Koncentracije cinka u posteljicnom tkivu u normalnim
i patoloskim trudno¢ama

Milin, Cedomila; Verbanac, Donatella; Patrk, jogen; Ciganj, Zlatko;
Frkovié, Aleksandra; Petrovic, Oleg

Source / Izvornik: Medicina, 1995, 96, 35 - 38

Journal article, Published version
Rad u casopisu, Objavljena verzija rada (izdavacev PDF)

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:184:629096

Rights / Prava: Attribution 4.0 International/Imenovanje 4.0 medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-10

(MeD

Medicinski fakultet Sveuciiista u Rijeci R epository /R epozitorij:

Repository of the University of Rijeka, Faculty of
Medicine - FMRI Repository

Bl alliEssn aoar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI [ REPOZITORLJL



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:184:629096
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://repository.medri.uniri.hr
https://repository.medri.uniri.hr
https://www.unirepository.svkri.uniri.hr/islandora/object/medri:7587
https://dabar.srce.hr/islandora/object/medri:7587

-

na

>ar

ith
“ur

ith
(iSH

ent

nce

The
y as
nale

KM,

>Vere

WB.
phia:

Stru¢ni rad
Professional paper

Medicina 1995-96;31-32:35-8

KONCENTRACIJE CINKA U IV)OSTEL]ICNOM, TKIVU U
NORMALNIM I PATOLOSKIM TRUDNOCAMA

ZINC CONCENTRATIONS IN PLACENTAL TISSUE IN NORMAL
AND PATHOLOGICAL PREGNANCIES

Cedomila Milin!, Donatella Verbanac!, Jogen Patrk!, Zlatko Ciganj ?,
Aleksandra Frkowi¢? i Oleg Petrovi¢?

SAZETAK

ICP spektrometrija je nova metoda atomske emisijske
spektrometrije koja je vrlo upotrebljiva u radiitim podrucjima ljudske
djelatnosti pa tako i u medicini. Zbog svoje brzine, preciznosti,
velikog koncetracijskog raspona i multielementarnosti moge se
upotrebljavati u organskim i vodenim ugorcima .

U radu je prikazano mjerenje koncetracije cinka u humanoj
posteljici, pomoéu ICP spektrometrije, s pretpostavkom stvaranja
uvjeta koji bi omogudili definiranje referentnih vrijednosti cinka u
posteljici normalnih i poremeéenih trudnoéa. Sva odredivanja
provedena su koristenjem najnovijih tehnika i metoda koje se
koriste u tu surhu (mikrovalna digestija v kombinaciji s ICP
spektrometrijom). Ovim preliminarnim ispitivanjima nisu nadene
statisticki mmacajne razlike u koncentracijama cinka u posteljicama
bacijentica, usporedivanjem normalnih trudnoéa s patoloskim
trudnoéama i blizanackom trudnodom. Metoda analize cinka
bokazala se kao wrlo prikladna za mjerenje koncentracije ovog
oligoelementa u posteljici.

, Rezultati yada ukazuju na potrebu obuhvadanja puno wedeg
ispitnog uzorka, a w cilju dobivanja relevantnih podataka o
koncetraciji cinka u posteljici normalnih i patoloskih trudnoca.

KLJUCNE RIJECI: elementi u tragovima, cink, ICP
spektrometrija, posteljica
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ABSTRACT

ICP spectrometry is a novel method of atomic emission spec-
trometry which can be used in a very different activity areas and in
medicine, as well. Because of its velocity, precision, large concentra-
tion range and parallel determination of different elements, this
technique can be used for organic and water samples with success.

In an attempt to provide real conditions for determination of
zinc reference values in human placenta during normal and patho-
logical pregnancy, the determination of zinc concentration in hu-
man placenta by ICP spectrometry, is described in this paper. All
determinations were made using recently developed techniques and
methods, which are nowadays available for this purpose (micro-
wave digestion in combination with ICP spectrometry). In these
preliminary investigations, a significant statistical difference was
not observed when we compared normal to pathological and twin
pregnancy. The simplicity of analytic procedure set this method as
a very suitable for measuring zinc concentration in placenta.

The obtained results pointed out to the necessity of much
more samples which have to be taken in to consideration, with
the aim to obtain the relevant information about zinc concentra-
tion in human placenta during normal and pathological pregnancy.

KEY WORDS: trace elements, zinc, ICP spectrometry,
placenta.

