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POPIS KRATICA:

AChE — acetilkolinesteraza

AKT — protein kinaza B; serin/treonin-protein kinaza AKT

BMP7 — kostani morfogenetski protein 7 (bone morphogenetic protein.7)

C64 — zlo¢udna novotvorina bubrega, osim bubrezne zdjelice, prema MKB-10 klasifikaciji
C67 — zlocudna novotvorina mokra¢nog mjehura prema MKB-10 klasifikaciji

c-Myc — protoonkogen c-Myc; transkripcijski ¢imbenik c-Myc¢

DMSO- dimetil sulfoksid

FGFR3 — receptor 3 za fibroblastni ¢cimbenik rasta (fibroblast growth factor receptor 3)

HER2 — receptor 2 za humani epidermalni€imbenik rasta (human epidermal growth factor

receptor 2)
HIF — ¢imbenik induciran hipoksijom (hypoxia-inducible factor)

HIF-1a — alfa podjedinica ¢imbenika induciranog hipoksijom 1 (hypoxia-inducible factor I-

alpha)

IARC — Medunarodna agencija za istrazivanje raka (International Agency for Research on

Cancer)
MAPK — mitogenom.aktivirana protein kinaza (mitogen-activated protein kinase)

MDCKI1 — stani¢na linija Madin-Darbyjevih pse¢ih bubreznih stanica tipa I (Madin-Darby
Canine Kidney type I cells)

MDK — maksimalno dopustena koncentracija
MKB- Medunarodna klasifikacija bolesti i srodnih zdravstvenih problema (MKB-10)

mTOR — cilj rapamicina u sisavaca / mehanisti¢ka meta rapamicina (mechanistic target of

rapamycin)



mTORCI — kompleks 1 mehanistiCke mete rapamicina (mechanistic target of rapamycin

complex 1)

NLRP3 — NLR obiteljski pirinski domen sadrzavajuci protein 3 (NLR family pyrin domain

containing 3)
PI3K — fosfatidilinozitol-3-kinaza (phosphoinositide 3-kinase)
RB1 — gen retinoblastoma 1 / protein retinoblastoma 1

STAT3 — prijenosnik signala 1 aktivator transkripcije 3 (signal transducer and activator of

transcription 3)

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

TP53 — tumorski protein p53 / gen TP53

VEGF — vaskularni endotelni ¢cimbenik rasta (vascular endothelial growth factor)
WNT4 — ¢lan obitelji WNT 4 (Wnt family member 4)

WTI1 — Wilmsov tumor 1; gen WT1

B-katenin — beta-katenin; protein ukljucen u stani¢nu adheziju 1 signalni put Wnt/p-katenin



1. UVOD

Arsen (As) i uran (U) prirodno su prisutni u okoliSu te se, ovisno o geokemijskim i hidrogeoloskim
uvjetima, mogu pojaviti u podzemnim i povrSinskim vodama namijenjenima‘ljudskoj potrosnji.
Dugotrajna izloZenost putem vode za pice jedan je od najznacajnijih okoliSnih putova unosa ovih
elemenata u op¢oj populaciji.

Arsen je toksicni metaloid Siroko rasprostranjen u okoliSu, prisutan u vodi, tlu, zraku i hrani.
Anorganski oblici arsena prepoznati su kao karcinogeni za ljude te su. povezani s povecanim
rizikom razvoja malignih bolesti, osobito raka koze, pluéa i mokraénog mjehura, ali i S nizom
nekancerogenih zdravstvenih ucinaka, ukljucuju¢i kardiovaskularne i metabolicke poremecaje (1—
3).

