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PHIME in CROME

* Dolgorocna studija izpostavljenosti nizkim koncentracijam elementov v hrani pri
obcutljivi populaciji v Sredozemlju

e Namen: oceniti povezavo med prednatalno izpostavljenostjo nizkim odmerkom
Zivega srebra (preko uzivanja rib) ter nevroloskim razvojem

 |dentificirati genske polimorfizme, ki lahko modulirajo ucinek Hg (in drugih
(pol)kovin) pri nizkih izpostavitvah
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Elementi s potencialnim vplivom na osrednje zivcevje

> 1000 kemikalij nevrotoksicnih v laboratorijskih testih
> 200 kemikalij nevrotoksicnih za ¢loveka
> 10 kemikalij nevrotoksicnih za osrednje zivCevje v obdobju razvoja

(Grandjean and Landrigan, 2014, The Lancet Neurology)
Nevrotoksi¢ne kovine/polkovine: As in spojine, Pb, Hg, Mn

MeHg* zlahka prehaja placento in krvno-mozgansko bariero

Visoka afiniteta kationskih oblik Hg (MeHg*, Hg?*) za SH-skupine = spremembe na
mitohondrijih, peroksidacija mascob, motena tvorba mikrotubulov, motena sinteza
proteinov,...



Zivo srebro in vpliv na osrednje Zivéevje

Silent pandemic
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Figure 1: The effects of a neurotoxic chemical on a population over time

Ref: Grandjean and Landrigan, 2006, Lancet

Epidemioloske Studije izpostavljenosti Hg
zaradi uzivanja morske hrane v ¢asu
nosecnosti:

- SejSeli (ni asociacije)

v" Ferski otoki (motnje spomina, pozornosti,
govora, vizualne percepcije)

v" Nova Zelandija (zniZan 1Q)
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Zasnova studije
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Zasnova studije

Meseci
0

Porod

3 6

v

Nosecénost

VpraSalnik: PODROBEN
Vzorcéenje: VILEKO

Vzorcenje:
LASJE
KRI

URIN

0

Otrok
18

PHIME

Klini¢na preiskava
Vzorcenje:
POPKOVNA KRI

BAYLEY Il

n=284 (SLO)
n=164 (CRO)

—p Meseci ="

CROME

MATER

Vprasalnik: zivlj. navade, prehrana,
SES,...

Sampling: KRI, URIN, LASJE, SLINA

WISC IV

OTROK
Vzorcenje:
LASJE
KRI
URIN
SLINA

n=180 (SLO)
n= vzorcenje Se poteka (CRO)




Hg v materinih laseh in popkovni krvi
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Zivo srebro in vpliv na osrednje Zivéevje

Testi za ocenjevanje nevrotoksicnih ucinkov pri ljudeh izpostavljenim kovinam so opredeljeni
kot: opazovalni, nevro-fizioloski (prevodna hitrost Zivcev, izzvani potenciali, EEG),
fizioloski (miSicna moc, regulacija temperature, refleksi) in biokemijski

Razvojne motnje vkljuCujejo klinicna in sub-klini¢na stanja: mentalna retardacija, motnje ucenja,
ADHD, spekter avtisticnih motenj (ASD), motnje govora, disleksija,....

Subklinicne spremembe pri nevropsiholoskem razvoju lahko vodijo v neurodegenerativne bolezni
kasneje v zivljenskem obdobju!

Veliko studij na izpostavljenosti nizkim koncentracijam Hg iz okolja, izsledki studij nekonsistentni!
(Schoeman et al, 2009. Ther Drug Monit. 2009 Dec;31(6):670-82)



Razvojno testiranje

Bayley Scales of Infant and Toddler Development, Third Edition (Bayley-lll)

Kognitivni

Govorni

Gibalni razvoj
Starost otrok: 18 mesecev
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Bayley Ill ocena Vsi SLOVENIUA HRVASKA p-vrednost st. ?trok z .
Povp. + SD Povp. + SD Povp. + SD zakasnelim razvojem

Kognicija 111.7 + 13.6 1143 + 13.6 106.7 + 13.2

60-145 70-145 60-145 <0.001 6

+ + +

Govor 106.0 + 14.4 105.3 + 13.4 107.5 + 16.0 0,130 o

50-144 56-141 50-144

. 107.4+ 10.3 106.99.5 108.0+ 11.5

Motorika 58-142 61-136 58-142 0395 °




Povezava med Hg, uzivanjem rib in KOGNITIVNIM ter GOVORNIM
razvojem

Govorna domena

Kognitivha domena

Hg v laseh (In) 0.0614 0.903 Hg v laseh (In) 1.1992 0.026
—_ o . — . .

Ribe @.5645 0.070 Ribe _ 0.7752 0.0®

Model RZ(N) 0. =639) Model R? (N) =689)

Hg v popkovni krvi (In) -0.2524 0.647 Hg v popkovni krvi (In) 0.3264 0.581
~

Ribe 0.9312 0.008 Ribe 1.0489 o.oorD
i

Model RZ(N) 0. =571 Model R (N) 0.24 (N=571)

mmm) Pozitivna povezava z uZivanjem rib v noseénosti

Pri obdelavi smo upoStevali naslednje spremenljivke: drzava, starost matere ob porodu, BMI pred porodom, porast teze med nosecnostjo, kajenje, uzivanje
alkohola, obiski pri zobozdravniku, zakonski status, stanovanjska povrSina, lastniski status, Stevilo otrok v druzini, izobrazba starSev, spol otroka, porodna teza,
obiskovanje vrtca pri 18 mesecih starosti, uzivanje svezih in homogeniziranih rib pri 18 mesecih starosti, dojenje in trajanje le-tega

Podoben rezultat smo dobili, ¢e smo namesto uzivanja rib upostevali uzivanje rib in ostale morske hrane.



