

Kratica COG predstavlja kognitivne (miselne) sposobnosti, kratica LANG predstavlja retori¢ne (govorne) sposobnosti in

kratica MOT predstavlja motori¢ne (gibalne) sposobnosti. Hy pomeni nigelno hipotezo, Ha pa alternativno hipotezo.

Iz Preglednic XII in XIII je razvidno, da lahko pri vseh testiranih parametrih zavrzemo Ha
in privzamemo, da velja Ho. Torej statisticno znacilne povezave med delecijo v genu
GSTML1, koncentracijami Hg?* in MeHg" v krvi matere, popkovnié¢ni krvi in urinu otrok ter

nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaSkih vzorcih nismo uspeli dokazati.

4.3.4. Testiranje povezave med prisotnostjo kombinacij delecij v genih GSTM1
ter GSTT1, koncentracijami Hg®" in MeHg" v krvi mater, popkovni¢ni krvi
in urinu otrok ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih

V tem poglavju bomo diskutirali o povezavi med prisotnostjo kombinacij delecij v genih
GSTM1 in GSTT1, koncentracijami Hg** in MeHg" v krvi mater, popkovnié¢ni krvi in urinu
otrok ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih. Statisti¢ne analize smo se lotili po
ustaljenem postopku. Najprej smo s pomoc¢jo Kolmogorov-Smirnovega testa preverili
normalnost porazdelitve. Glede na rezultate omenjenega testa smo nato uporabili
parametricne (ANOVA, ANCOVA) ter neparametricne teste (Kruskal-Wallis test) -

podrobneje opisano v poglavju 3.4.
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V nadaljevanju smo postavili dve hipotezi in nato dolo¢ili statisticno znalilne
povezave/vplive. Hipotezi sta ni¢elna in alternativna.

Nic¢elna hipoteza (Hp): Statisticno znacilna povezava med prisotnostjo kombinacij
delecij v genih GSTM1 in GSTT1, koncentracijami Hg** in MeHg" v krvi mater,
popkovni¢ni krvi in urinu otrok ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih ni
prisotna.

Alternativna hipoteza (Ha): Statisti¢no znacilna povezava med prisotnostjo kombinacij
delecij v genih GSTM1 in GSTT1, koncentracijami Hg** in MeHg" v krvi mater,
popkovni¢ni krvi in urinu otrok ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih je
prisotna.

S pomoc¢jo ANOVE in Kruskal-Wallisovega testa smo nato glede na p-vrednost dolo¢ili

veljavnost hipoteze.

Preglednica X1V: Rezultati statisticnih testov ANOVE ter Kruskal-Wallisovega testa pri

nose¢nicah za kombinacijo delecij v obeh genih

Statisti¢ni 9 )
Parameter rest p-vrednost St. vzorcev (N) Hipoteza
es
In maternal Hg** (kri matere) ANOVA 0,42 210 Ho
Maternal MeHg" (kri matere) ANOVA 0,23 48 Ho
In cord Hg** (popkovni&na kri) ANOVA 0,29 195 Ho
In cord MeHg" (popkovni¢na kri)  ANOVA 0,09 44 Ha
) r Kruskal-
Babyurine Hg“" (urin otroka) ] 0,98 31 Ho
Wallis test

COG ANOVA 0,97 150 Ho
LANG ANOVA 0,86 150 Ho
MOT ANOVA 0,69 150 Ho

Besedilo obarvano vijoli¢no in krepko pomeni mejno statisti¢no znacilen rezultat. Kratica COG predstavlja kognitivne
(miselne) sposobnosti, kratica LANG predstavlja retoricne (govorne) sposobnosti in kratica MOT predstavlja motori¢ne

(gibalne) sposobnosti. Hy pomeni nic¢elno hipotezo, Ha pa alternativno hipotezo.

P-vrednosti, ki so se nahajale v intervalu od 0,05 do 0,1, smo obravnavali kot mejno

statisticno znacilno. Ugotovili smo mejno statisticno znacilno povezavo med prisotnimi
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kombinacijami delecij v obeh genih in koncentracijami MeHg" v popkovni¢ni krvi
(p=0,09). V nadaljevanju smo s testom ANCOVA preverili $e¢ vpliv kovariate In hair
MeHg" (koncentracija MeHg" v laseh) (p ancova=0,22) in ugotovili, da je statisti¢no znacilna
povezava prisotna zaradi vpliva kovariate. Ob upostevanju kovariate smo ugotovili, da ni
statisticno znacilne povezave med prisotnostjo kombinacij delecij v genih GSTM1 in
GSTT1 ter koncentracijami MeHg" v popkovnié¢ni krvi. Pri interpretaciji zgoraj navedenih
rezultatov imamo tezavo s Stevilom vzorcev. Zaradi zelo majhnega $tevila vzorcev imamo
nizko statisticno mo¢ analize, zato rezultatov ne moremo ustrezno ovrednotiti in
interpretirati. Poleg tega je statisticna mo¢ $e nizja pri upostevanju kovariat. Za povecanje
te statisticne moci in bolj signifikantne rezultate, bi morali v analizo vkljuciti vecje Stevilo

vzorcev oziroma pridobiti popolnejSe rezultate testov, kar predlagam za bodoce raziskave.

Preglednica XV: Rezultati statisticnih testov ANOVE ter Kruskal-Wallisovega testa pri

otrocih za kombinacijo delecij v obeh genih

Statisti¢ni . )
Parameter tost p-vrednost  St. vzorcev (N) Hipoteza
es
In maternal Hg** (kri matere) ANOVA 0,43 165 Ho
Maternal MeHg" (kri matere) ANOVA 0,70 35 Ho
In cord Hg*" (popkovniéna kri) ANOVA 0,40 158 Ho
In cord MeHg" (popkovni¢na kri) ANOVA 0,91 36 Ho
) . Kruskal-
Babyurine Hg"" (urin otroka) ) 0,07 37 Ha
Wallis test
COG ANOVA 0,62 120 Ho
LANG ANOVA 0,70 120 Ho
MOT ANOVA 0,98 120 Ho

Besedilo obarvano vijoli¢no in krepko pomeni mejno statisti¢no znacilen rezultat. Kratica COG predstavlja kognitivne
(miselne) sposobnosti, kratica LANG predstavlja retori¢ne (govorne) sposobnosti in kratica MOT predstavlja motori¢ne

(gibalne) sposobnosti. Hy pomeni nic¢elno hipotezo, Ha pa alternativno hipotezo.