On regulira sposobnost kontrakcije mifi¢a, vazan je
za odr¥avanje acidobazne ravnoteZe organizma. Cink
normalizira djelovanje prostate i va%an je za razvoj
svih organa za reprodukciju, pa ga nalazimo i u sper-
mijima. Sudjeluje u procesu vida, a ima vainu ulo-
gu i u normalnom funkcioniranju imunoloskog odgo-
vora. Novija istraZivanja potvrduju njegovu vaZnost
za funkcioniranje mozga i lijeCenje shizofrenije. Na-
dalje, cink je potreban u sintezi DNK i ima ulogu
u odrZavanju konfiguracije molekule RNKZ Od poseb-
nog interesa istraZivafa su specifitne proteinske
domene koje omoguéuju pravilno vezivanje proteina
na DNK, a u svom sredi$tu sadrZe cink. Nazivaju se
“zinc finger” domenama*
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Niz enzima sadr¥i cink koji omoguéuje vezanje
supstrata za aktivno sredilte tih enzima. Kao strukturni
dio molekule cink se nalazi u karboanhidrazi karbok-
sipeptidazi, alkohol-dehidrogenazi, malat-dehidrogenazi,
glutamat-dehidrogenazi, laktat-hidrogenazi, RNK poli-
merazi, DNK polimerazi, timidin kinazi, alkalnoj fosfa-
tazi i posebno va#noj superoksid-dismutazi*

Koncetracija cinka u serumu mijenja se u mnogih
bolesti. Poveéana koncetracija cinka u serumu (hi-
percinkemija) dosta je rijetka i nalazi se u hiperten-
ziji, eozinofiliji, multiplom mijelomu i katkada u
megaloblastiénoj anemiji* Organizam je izloZeniji
deficitu cinka do kojeg mo¥e doéi zbog nasljednog
poremeéaja u metabolizmu cinka, kao §to je sluéaj u
acrodermatitis enterohepatica, zatim zbog neadek-
vatne prehrane, §to je najéesée, ili pak u sklopu drugih
patologkih stanja organizma. Acrodermatitis entero-
hepatica je autosomno recesivno nasljedna bolest u
kojoj dolazi do karakteristiénih promjena na koi,
alopecije i distrofije uz male koncetracije cinka u
serumu, mokraéi i u kosi. U toj bolesti smanjena je
crijevna apsorpcija cinka, odnosno, negativna je “tzv.
sirova ravnote¥a cinka” (engl. crude zinc balance)
pri &emu se vise cinka izluuje iz organizma, nego
to se u organizam unosi. Smatra se da su sniZene
vrijednosti cinka u serumu i njegov kroniéni deficit
esti i da bi terapija cinkom trebala biti isto tako
varna kao i terapija Zeljezom>

Cesée do deficita cinka dolazi zbog neadekvatne
prehrane. Naime najveéi dio cinka iz hrane izgubi se
prilikom prerade ili ga i nema u mjerljivim koli¢inama
ako je tlo oskudno hranjivim sastojcima. Deficit moze
biti i posljedica nekih bolesti (malapsorpcijski sindrom)
ili terapije anabolicima ili kelatorima poput penicilamina.
Kao posljedica deficita cinka javlja se zastoj u rastu i
sazrijevanju skeleta, zastoj u razvoju spolnih organa i
atrofija testisa, hepatosplenomegalija, gubitak osjeta okusa
i mirisa, gubitak apetita, podlo#nost infekcijama, slabo
zaradtavanje rana, ulceracije, dermatitis i proljevi**

Sni¥ena koncetracija cinka u serumu (hipocinke-
mija) javlja se i u graviditetu, a odraz je deficita cinka
u stanicama, s obzirom da fetus za svoj rast tro$i majéin
cink. Nadalje, tijekom trudnoée, smanjeni unos cinka
i snifene vrijednosti cinka u plazmi u izravnoj su
korelaciji s poveéanim rizikom izazivanja prijeviemenog
porodaja i pobataja. Smatra se da je jedan od uzroka
suprimirana aloreaktivna aktivacija T-stanica®

Poremeéaji povezani s deficitom cinka najvise
dolaze do izrazaja tijekom intrauterinog razvoja fe-
tusa. S obzirom da posteljica predstavlja vezu fetusa
sa vanjskim svijetom, mjerenje cinka u posteljici
predstavlja vrlo vazan pokazatelj kojim se moZe dobitiizravan
uvid u odvijanje &itavog niza razvojnih procesa fetusa®