Glutation S-transferaza (GST)

e Glutation (GSH):
(MeHg*, Hg*)

e GST: katalizira
spojinami

e GSTT1 in GSTM1 delecija = zmanjSana encimska
aktivnost

konjugacija elektrofilnih spojin

konjugacijo GSH z elektrofilnimi

L-glutamate + L-cysteine .
9 Y Parasite plasma

membrane

A 4

+L-glutamyl-L-cysteing
glycine —, glutathione MRP
1 GST conjugate
g toxic nucleophile
GSH — NADPH <=
Reduction of r/d % Pentose phosphate
hydrogen or G R | 1\ pathway:
lipid peroxidos A | | GBPD and B-phosphogluconats
// dehydrogenase
GSSG >NADP+ =

Apolipoprotein E (APOE)

APOE: glavni protein za transport mascob v
mozganih

Apoe aleli: epsilon 2 (g2), epsilon 3 (€3) in
epsilon 4 (g4)

Apoe €4 alel povezan s slabSim obnavljanjem
nevronov in je eden od faktorjev tveganja za
Alzheimer-jevo bolezen

Vloga APOE genskih razli¢ic nedavno spoznana
tudi v razvoju osrednjega zivCevja, saj je APOE
vkljuCen v presnovo holesterola, ta pa ima
pomembno vlogo pri izras€anju aksonov in tvorbi
sinapti¢nih povezav

Potencialna vloga APOE v metabolizmu Zivega
srebra:

O €4 izoforma — ne vsebuje cisteina, ki sicer
veze Hg in ga izloCa iz vezavnih mest v celici



Povezava med razvojem (ocena Bayley lll) in koncentracijo Hg v popkovni krvi glede

na genotip otroka

Koeficient (Cl 95%), p-vrednost, Bayley lll vs. Hg v popkovni krvi (In)

Apoe x Hg

Populacija n Kognicija Govor Motorika Fina motorika Groba motorika

Vsi 283 | -1.41(-3.47,0.66), |-1.03(-3.46, 1.40), | -1.16 (-2.76, 0.44), ||-0.33 (-0.66, -0.01),|| -0.10 (-0.41, 0.22),
0.181 0.406 0.153 0.043 0.553

€2, €3 nosilci | 232 -0.49(-2.76, 1.78), | -0.59 (-3.42, 2.45), | -0.84 (-2.68, 1.00), | -0.29 (-0.66, 0.08), | -0.06 (-0.41, 0.29),
0.949 0.682 0.369 0.122 0.742

€4 nosilci 51 ||-5.44 (-10.7,0.19)) | -2.61(-7.41, 2.20), | -2.54 (-5.94, 0.86), | -0.51 (-1.16, 0.13), | -0.26 (-1.09, 0.57),
0.043 0.276 0.139 0.117 0.528

—

Interakcija p™ | ;o 0.052 0.181 0.275 0.353 0.418

Pri statisticni obdelavi smo upostevali naslednje spremenljivke: drzava, izobrazba starsev, spol otroka, starost matere ob porodu, kajenje matere
med nosecnostjo, BMI matere, ter koncentracije selena (Se) in svinca (Pb) v popkovni krvi

Ostale povezave:

* Negativna povezava: Pb v popkovni krvi in gibalni razvoj pri €2 in €3 nosilcih: -3.2 (Cl 95%: -6.1, -0.23), p=0.035

e Pozitivna povezava: Se v serumu popkovne krvi in govorni razvoj pri celotni populaciji: 7.6 (Cl 95%: -1.3, 16.6), p=0.094

e Vec tock za govorni razvoj pri deklicah (celotna populacija): 7.6 (Cl 95%: 3.45, 10.6), p<0.001

Snoj Tratnik in sod, 2017, Environmental Research



Ugotovitve in smernice za nadaljne studije...

Zmerno pozitiven, a statisticno pomemben vpliv uzivanja rib v nosecnosti na KOGNITIVNI in
GOVORNI razvoj otrok!

Za realnejSo oceno tveganja izpostavitve zivemu srebru zelo pomembna identifikacija obcutljivih
skupin populacije!

Negativno povezavo med prednatalno izpostavljenostjo Hg in kognicijo odkrili le pri nosilcih alela
Apoe €4

V nadaljnih Studijah (7. FP projekt HEALS) iS¢emo nove gene, ki bi lahko vplivali na povezavo med
izpostavitvijo zivemu srebru in razvojem, prav tako upostevamo razlike v presnovi med
posamezniki in preskrbljenost z esencialnimi elementi, socasno izpostavljenost drugim
nevrotoksicnim spojinam ter epigenetske spremembe na identificiranih genih



HEALS: Health and Environment-wide Associations
based on Large population Surveys

[Povezava med okoljem in zdravjem pri velikih populacijskih preiskavah]
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Nabor novih porodnic — sodelovanje z Ginekolosko kliniko (prof. Gersak)

EXHES: Exposure and Health Examination Survey Protocol

—
Father (optional) | ¥ N\ ~. s Mother
\/ / % Mother Father 0/;@\
- (optional) e
v Urine v' Urine D
v’ Saliva v’ Saliva \ \ v’ Saliva Y Meconium
v' Blood v" Blood or v Hair
dried blood v Cord blood \
(compulsory) \ v’ Colostrum
v’ Dried blood v Urine or
v' Saliva v’ Saliva (compulsory) breastmilk
v' Hair v" Dried blood
v’ Cord tissue v Hair
(optional) v Placenta tissue
Planiranih (optional)
150 dvojckov

150 enojckov, ki se po datumu rojstva in spolu ujemajo z dvojcki

Mother

300 dodatnih enojckov

In the hour following the birth
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