Kot sem ze omenila, smo p-vrednosti, ki so se nahajale v intervalu od 0,05 do 0,1,
obravnavali kot mejno statisticno znacilne. Ugotovili smo mejno statisticno znacilno

povezavo med prisotnostjo kombinacij delecij v obeh genih in koncentracijami Hg** v
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urinu otrok (p=0,07). V nadaljevanju smo s testom ANCOVA preverili $e vpliv kovariate
In total fish (koli¢ina zauzitih rib) (p ancova=0,28) in ugotovili, da je statisticno znacilna
povezava prisotna zaradi vpliva kovariate. Ob upostevanju kovariate smo ugotovili, da ni
statistiéno znacilne povezave med prisotnostjo kombinacij delecij v genih GSTM1 in
GSTT1 ter koncentracijami Hg** v urinu otrok. Pri interpretaciji zgoraj navedenih
rezultatov imamo tezavo s Stevilom vzorcev. Zaradi zelo majhnega Stevila vzorcev imamo
nizko statistitno mo¢ analize, zato rezultatov ne moremo ustrezno ovrednotiti in
interpretirati. Poleg tega je statisticna moc¢ Se nizja pri upostevanju kovariat. Za povecanje
te statisticne moci in bolj signifikantne rezultate, bi morali v analizo vkljuciti vecje Stevilo

vzorcev oziroma pridobiti popolnejse rezultate testov, kar predlagam za bodoce raziskave.

4.3.5. Testiranje povezave med prisotnostjo kombinacij delecij v genih GSTM1
ter GSTT1 pri materah in otrocih (po parih), koncentracijami Hg* in
MeHg" v popkovni¢ni Kkrvi ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih
vzorcih
Z dvosmerno ANOVO smo zeleli preverili povezavo med genotipi mater in otrok po parih,
koncentracijami Hg** in MeHg" v popkovniéni krvi ter posledi¢no nevrotoksi¢nostjo otrok.
V nadaljevanju smo postavili dve hipotezi in nato dolocili statisticno znacilne
povezave/vplive. Hipotezi sta ni¢elna in alternativna.
Nic¢elna hipoteza (Ho): Statisti¢cno znacilna povezava med prisotnostjo kombinacij
delecij v genih GSTM1 in GSTT1 pri materah in otrocih (po parih), koncentracijami Hg**
in MeHg" v popkovniéni ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih ni prisotna.
Alternativna hipoteza (Ha): Statisti¢no znacilna povezava med prisotnostjo kombinacij
delecij v genih GSTM1 in GSTT1 pri materah in otrocih (po parih), koncentracijami Hg**
in MeHg" v popkovniéni ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih vzorcih je prisotna.

S pomo¢jo dvosmerne ANOVE smo nato glede na p-vrednost dolo¢ili veljavnost hipoteze.

Iz Preglednice XVI lahko vidimo, da statisticno znacilna povezava med prisotnimi
kombinacijami delecij v obeh genih pri materah in otrocih (po parih) ter koncentracijami

Hg?" in MeHg v popkovniéni krvi ne obstaja. Obstaja pa statisti¢no znacilna povezava med
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prisotnimi kombinacijami delecij v obeh genih pri materah in otrocih (po parih) ter

nevroloskimi lastnostmi, natanéneje motori¢nimi sposobnostmi (MOT) (p=0,01, Graf 5).

Preglednica XVI: Rezultati statisti¢nih testov ANOVE ter Kruskal-Wallisovega testa pri

materah in otrocih za kombinacijo delecij v obeh genih

Parameter
In cord Hg?" (popkovni¢na kri)
In cord MeHg" (popkovni¢na kri)
COG
LANG
MOT

Statisticni test
ANOVA
ANOVA
ANOVA
ANOVA
ANOVA

p-vrednost St. vzorcev (N) Hipoteza

0,25
0,15
0,11
0,50
0,01

195 Ho
48 Ho
120 Ho
120 Ho
120 Ha

Besedilo obarvano vijoli¢no in krepko pomeni statisti¢no znacilen rezultat. Kratica COG predstavlja kognitivne (miselne)

sposobnosti, kratica LANG predstavlja retori¢ne (govorne) sposobnosti in kratica MOT predstavlja motori¢ne (gibalne)

sposobnosti. Hypomeni ni¢elno hipotezo, Ha pa alternativno hipotezo.
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V Grafu 5 so zaradi lepSega prikaza uporabljene logaritmirane vrednosti MOT (InMOT). 1z
grafa lahko razberemo trend padanja vrednosti INMOT otrok v povezavi s prisotnostjo
delecij v genih GSTM1 in GSTT1 pri materah in otrocih. Glede nato bi lahko sklepali, da
obstaja povezava med prisotnima delecijama in zmanj$animi nevrolos$kimi motori¢nimi

funkcijami otrok.

V prej$njih poglavjih smo testirali povezavo med prisotnostjo kombinacij delecij v genu
GSTM1 in GSTTL1 pri materah in otrocih posebej, pri ¢emer smo opazili lo¢ene povezave
med prisotnimi kombinacijami delecij in povianimi koncentracijami Hg?* in MeHg" v
popkovni¢ni krvi. Pri tem pa nismo uspeli dokazati lo¢ene povezave med prisotnimi

kombinacijami delecij in znizanimi vrednostmi nevroloskih testov.

Menim, da bi bilo v prihodnje smiselno povecati moc¢ statisticne analize in natan¢neje
raziskati povezavo med vsemi tremi dejavniki skupaj, in sicer med genotipi mater in otrok,
koncentracijami Hg®* in MeHg" v razli¢nih bioloskih vzorcih in vrednostmi nevroloskih
testov (MOT, LANG, COG).

4.3.6. Pogostost delecij v genih GSTM1 in GSTTL1 pri slovenskih vzorcih

Preglednica XVII: Pogostost delecij v genih GSTM1 in GSTT1 pri otrocih

Gen St. vzorcev (N)  DeleZ prisotne delecije  DeleZ odsotne delecije
GSTM1 405 43,5 % 56,5 %
GSTT1 405 17,8 % 82,2 %
GSTM1 in
405 4,9 % 44,2 %
GSTT1
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Graf 6: Pogostost kombinacij delecij v genih GSTM1 in GSTT1

GSTM1/GSTT1 pomeni prisotnost obeh genov. GSTM1*0/GSTT1 pomeni prisotnost gena GSTT1 in odsotnost gena
GSTM1 (delecija). GSTM1/GSTT1*0 pomeni prisotnost gena GSTM1 in odsotnost gena GSTT1 (delecija).
GSTM1*0/GSTT1*0 pa pomeni odostnost obeh genov(delecija).