36

Medicina 1995-96;31-32:35.g

Cijeli niz godina znanstvenicima i lije¢nicima je
mjerenje elemenata u tragovima predstavljalo velikj
tehnigki i organizacijski problem. Naime, iako sy
izvanredno vaini, elementi u tragovima, kao 3to im
i samo ime govori, prisutni su u organizmu u vrlo malin,
koli¢inama. Njihova je koncetracija u pojedinim
tkivima u fiziologkim uvjetima vrlo niska®

Zahvaljujuéi razvoju tehnike postalo je moguée
odrediti to&ne vrijednosti pojedinog elementa u cijelom
nizu razli¢itih tkiva i tjelesnih tekuéina. ICP spek-
trometrija (engl. Inductively Coupled Plasma Spec-
trometry) je nova metoda atomske spektrometrije koja
je zbog svojih osobina (brzina, preciznost, girok kon-
cetracijski raspon odredivanja, multielementarnost,
jednostavnost mjerenja i pripreme uzoraka) iznimno
pogodna i korisna u sljedeéim situacijama: kada imamo
mnogo uzoraka, kada mjerimo koncetraciju mnogih
elemenata, kada imamo veliki raspon koncetracija,
kada imamo uzorke u kojih postoji moguénost inter-
elementarnog efekta; i uz sve to veliki broj eleme-
nata se mo¥e odredivati bez dodatne opreme (po-
trebna je samo otopina elemenata)®'®

Cilj ovog rada bio je izmjeriti koncetracije cinka
u humanoj posteljici pomoéu ICP spektrometrije, kao
jedne nove, vrlo sofisticirane i precizne metode odredi-
vanja. Tako dobivene vrijednosti za naSu sredinu Ze-
ljele su se usporediti u posteljici tijekom normalne
trudnoée kao i u raznim patoloskim stanjima trudnoce.

MATERIJAL 1 METODE

Na Klinici za ginekologiju i porodniitvo KBC
Rijeka tijekom vise mjeseci skupljani su uzorci ljud-
ske posteljice. Naknadnim pregledom trudniékih
knji¥ica i partograma, 107 ispitivanih uzoraka grupi-
rano je ovisno o tijeku trudnoée u Cetiri skupine:

1. Normalne terminske trudnoée (69 uzoraka)
2. Intrauterini zastoj fetalnog rasta (13 uzoraka)
3. Prijevremeni porod (13 uzoraka)

4. Blizanacka trudnoéa (12 uzoraka)

Skupljanje uzoraka

Uzorci ljudske posteljice mase od 1,5 do 3,0 g
uzorkovani su neposredno nakon poroda. Uzorkovano
je iz sredi¥njeg dijela, &itave duljine posteljice, a
uglavnom je udaljenost od ruba posteljice iznosila
oko 10 em. Buduéi da pupkovina moZe biti razli¢ito
inserirana u posteljicu, prlikom uzorkovanja nije se
uzimao uzorak s jednake udaljenosti od insercije
pupkovine. Uzorci su se bez ispiranja stavljali u
sterilnu staklenu posudu i donosili na analizu koja se
provodila odmah, bez prethodnog zamrzavanja uzoraka.
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Priprema uzorka

Nakon odvage uzorci su sudeni tijekom 5 sati pri
temperaturi od 105°C . Nakon susenja ohladene sta-
klene botice ponovno su vagane kako bi se odredila
suha teZina uzoraka.

Uzorci su zatim tretirani s 3,0 ml koncetrirane
otopine nitratne kiseline (HNO,, “Kemika” Zagreb)
is 0,5 ml 30 %-tne otopine vodikova peroksida
(H,0, “Kemika”, Zagreb). Nakon toga slijedila je
digestija uzoraka u mikrovalnoj peéi MLS 1200 Mega
microwave digestion system with MDR technology
tijekom 5 minuta pri 300 W. Zatim su uzorci podvrg-
nuti tijekom 30 sekundi 0 W, da bi nakon toga slijedila
digestija na 600 W u trajanju od 5 minuta. Digestija
je zavriavala ventilacijom u trajanju od 1 minute.
Paralelno se u postupak digestije moglo postaviti
10 uzoraka. Nakon hladenja u hladnoj vodi tijekom
15 minuta, uzorci su prebaeni u odmjerne tikvice
od 10 ml i nadopunjeni do oznake.