Iz Preglednice XVII je razvidno, da se v populaciji novorojenckov delecije v genu GSTM1
v primerjavi z delecijo v genu GSTT1 2,4-krat pogosteje pojavljajo. Pogostost prisotnih
delecij v obeh genih je zelo nizka (4,9%). Opazili smo, da je v populaciji najpogosteje
prisotna kombinacija delecije v genu GSTML1 in odsotnost delecije v genu GSTT1 (38,0%)
(Graf 6). V kolikor primerjamo te rezultate z rezultati pogostosti delecij pri hrvaskih
otrocih, opazimo podobnost. Ugotovili smo namre¢, da se v populaciji hrvaskih otrok
delecije v genu GSTML1 v primerjavi z delecijo v genu GSTT1 tako kot pri populaciji
slovenskih otrok 2,4-krat pogosteje pojavljajo. Pogostost prisotnih delecij v obeh genih pa
je ravno tako nizka (8,5%). Poleg tega smo ugotovili, da je v populaciji hrvaskih otrok
najpogosteje prisotna kombinacija delecije v genu GSTML1 in odsotnost delecije v genu
GSTT1 (37,0%), kar je enako populaciji slovenskih otrok (38,0%).

4.3.7. Testiranje povezave med prisotnostjo delecije v genu GSTTL,
koncentracijami Hg®* in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter nevrotoksi¢nostjo
otrok pri slovenskih vzorcih

Podatki koncentracij Hg** in MeHg" v krvi mater in urinu otrok so pri slovenskih vzorcih

manjkali, zato smo preucevali le povezavo delecije v genu GSTT1 s koncentracijami Hg*
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in MeHg" v popkovniéni krvi ter z nevrotoksiénostjo otrok. Statisti¢ne analize smo se lotili
tako, da smo najprej s pomocjo Kolmogorov-Smirnovega testa preverili normalnost
porazdelitve. Glede na rezultate omenjenega testa smo nato uporabili parametri¢ne
(ANOVA, ANCOVA) ter neparametri¢ne teste (Kruskal-Wallis test) - podrobneje opisano
v poglavju 3.4.

Postavili smo dve hipotezi in nato dolocili statisticno znacilne povezave/vplive. Hipotezi
sta ni¢elna in alternativna.

Nic¢elna hipoteza (Ho): Statistiéno znacilna povezava med delecijo v genu GSTT1,
koncentracijami Hg?* in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri
slovenskih vzorcih ni prisotna.

Alternativna hipoteza (Ha): Statisti¢no znacilna povezava med delecijo v genu GSTT1,
koncentracijami Hg?* in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri
slovenskih vzorcih je prisotna.

S pomoc¢jo ANOVE in Kruskal-Wallisovega testa smo nato glede na p-vrednost dolocili

veljavnost hipoteze.

Preglednica XVIII: Rezultati statisti¢nih testov ANOVE ter Kruskal-Wallisovega testa pri
otrocih za gen GSTT1.

Statisti¢ni . )
Parameter rest p-vrednost St. vzorcev (N) Hipoteza
es
cord MeHg" (popkovni¢na kri) ANOVA 0,01 12 Ha
In cord Hg ** (popkovni¢na kri) ~ ANOVA 0,23 398 Ho
Kruskal-
COG _ 0,01 242 Ha
Wallis test
LANG ANOVA 0,09 242 Ha
Kruskal-
MOT _ 0,01 242 Ha
Wallis test

Besedilo obarvano vijoli¢no in krepko pomeni (mejno) statisti¢no znacilen rezultat. Kratica COG predstavlja kognitivne
(miselne) sposobnosti, kratica LANG predstavlja retori¢ne (govorne) sposobnosti in kratica MOT predstavlja motori¢ne

(gibalne) sposobnosti. Hy pomeni nicelno hipotezo, Ha pa alternativno hipotezo.
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Pri tistih p-vrednostih, ki so manjse od 0,05, smo zavrgli Ho in sprejeli Ha. Pri tej analizi
smo torej ugotovili statisticno znacilno povezavo med delecijo v genu GSTT1 in
koncentracijo MeHg" v popkovniéni krvi (p=0,01, Graf 7) ter nevroloskimi motnjami
opisanimi z COG (p=0,01, Graf 8) in MOT (p=0,01, Graf 10). P-vrednosti, ki so bile med
0,05 in 0,1 smo obravnavali kot mejno statisticno znacilne. Ugotovili smo mejno
statisticno znacilno povezavo med delecijo v genu GSTT1 in nevroloskimi motnjami
opisanimi z LANG (p=0,09, Graf 9). Pri tistih testih ANOVA, Kkjer smo dobili statisti¢no
znacilne in mejno statisticno znacilne povezave/vplive, bi morali v nadaljevanju naredili Se
test ANCOVA. Pri tem bi upostevali dejstvo, da na statisticno znacilen vpliv, ki jih dajo
testi ANOVA, lahko vplivajo tudi kovariate. Z ANCOVO namre¢ izklju¢imo vpliv
kovariat in preverimo, ¢e Se vedno obstaja statisticno znacilna povezava/vpliv. Testa

ANCOVA zaradi velikega Stevila manjkajocih vzorcev nismo uspeli ustrezno izvesti.
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Graf 7: Povpreéne vrednosti koncentracij MeHg" v popkovniéni krvi povezane z delecijo v
genu GSTT1

Ugotovili smo, da obstaja statisticno znacilna povezava med prisotnostjo delecije v genu

GSTT1 in povisanimi koncentracijami MeHg" v popkovniéni krvi. TeZava pri interpretaciji
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teh rezultatov, ki se je moramo zavedati, je zelo majhno Stevilo vzorcev. Zaradi tega
dejstva je moc statisticne analize zelo majhna. Za povecanje te statisticne moci in bolj
signifikantne rezultate bi morali v analizo vkljuéiti ve¢je Stevilo vzorcev. Zaradi omenjene
tezave pri moci statisticne analize sem v literaturi nasla podatke, ki potrjujejo nasSe
ugotovitve. V raziskavi so namre¢ dokazali statistino znacilno povezavo med prisotnostjo

delecije v genu GSTT1 in povisanimi koncentracijami MeHg" v popkovniéni krvi (44).

Od nevrologov smo dobili rezultate nevroloskih testov, ki smo jih vkljucili v naso
statisticno analizo. Glede na p-vrednosti smo ugotovili statistiéno znacilno povezavo med
prisotnostjo delecije v genu GSTT1, povisanimi koncentracijami Hg”* in MeHg" v

popkovnic¢ni krvi ter nevrotoksicnostjo otrok.
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Graf 8: Povpreéne vrednosti COG povezane z delecijo v genu GSTT1
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Graf 9: Povpre¢ne vrednosti LANG povezane z delecijo v genu GSTT1
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Graf 10: Povprecne vrednosti MOT povezane z delecijo v genu GSTT1

Grafi 8, 9 in 10 prikazujejo povezavo med prisotnostjo delecije v genu GSTT1 in

vrednostmi nevroloSkih testov (COG, LANG in MOT). Pri tistih otrocih, ki so imeli
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prisotno omenjeno delecijo, smo opazili nizje vrednosti nevroloskih testov, kar pomeni, da
imajo ti otroci ve¢ nevroloskih motenj. Iz tega bi lahko sklepali, da visje koncentracije
MeHg" v popkovniéni krvi, ki so posledica prisotne delecije v genu GSTT1 vplivajo na
zmanjSane nevroloSke sposobnosti otrok. Ta ugotovitev je v skladu z naso hipotezo, saj je
aktivnost encima GSTT1 zaradi prisotne delecije v genu GSTT1 odsotna ali zmanj$ana.
Posledica odsotne ali zmanjSane aktivnosti encima GSTT1 je manjSa konjugacija in vecje

kopi¢enje MeHg" v tkivih, kar pa vpliva na nevroloske sposobnosti otrok.

4.3.8. Testiranje povezave med prisotnostjo delecije v genu GSTMI,
koncentracijami Hg®* in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter nevrotoksi¢nostjo
otrok pri slovenskih vzorcih

Podatki koncentracij Hg*" in MeHg" v krvi mater in urinu otrok so pri slovenskih vzorcih
manjkali, zato smo preucevali le povezavo delecije v genu GSTM1 s koncentracijami Hg**
in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter z nevrotoksi¢nostjo otrok. Najprej smo s Kolmogorov-
Smirnovim testom preverili normalnost porazdelitve. Glede na rezultate omenjenega testa
smo nato uporabili parametricne (ANOVA, ANCOVA) ter neparametri¢ne teste (Kruskal-
Wallis test) - podrobneje opisano v poglavju 3.4.

Postavili smo dve hipotezi ter nato dolo€ili statisti¢no znacilne povezave/vplive.

Nicelna hipoteza (Ho): Statisti¢no znacilna povezava med delecijo v genu GSTM1,
koncentracijami Hg?* in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri
slovenskih vzorcih ni prisotna.

Alternativna hipoteza (Ha): Statisti¢no znacilna povezava med delecijo v genu GSTM1,
koncentracijami Hg?* in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter nevrotoksi¢nostjo otrok pri
slovenskih vzorcih je prisotna.

S pomoc¢jo ANOVE in Kruskal-Wallisovega testa smo nato glede na p-vrednost dolocili

veljavnost hipoteze.
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Preglednica X1X: Rezultati statisticnih testov ANOVE pri otrocih za gen GSTM1

Statisticni

Parameter est p-vrednost  St. vzorcev (N) Hipoteza
es
In cord Hg®* (popkovni¢na kri) ~ ANOVA 0,89 398 Ho
cord MeHg" (popkovni¢na kri) ~ ANOVA 0,77 12 Ho
Kruskal-
COG ) 0,67 79 Ho
Wallis test
LANG ANOVA 0,78 242 Ho
Kruskal-
MOT ) 0,79 79 Ho
Wallis test

Kratica COG predstavlja kognitivne (miselne) sposobnosti, kratica LANG predstavlja retori¢ne (govorne) sposobnosti in

kratica MOT predstavlja motori¢ne (gibalne) sposobnosti. Hy pomeni ni¢elno hipotezo, Ha pa alternativno hipotezo.

Iz Preglednice XIX je razvidno, da lahko pri vseh zgoraj testiranih parametrih zavrzemo
Ha in privzamemo, da velja Hy. Torej statisticno znacilne povezave med delecijo v genu
GSTM1, koncentracijami Hg?* in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter nevrotoksi¢nostjo otrok

pri slovenskih vzorcih nismo uspeli dokazati.

4.3.9. Testiranje povezave med prisotnostjo kombinacij delecij v genih GSTM1
ter GSTT1, koncentracijami Hg** in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter
nevrotoksi¢nostjo otrok pri slovenskih vzorcih

Podatki koncentracij Hg** in MeHg" v krvi mater in urinu otrok so pri slovenskih vzorcih
manjkali, zato smo testirali le povezavo med prisotnostjo kombinacij delecij v genih
GSTM1 in GSTT1, koncentracijami Hg?* in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter
nevrotoksi¢nostjo otrok pri slovenskih vzorcih. Statisticne analize smo se lotili po
ustaljenem postopku. Najprej smo s pomoc¢jo Kolmogorov-Smirnovega testa preverili
normalnost porazdelitve. Glede na rezultate omenjenega testa smo nato uporabili
parametricne (ANOVA, ANCOVA) ter neparametricne teste (Kruskal-Wallis test) -
podrobneje opisano v poglavju 3.4.

V nadaljevanju smo postavili dve hipotezi in nato doloc€ili statisticno znalilne

povezave/vplive. Hipotezi sta:
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Nicelna hipoteza (Ho): Statisticno znacilna povezava med prisotnostjo kombinacij
delecij v genih GSTM1 in GSTT1, koncentracijami Hg® in MeHg" v popkovni¢ni
nevrotoksi¢nostjo otrok pri slovenskih vzorcih ni prisotna.

Alternativna hipoteza (Ha): Statisti¢no znacilna povezava med prisotnostjo kombinacij
delecij v genih GSTM1 in GSTT1, koncentracijami Hg** in MeHg" v popkovni&ni krvi ter
nevrotoksi¢nostjo otrok pri slovenskih vzorcih je prisotna.

S pomo¢jo ANOVE in Kruskal-Wallisovega testa smo nato glede na p-vrednost dolocili

veljavnost hipoteze.