Mjerenje koncentracije cinka u uzorcima posteljice
pomocu ICP spektrometra. Prethodno pripremljeni
uzorci uneseni su u ICP spektrometar uz pomoé
pneumatske nebulizacije. Mjerenja su provedena na
Philips PU 7000 ICP spektrometru s ASTM D 19756-
91 metodom (1kW snage, 12 L/min hladenje, 38 psi
nebulizacijski tlak), pri valnoj duljini od 213,856 nm.

Standardna otopina cinka (Merk, Darmstat)
od 1000 ppm slu¥ila je za pripremu odgovarajuée
standardne krivulje. Pri postoje¢im eksperimen-
talnim uvjetima najniza granica detekcije iznosila je
0,05 ppm uz 3 % relativno standardno odstupanje.

Sve su dobivene vrijednosti cinka izratene kao
Mg na jedinicu suhe mase tkiva posteljice.

Statisti¢ka analiza

Dobiveni rezultati mjerenja cinka u &etiri razlitite
skupine analizirani su testom analize varijance ANOVA,
ojim su se usporedile rezultati u pojedinim skupi-
Nama medusobno, kao i u odnosu na kontrolnu
skupiny (cink u normalnim trudnoéama).

REZULTATI 1 RASPRAVA

Poteskoce s kojima se najée$ée susreéemo pri-
tkom mjerenja koncentracije cinka u biolotkim uzor-
£'Ma jesu: mala kolitina uzorka za analizu, potpuna
! Winkovira digestija vezivnih i masnih ostataka u
Uzurl.(u i niska koncentracija samog cinka. Ti pro-
"€mi Eesto dovode do odredivanja nizih koncentracija
c“:'ka od onih koje su u uzorku stvarno prisutne. Stoga
Priprema uzorka za analizu, digestija i analiti¢ki
POstupak zavreduju posebnu pozornost!!
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Razvojem novih tehnologija postalo je moguée
smanjiti pogreske u odredivanju to¢nih koncentracija
pojedinog elementa u tragovima u bioloskim uzorci-
ma. Posebno je va¥nost odredivanja progirena na uzorke
tkiva, dok se uzorci seruma danas sve vige koriste
kao orijentacijski testovi.

Posteljica je novi organ koji se stvara u trudnoéi
i jedini organ koji je sastavljen od tkiva dviju osoba:
majke i ploda. Ona predstavlja vezu ploda s vanjskim
svjetom, a ujedno je i zatita ploda od Stetnog utjecaja vanjskog
svijeta. Funkcije posteljice su mnogostruke: nutritivna,
endokrina, cirkulacijska, ekskretorna i zagtitna.

Mnoga patoloska stanja u trudnoéi odrazavaju
se na posteljici, odnosno poremeéaji homeostaze pos-
teljice mogu dovesti do razli¢itih patoloskih stanja
trudnoce, pa je makroskopski i po potrebi mikrosk-
opski pregled posteljice nakon poroda obvezan.
Nadalje, razli¢itim biokemijskim testovima na tkivu
posteljice mogu se dobiti vaini podaci koji upuéuju
na etiopatogenezu razlititih patoloskih stanja trudnoce!2.

U ovom radu mjerena je koncetracija cinka u
ljudskoj posteljici pomoéu ICP spektrometrije, kao
jedne nove, vrlo osjetljive i precizne metode odredi-
vanja. Stovige, u kombinaciji s mikrovalnom digesti-
jom koja je koriStena za pripremu uzorka prije samog
analititkog odredivanja osigurana je kompletna
ra¥¢lamba tkiva. Prilikom rada obradeno je vite od
stotinu uzoraka posteljice.

Tablica 1. Koncentracije cinka u tkivu posteljice
grupirani po ispitivanim skupinama

Ispitivana skupina Broj uzoraka Koncentracija cinka

(Mg/g suhe teZine tkiva)
Normalna terminska trudnoéa 69 56,43 + 10,81
Intrauterini zastoj fetalnog rasta 13 62,16 = 12,14
Prijevremeni porod 13 66,46 + 9,83
Blizanagka trudnoéa 12 57,47 = 10,12

(koncentracije cinka predstavjaju srednju vrijednost + standardna pogreska)

U tablici 1. prikazane su vrijednosti koncetracije
cinka u posteljici po ispitivanim skupinama. Analiza
varijanci pokazala je da ne postoji statisticki zna¢ajna
razlika u izmjerenim koncentracijama cinka izmedu not-
malnih terminskih trudnoéa i ostalih promatranih skupi-
na (intrauterini zastoj fetalnog rasta, prijevremeni porod,

blizanacka trudnoéa); [F (3,103) = 1,82; p=0,1477)].