Preglednica XX: Rezultati statisti¢nih testov ANOVE ter Kruskal-Wallisovega testa pri
otrocih za kombinacijo delecij v obeh genih

Statisti¢ni

Parameter rest p-vrednost  St. vzorcev (N) Hipoteza
es
cord MeHg" (popkovni¢na kri)  ANOVA 0,02 12 Ha
In cord Hg %* (popkovni&na kri) ANOVA 0,75 297 Ho
Kruskal-
COG _ 0,07 241 Ha
Wallis test
LANG ANOVA 0,08 241 Ha
Kruskal-
MOT _ 0,04 241 Ha
Wallis test

Besedilo obarvano vijoli¢no in krepko pomeni (mejno) statisti¢no znaéilen rezultat. Kratica COG predstavlja kognitivne
(miselne) sposobnosti, kratica LANG predstavlja retori¢ne (govorne) sposobnosti in kratica MOT predstavlja motori¢ne

(gibalne) sposobnosti. Hy pomeni nic¢elno hipotezo, Ha pa alternativno hipotezo.

Pri interpretaciji rezultatov povezave moznih kombinacij delecij v obeh genih s
koncentracijami MeHg" v popkovni¢ni krvi imamo tezavo s $tevilom vzorcev. Zaradi zelo
majhnega Stevila vzorcev imamo nizko statisticno moc analize, zato rezultatov ne moremo
ustrezno ovrednotiti in interpretirati. Za povecanje te statisticne moc¢i in bolj signifikantne
rezultate, bi morali v analizo vkljuciti ve¢je Stevilo vzorcev. Zaradi omenjene tezave pri
moci statistine analize sem v literaturi nasla podatke, ki potrjujejo nase ugotovitve. V
raziskavi so namre¢ dokazali statisti¢no znacilno povezavo med prisotnostjo kombinacij

delecij v obeh genih in koncentracijami MeHg" v popkovnic¢ni krvi (44).
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Graf 12: Povprecne vrednosti INLANG povezane z moznimi kombinacijami delecij v genih
GSTM1in GSTT1
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Graf 13: Povprecne vrednosti INMOT povezane z moznimi kombinacijami delecij v genih
GSTM1in GSTT1

V Grafih 11, 12 in 13 so zaradi lepSega prikaza uporabljene logaritmirane vrednosti MOT
(INMOT), LANG (InLANG) in COG (InCOG). Grafi prikazujejo povezavo moznih
kombinacij delecij v obeh genih z vrednostmi nevroloskih testov (COG, LANG in MOT).
Kot lahko vidimo, so vse vrednosti najnizje pri tistih vzorcih, ki imajo prisotni obe deleciji,
kar je v skladu z naso hipotezo. OCitno obstaja statisticno znacilna povezava med
prisotnostjo delecij v obeh genih in nizjimi vrednostmi nevroloskih testov (COG, LANG,
MOT). Otroci, ki imajo nizje vrednosti teh testov, imajo ve¢ nevroloskih motenj. 1z tega bi
lahko sklepali, da visje koncentracije MeHg" v popkovini¢ni krvi ob prisotnosti delecij v
obeh genih vplivajo na zmanj$ane nevroloSke sposobnosti otrok. Ta ugotovitev je v skladu
z naso hipotezo, saj je aktivnost encima GSTM1 in GSTT1 zaradi prisotne delecije v genu
GSTML1 in GSTT1 odsotna ali zmanjSana. Posledica odsotne ali zmanjsane aktivnosti obeh
encimov pa je manjsa konjugacija in vecje kopicenje MeHg" v tkivih, kar vpliva na

nevroloSke sposobnosti otrok.
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4.3.10. Testiranje povezave med prisotnostjo kombinacij delecij v genih GSTM1
ter GSTT1, koncentracijami Hg®* in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter
nevrotoksi¢nostjo pri zdruzeni populaciji hrvaskih in slovenskih otrok

Poleg omenjenih testov smo ob koncu testirali Se povezavo med prisotnostjo kombinacij
delecij v genih GSTM1 in GSTT1, koncentracijami Hg®* in MeHg" v popkovni&ni krvi ter
nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih in slovenskih otrocih. Zopet smo morali s pomocjo
Kolmogorov-Smirnovega testa preveriti normalnost porazdelitve. Glede na rezultate
omenjenega testa smo nato uporabili parametricne (ANOVA, ANCOVA) ter
neparametri¢ne teste (Kruskal-Wallis test) - podrobneje opisano v poglavju 3.4.

V nadaljevanju smo postavili dve hipotezi in nato dolocili statisticno znacilne
povezave/vplive. Hipotezi sta:

Nicelna hipoteza (Ho): Statisti¢cno znacilna povezava med prisotnostjo kombinacij
delecij v genih GSTM1 in GSTT1, koncentracijami Hg®* in MeHg* v popkovniéni
nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih in slovenskih otrocih ni prisotna.

Alternativna hipoteza Ha: Statisti¢no znacilna povezava med prisotnostjo kombinacij
delecij v genih GSTM1 in GSTT1, koncentracijami Hg®* in MeHg" v popkovni¢ni krvi ter
nevrotoksi¢nostjo otrok pri hrvaskih in slovenskih otrocih je prisotna.

S pomoc¢jo ANOVE in Kruskal-Wallisovega testa smo nato glede na p-vrednost dolocili

veljavnost hipoteze.

Preglednica XXI: Rezultati statisticnih testov ANOVE ter Kruskal-Wallisovega testa pri

zdruzeni populaciji otrok za kombinacijo delecij v obeh genih

Parameter Staij(iéni p-vrednost  St. vzorcev (N) Hipoteza
In cord Hg** (popkovni&na kri) ANOVA 0,95 619 Ho
In cord MeHg" (popkovni¢éna kri)  ANOVA 0,03 58 Ha
COG ANOVA 0,18 408 Ho
LANG ANOVA 0,32 408 Ho
MOT ANOVA 0,18 408 Ho

Besedilo obarvano vijoli¢no in krepko pomeni statisti¢no znacilen rezultat. Kratica COG predstavlja kognitivne (miselne)
sposobnosti, kratica LANG predstavlja retoriéne (govorne) sposobnosti in kratica MOT predstavlja motori¢ne (gibalne)

sposobnosti. Hy pomeni ni¢elno hipotezo, Ha pa alternativno hipotezo.
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Pri tistih parametrih, ki imajo p-vrednostih manjse od 0,05, smo zavrgli Hy in sprejeli Ha.
Pri tej analizi smo torej ugotovili statisticno znacilno povezavo med prisotnostjo
kombinacij delecij v obeh genih in koncentracijami MeHg" v popkovniéni krvi (p=0,03,
Graf 14).
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Graf 14: Povprecne vrednosti koncentracij MeHg" v popkovniéni krvi povezane z moznimi

kombinacijami delecij v obeh genih

Graf 14 prikazuje povezavo moznih kombinacij delecij v obeh genih s koncentracijami
MeHg" v popkovniéni krvi. Kot lahko vidimo, so koncentracije MeHg" v popkovniéni krvi
najvisje tam, kjer sta obe deleciji prisotni. Ta ugotovitev je v skladu z naso hipotezo, saj je
aktivnost encima GSTM1 in GSTT1 zaradi prisotne delecije v genu GSTM1 in GSTT1
odsotna ali zmanjSana. Posledica odsotne ali zmanjSane aktivnosti obeh encimov je manjSa

konjugacija in ve¢je kopicenje MeHg" v tkivih.