Dobivene koncetracije cinka tkiva posteljice u
normalnim terminskim trudnoc¢ama su 56,43 + 10,81
mg/g suhe teZine posteljice. U postupak su uzete
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vrijednosti suhe teZine posteljice, kako bi se eventu-
alne pogreske zbog akumulacije vode izbjegle.
Prosje¢na je vrijednost koncentracije cinka za 13
slu¢ajeva u kojih je zamjeéen intrauterini zastoj rasta
ploda 62,16 * 12,14 mg/g suhe tefine posteljice.
Jednaki broj sluajeva kao i za intrauterini zastoj rasta
fetusa, zabiljefen je tijekom provedenog ispitivanja
i za prijevremeni porod. U toj je ispitivanoj skupini
srednja vrijednost koncentracije cinka u posteljici
iznosila 66,46 * 9,83 mg/g suhe tefine tkiva. U 12
posteljica dobivenih nakon poroda blizanaca koncen-
tracija cinka bila je 57,47 % 10,12 mg/g suhe teZine
tkiva posteljice. MoZemo zakljuciti da se iz dobivenih
vrijednosti odmah uodava da veca i bitnija razlika
medu pojedinim ispitivanim skupinama ne postoji.

Nakon provedene statisti¢ke analize nisu pro-
nadene statisticki znadajne razlike u koncetracija-
ma cinka u normalnim terminskim trudnoéama i
ostalim patoloskim stanjima razmatranim tijekom ovog
ispitivanja (intrauterini zastoj fetalnog rasta, prijevre-
meni porod, blizanatka trudnoéa). Ta Cinjenica
upuéuje na nuznost provodenja dodatnih ispitivanja
na znatno veéem broju uzoraka (50 - 60 uzoraka),
kada su patoloske trudnoce u pitanju.

Nadasve je va¥o to¢no odrediti koncentraciju
pojedinih elemeneta u tragovima tijekom trudnode
i u majke i u fetusa, odnosno ploda. Postoje podaci
dobiveni ovakvim ispitivanjima koji mogu dati uvid
u tijek i na&in sazrijevanja ploda. Najpotpuniji pre-
gled daje paralelno odredivanje koncentracije eleme-
neta u tragovima u krvi majke i krvi pupkovine, $to
u svom radu navodi i Malhotra'?, Zajedno sa svojim
suradnicima iz Birminghama, pokazao je da se kon-
centracija cinka u placenti kod patologkih i normalnih
trudnoéa nije razlikovala, veé da razlika postoji u
koncentraciji cinka izmedu normalnih trudnoéa i
trudnoée u zaostalog intrauterinog rasta, U takve
patolotke trudnoée uvidjelo se da je koncentracija cin-
ka u krvi pupkovine znagajno sniZena u odnosu na nor-
malnu trudnoéu. Ong i suradnici odredivali su koncen-
traciju cinka i bakra u krvi majke i u krvi pupkovine
ionskom kromatografijom s ciliem praenja tih eleme-
nata u fazama trovanja trudnica s kadmijem i Zivom".

Podaci dobiveni ispitivanjem sadrZaja i mjere-
njem pojedinih elemeneta u tragovima u tkivu pos-
teljice pokazujuda je koncentracija elemeneta u tragovima
unutar posteljinog tkiva visa od koncentracije istih
elemeneta prisutnih u krvi majke i krvi pupkovine. Poje-
dini autori isti¢u vaznost mjerenja koncentracije eleme-
nata u tragovima u tekuéini izvanembrionalnog celoma
(engl. extraembryonic coelom)'*.

Mo¥emo na kraju zakljuéiti da je za dobivanje
mjerodavnijeg i vierodostojnijeg uvida u kretanje kon-
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cetracije cinka u posteljici u razlid¢itim stanjima
trudnoée potrebno obuhvatiti mnogo veéi (najma-
nje pet puta veéi) broj uzoraka, ali i pokusati doé¢i
do drugih uzoraka, poput krvi pupkovine i krvi majke,
Ti bi podaci zasigurno svaki od njih ponaosob, ali i
zajedno mogli dati cjelovitiju sliku stanja ploda tijekom
devet mijeseci trudnoce.
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