Pri interpretaciji teh rezultatov moramo biti zelo pazljivi, saj imamo spet tezavo s

statisticno mocjo. Zaradi majhnega Stevila rezultatov imamo nizko statisticno mo¢ analize.
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Za povecanje te statisticne moci in bolj signifikantne rezultate, bi morali v analizo vkljuciti
vecje Stevilo preiskovancev in si priskrbeti popolnejse rezultate. Zaradi omenjene tezave
pri mo¢i statisti¢ne analize sem v literaturi nasla podatke, ki potrjujejo nase ugotovitve. V
raziskavi so namre¢ dokazali statisticno znailno povezavo med prisotnostjo moznih
kombinacij delecij v obeh genih s povisanimi koncentracijami MeHg" v popkovni¢ni krvi
(44).
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5. Sklep

V okviru mojega magistrskega dela smo poskusali dokazati povezavo med prisotnima
delecijama v genih GSTM1 in GSTT1 (posamezno in v kombinaciji) ter povisanimi
koncentracijami Hg®* in MeHg" v krvi mater, popkovni¢ni krvi in urinu otrok. V
nadaljevanju smo Zeleli ugotoviti $e vpliv omenjenih delecij na nevrotoksi¢nost pri otrocih,
ki so bili prenatalno izpostavljeni tem toksi¢nim kovinam in je bila vsebnost le-teh v
bioloskih vzorcih povecana. Nevrotoksicne posledice smo opredelili s pomocjo vrednosti
nevroloskih testov. Pri teh testih so se vrednotile kognitivne (miselne), retori¢ne (govorne)
in motori¢ne (gibalne) sposobnosti otrok. Te vrednosti so nam posredovali nevrologi, ki so

jih pridobili s pomocjo klini¢nih pregledov in Baylejeve lestvice.

Raziskavo v sklopu magistrskega dela zaklju¢ujemo z naslednjimi sklepi:

+ Pri noseCnicah obstaja (mejno) statisticno znacilna povezava med prisotnostjo
delecije v genu GSTT1 in povisanimi koncentracijami MeHg" v krvi mater ter v
popkovniéni krvi.

+ V skupini slovenskih otrok obstaja (mejno) statisti¢cno znacilna povezava med
prisotnostjo delecije v genu GSTT1 in povisanimi koncentracijami MeHg" v
popkovni¢ni krvi ter znizanimi vrednostmi nevroloskih testov (COG, LANG in
MOT). Iz tega lahko sklepamo, da vigje koncentracije MeHg" v popkovniéni krvi,
ki so posledica prisotne delecije v genu GSTT1, vplivajo na zmanjsane nevroloske
sposobnosti otrok.

+ Obstaja statisticno znacilna povezava med prisotnima delecijama v genih GSTM1
in GSTT1 in zmanj$animi vrednostmi motoriénih nevroloskih funkcij otrok v
skupini mater in otrok.

+ Obstaja (mejno) statisticno zna&ilna povezava med prisotnostjo kombinacij delecij
v genih GSTM1 in GSTT1, povisanimi koncentracijami MeHg" v popkovni¢ni krvi
ter nizjimi vrednostmi nevroloskih testov (MOT, LANG, COG) v skupini
slovenskih otrok. 1z tega bi lahko sklepali, da visje koncentracije MeHg" v
popkovini¢ni krvi ob prisotnosti delecij v obeh genih vplivajo na zmanjSane

nevroloske sposobnosti otrok.
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+ Obstaja statisticno znacilna povezava med prisotnostjo kombinacij delecij v genih
GSTML1 in GSTT1 in povisanimi koncentracijami MeHg" v popkovni¢ni Krvi pri

zdruzeni populaciji slovenskih in hrvaskih otrok.

Glede na zgornje ugotovitve ob koncu lahko povzamemo, da ima prisotna delecija v genu
GSTT1 v nasprotju s prisotno delecijo v genu GSTM1 pomembno vlogo pri presnovi
MeHg" in pri vplivu na nevroloske funkcije otrok. S statisti¢no analizo smo dokazali tudi
vpliv kombinacije delecij v obeh genih, vendar menim, da bi bilo v prihodnje to podrocje

potrebno podrobneje raziskati.

Ob koncu bi omenila $e teZzave pri interpretaciji, ki se jih moramo zavedati. Imeli smo
namre¢ tezavo z majhnim Stevilom vzorcev. Zaradi tega dejstva je bila moc statisti¢ne
analize zelo majhna. Za povecanje te statisticne moci in bolj signifikantne rezultate, bi
morali v prihodnje pridobiti popolnejse podatke in v raziskavo vkljuciti vecje Stevilo

preiskovancev.

Menim, da bi bilo v prihodnje smiselno povecati mo€ statisticne analize in natan¢neje
raziskati povezavo med vsemi tremi dejavniki skupaj, in sicer med genotipi mater in otrok,
koncentracijami Hg?* in MeHg" v razli¢nih bioloskih vzorcih in vrednostmi nevroloskih
testov (MOT, LANG, COG).
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7. Priloge

7.1. Lastnosti preiskovane populacije

Preglednica XXII: Lastnosti nose¢nic iz Hrvaske

Parameter
Starost (leta)
<30
30-35
> 35
Kadilski status
nekadilka
kadilka
bivsa kadilka (1-5 let)
bivia kadilka (6-10 let)
bivsa kadilka (>11 let)

BMI med noseénostjo

<185
18,5 24,9
>24.9

koli¢ina zauzitih rib (g/teden)

<150
150 - 300
301 - 450
451 - 600

> 600

79
80
24

109
14

20
22

10
132
41

29
97
46
26
10

Anita Galjot

Srednja vrednost = SD

30,4 +4,7

232+43

303,3+193,2

Koncentracija Hg**, MeHqg" v krvi, laseh, mleku, urinu in popkovni&ni krvi (ng/g)

Hg?* kri
MeHg" kri
Hg? lasje

MeHg" lasje

211

48

212

44

2,8 £2,6
5,3+3,6
865,3+1132,0
2073,8 + 1386,3
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Hg** mleko 117 0,27 + 0,39
Hg?* urin 210 1,0+2,5
Hg®* popkovniéna kri 196 43+45
MeHg" popkovni¢na kri 44 53+3,6

Preglednica XXIII: Lastnosti hrvaskih novorojen¢kov
Parameter N Srednja vrednost + SD

Koncentracija Hg*", MeHg" v urinu (ng/g) 122 0,67 + 3,64

Preglednica XXIV: Lastnosti preiskovane populacije nose¢nic iz Slovenije
Parameter N Srednja vrednost + SD
koli¢ina zauzitih rib (g/teden) 417 177,0 + 149,2

Koncentracija Hg®*, MeHqg" v laseh, popkovni¢ni krvi in mleku (ng/q)

Hg?* lasje 404 325,8+316,9
MeHg" lasje 10 1350,7 + 431,1
Hg®* popkovni¢na kri 423 20+1,7
MeHg" popkovni¢na kri 14 6,8 +29
Hg®* mleko 246 0,27 £ 0,30

7.2. Pogostost delecij v celotni preiskovani populaciji

Preglednica XXV: Pogostost delecij pri celotni preiskovani populaciji

Preiskovanec Delecija N %

GSTM1

Nosec¢nice (HR) Prisotna 113 53,6

Nosecnice (HR) Odsotna 98 46,4

Novorojencki (HR) Prisotna 76 46,1

Novorojencki (HR) Odsotna 89 53,9

Novorojencki (SLO) Prisotna 176 43,5

Novorojencki (SLO) Odsotna 229 56,5
GSTT1
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Nosecnice (HR)
Nosecnice (HR)
Novorojencki (HR)
Novorojencki (HR)
Novorojencki (SLO)

Novorojencki (SLO)

Nosecnice (HR)
Nosecnice (HR)
Nosecnice (HR)
Nosecnice (HR)
Novorojencki (HR)
Novorojencki (HR)
Novorojencki (HR)
Novorojencki (HR)
Novorojencki (SLO)
Novorojencki (SLO)
Novorojencki (SLO)

Novorojencki (SLO)

Prisotna
Odsotna
Prisotna
Odsotna
Prisotna
Odsotna
Kombinacija
GSTM1/GSTT1(odsotna)
GSTM1*0/GSTT1(delno odsotna)
GSTM1/GSTT1*0(delno odsotna)
GSTM1*0/GSTT1*0 (prisotna)
GSTM1/GSTT1(odsotna)
GSTM1*0/GSTT1(delno odsotna)
GSTM1/GSTT1*0(delno odsotna)
GSTM1*0/GSTT1*0 (prisotna)
GSTM1/GSTT1(odsotna)
GSTM1*0/GSTT1(delno odsotna)
GSTM1/GSTT1*0(delno odsotna)

GSTM1*0/GSTT1*0 (prisotna)

51

160

32

133

72

333

77

83

21

30

71

61

19

14

179

154

52

20

Anita Galjot

24,2
75,8
19,4
80,6
17,8

82,2

36,5
39,3
10,0
14,2
43,0
37,0
11,5
8,5
44,2
38,0
12,8

4,9

GSTM1/GSTT1 pomeni prisotnost obeh genov. GSTM1*0/GSTT1 pomeni prisotnost gena GSTT1 in odsotnost gena

GSTM1 (delecija). GSTM1/GSTT1*0 pomeni prisotnost gena GSTM1

GSTM1*0/GSTT1*0 pa pomeni odostnost obeh genov (delecija).

7.3. Rezultati genotipizacije

Preglednica XXVI: Rezultati genotipizacije hrvaskih vzorcev

GSTM1 GSTM1_otrok GSTT1 GSTT1 otrok kombinacija

vzorca

100017 0
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in odsotnost gena GSTT1 (delecija).

Kombinacija_
otrok
/
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100021 1 / 1 / 3 /
100028 0 / 0 / 0 /
100044 0 / 0 / 0 /
100053 0 / 0 / 0 /
100057 1 / 0 / 1 /
100086 1 / 0 / 1 /
100102 1 / 0 / 1 /
100106 0 / 0 / 0 /
100107 0 / 1 / 2 /
100108 1 / 1 / 3 /
100111 1 / 0 / 1 /
100114 0 / 0 / 0 /
100115 0 / 0 / 0 /
100123 1 / 0 / 1 /
100129 1 / 1 / 3 /
100144 0 / 0 / 0 /
100155 0 / 0 / 0 /
100163 1 / 0 / 1 /
100164 0 / 0 / 0 /
100172 0 / 0 / 0 /
100174 0 / 0 / 0 /
100175 0 / 1 / 2 /
100177 1 / 0 / 1 /
100184 0 / 0 / 0 /
100186 1 / 0 / 1 /
100198 1 / 0 / 1 /
100203 0 / 0 / 0 /
100207 1 / 1 / 3 /
100208 0 / 0 / 0 /
100212 1 / 0 / 1 /
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100214 1 / 0 / 1 /
100215 1 / 0 / 1 /
100216 0 / 0 / 0 /
100217 1 / 0 / 1 /
100218 0 / 0 / 0 /
100220 0 / 0 / 0 /
100221 0 / 1 / 2 /
100222 0 / 0 / 0 /
100223 1 / 0 / 1 /
100224 1 / 0 / 1 /
100225 1 / 0 / 1 /
100227 0 / 0 / 0 /
100229 1 / 0 / 1 /
100232 0 / 0 / 0 /
100234 1 / 0 / 1 /
100012 / 0 / 0 / 0
100015 1 0 0 1 1 2
100016 1 0 0 0 1 0
100022 1 1 0 0 1 1
100024 1 1 1 0 3 1
100026 1 0 0 0 1 0
100027 1 0 0 0 1 0
100030 1 1 0 0 1 1
100031 0 0 0 0 0 0
100032 1 0 0 0 1 0
100033 0 0 0 0 0 0
100038 0 1 0 0 0 1
100039 1 1 0 0 1 1
100042 0 0 1 1 2 2
100045 0 1 1 0 2 1
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100046
100047
100050
100055
100058
100060
100063
100064
100066
100068
100069
100070
100072
100073
100074
100075
100077
100078
100082
100087
100090
100091
100093
100095
100096
100097
100098
100099
100100
100101
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100104 1 0 1 1 3 2
100109 0 1 0 0 0 1
100117 1 1 0 1 1 3
100120 1 0 1 0 3 0
100124 0 0 0 0 0 0
100125 0 0 0 1 0 2
100131 0 0 0 0 0 0
100132 1 1 0 0 1 1
100138 1 0 0 0 1 0
100141 0 0 0 0 0 0
100152 1 1 0 0 1 2
100153 0 1 0 0 0 1
100157 0 0 1 1 2 2
100159 1 1 0 1 1 3
100162 0 1 0 0 0 1
100165 0 0 0 1 0 2
100166 1 1 0 0 1 1
100167 1 1 0 0 1 1
100168 0 0 1 0 2 0
100170 0 0 0 0 0 0
100171 0 0 0 0 0 0
100173 1 0 0 0 1 0
100182 1 1 0 0 1 1
100191 1 1 0 0 1 1
100192 0 0 0 0 0 0
100193 0 0 1 0 2 0
100196 1 1 1 1 3 3
100199 0 0 0 0 0 0
100200 1 1 0 0 1 1
100202 0 0 0 0 0 0
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100209
100211
100213
100226
100228
100085
100013
100020
100029
100035
100036
100041
100043
100051
100052
100054
100056
100062
100067

N = IR N S S SN
o o r o o o
P O W Rk Rk P

~
~
~

100071
100076
100079
100080
100083
100084
100092
100094
100103
100110
100116

m P P O O kP kB O kP B P O O O O B kB O O kB O Fkr O kP P O F kP Kk, P
O O B O O O O O ©O B O O O O ©O O Fkr O kB kB P O O O ©O kB O o O Bk
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100118
100119
100122
100126
100127
100128
100134
100135
100136
100148
100150
100154
100156
100161
100169
100183
100185
100187
100190
100194
100195
100201
100205
100210
100230
100231
100233
100040
100065
100081

©O P B O O Fkr O P KB kP P P kP P O RFrP P P O O O O FP P 1B O Fr O Bk
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100088 0 1 1 0 2 1
100089 0 0 1 1 2 2
100105 0 0 0 1 0 2
100113 0 0 1 0 2 0
100130 0 0 0 0 0 0
100142 1 1 0 0 1 1
100143 1 0 0 0 1 0
100146 1 0 0 0 1 0
100149 0 1 1 0 2 1
100151 1 1 1 1 3 3
100176 0 0 1 0 2 0
100178 1 0 0 0 1 0
100179 0 0 0 1 0 2
100181 0 0 0 0 0 0
100188 1 1 1 0 3 1
100206 0 0 0 0 0 0
100219 0 1 0 0 0 1
100018 0 0 0 0 0 0
100023 0 0 0 1 0 2
100037 1 0 0 0 1 0
100140 1 0 0 0 1 0
100197 1 1 0 0 1 1
100121 0 0 0 0 0 0
100133 0 1 0 0 0 1
100137 0 0 0 0 0 0
100139 1 0 0 0 1 0
100145 0 0 0 0 0 0
100147 0 0 1 1 2 2
100158 1 1 0 1 1 3
100160 1 0 0 0 1 0
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100025 1 1 0 1 1 3

Stolpec GSTM1 in GSTT1: 0 pomeni delecija ni prisotna, 1 pomeni delecija je prisotna.Stolpec kombinacija: 0 pomeni
delecija ni prisotna, 1 pomeni delecija je prisotna pri GSTM1 in odsotna pri GSTT1, 2 pomeni delecija je prisotna pri

GSTT1 in odsotna pri GSTM1, 3 pomeni deleciji GSTM1 in GSTT1 sta prisotni. Znak / pomeni odsotnost vzorca.

Preglednica XXVII: Rezultati genotipizacije slovenskih vzorcev
IDvzorca GSTM1 otrok GSTT1 otrok kombinacija otrok
400290 0 2
400070
400074
400085
400090
400099
400103
400106
400107
400110
400111
400115
400116
400121
400123
400130
400133
400136
400137
400138
400141
400144
400149

o O b O O O O ©O P b O P O O O O ©O B O O O O Bk~ P

P P P P, O P P O O O kB P P O O O kP O Rk kB kP Pk
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400150
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400156

400166

400171

400175

400181

400187

400192

400198

400201

400208

400210

400212

400215

400228

400235
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400241

400250

400254

400261

400270

400274

400281

400287

400292

400298

400300

400307

400311

400315

400329
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400336

400339

400399

400402

400405

400408

400412

400415

400417

400420

400422

400425

400429

400431

400435
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400439

400445

400448

400450

400456

400460

400467

400477

400479

400483

400487

400490

400492

400494

400497
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400501

400507

400518

400532

400550

400557

400560

400565

400568

400572

400580

400583

400592

400599

400605
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400607

400611

400617

400623

400628

400634

400637

400639

400645

400651

400655

400472

400076

400089

400093
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400098

400105

400112

400117

400132

400140

400146

400148

400160

400165

400177

400194

400222

400231

400267
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400273

400277

400285

400295

400301

400304

400308

400314

400319

400321

400323

400325

400328

400334

400340
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400392

400401

400407

400411

400423

400436

400443

400451

400466

400471

400480

400502

400505

400516

400522

80



Magistrska naloga Anita Galjot

400528

400534

400551

400553

400562

400566

400574

400577

400581

400587

400594

400601

400608

400615

400620
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400626

400632

400636

400641

400647

400649

400075

400101

400129

400155

400188

400195

400229

400237

400252
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400284

400396

400453

400457

400463

400486

400508

400523

400564

400576

400588

400591

400595

400600

400612
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400629

400652

400104

400179

400214

400268

400309

400428

400444

400481

400602

400096

400126

400151

400185
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400240 / / /
400253 1 0 1
400256 1 0 1
400259 0 0 0
400282 1 0 1
400293 1 0 1
400302 / / /
400441 1 0 1
400476 1 0 1
400554 0 0 0
400558 1 0 1
400585 0 0 0
400621 0 0 0
400646 1 0 1
400656 1 0 1
400517 0 0 0

Stolpec GSTM1 in GSTT1: 0 pomeni delecija ni prisotna, 1 pomeni delecija je prisotna.Stolpec kombinacija: 0 pomeni
delecija ni prisotna, 1 pomeni delecija je prisotna pri GSTM1 in odsotna pri GSTT1, 2 pomeni delecija je prisotna pri

GSTT1 in odsotna pri GSTM1, 3 pomeni deleciji GSTM1 in GSTT1 sta prisotni. Znak / pomeni odsotnost vzorca.
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