Uran nema poznatu biolosku funkciju u ljudskom organizmu te se smatra okoliSnim. toksinom.
Zdravstveni ulinci urana prvenstveno se pripisuju njegovoj kemotoksi¢nosti, osobito
nefrotoksi¢nosti, dok radioloski u€inci imaju manji znacaj pri okoliSnim koncentracijama.
Kroni¢na izloZenost, prvenstveno. putem kontaminirane vode za pice, povezuje se s oStecenjem
bubrezne funkcije, dok su dokazi o njegovoj karcinogenosti 1 okoliSnim uvjetima ograniceni i
predmet su znanstvene rasprave (4-6).

Arsen 1 uran nisu esencijalni za ljudsko zdravlje 1 oba se smatraju okoliSnim toksinima sa
znac¢ajnim toksicnim potencijalom cak i pri niskim razinama izlezenosti. Zbog svoje geokemijske
1 hidrogeoloske specifiénosti, osobit znanstveni interes imaju u kontekstu istocne Hrvatske.
Poseban interes za istocnu Hrvatsku proizlazi iz €¢injenice da su povisene koncentracije arsena u
podzemnim vodama Panonskog bazena dobro dokumentirane. IstraZivanja su obuhvatila vise
lokaliteta Osjecko-baranjske i Vukovarsko-srijemske Zupanije, gdje su u pojedinim razdobljima
zabiljezene koncentracije koje viSestruko premasuju preporucene grani¢ne vrijednosti za vodu za
pice (7,8).

Uran je u pravilu prisutan u nizim koncentracijama, no geogeni izvori povezani s litoloskim
sastavom 1 mineralizacijama (npr. podru¢je Papuka) mogu rezultirati mjerljivim optere¢enjem
pojedinih izvora vodoopskrbe (9). Zajedno, arsen i uran predstavljaju predmet znanstvenog
interesa kroz tri komplementarne perspektive: okoliSnu prisutnost 1 putove izloZenosti,
biomonitoring izloZenosti putem bioloskih uzoraka (urin, serum i kosa) te mogucu povezanost s
ucestalos¢u malignih bolesti uropoetskog sustava, osobito raka bubrega (C64) i raka mokra¢nog
mjehura (C67) prema Medunarodnoj klasifikaciji bolesti (MKB) (10,11).



1.1. Arsen

Arsen (As; Z = 33; relativna atomska masa 74,92) metaloid je koji u okoliSu postoji u organskim
1 anorganskim oblicima. U kontekstu izlozenosti stanovnistva od klju¢ne su vaznosti anorganski
oblici, prvenstveno arsenit (As(IIl)) i arsenat (As(V)), pri cemu se As(lll) veéinom Smatra
proteina. Specijacija arsena u vodi ovisi 0 pH-vrijednosti, redoks potencijalu, prisutnosti zeljeza i
mangana, organskih tvari te mikrobnoj aktivnosti, §to objasnjava znaéajne prostorne i vremenske
varijacije koncentracija u podzemnim vodama (12-14).

Arsen je u prirodi prisutan u tlu, vodi, zraku i stijenama te se javlja u vise alotropskih oblika,
ukljucujuéi sivu (metalnu), Zutu 1 crnu modifikaciju, od kojih je sivi arsen najstabilniji. Poznat je
covjecanstvu jo§ od antike, a u renesansi je stekao zloglasnu reputaciju zbog Ceste uporabe kao
otrova, prvenstveno zbog svoje bezbojne i bezmirisne prirode (15).

U okolisu arsen potjece iz prirodnih 1 antropogenih izvora. Prirodni izvori ukljuéuju vulkansku
aktivnost, eroziju stijena i mineralne izvore, dok antropogeni izvori<obuhvaéaju rudarske
aktivnosti, spaljivanje fosilnih goriva, uporabu pesticida i industrijsku proizvodnju. Industrijske
otpadne vode i nekontrolirano odlaganje otpada dodatno pridonese kontaminaciji tla i vode
arsenom. Anorganski arsen u okolisu se javlja u Cetiri oksidacijska stanja: —III, 0, +111 i +V, pri
¢emu su za vodu za pice najvazniji oblici As(111) i As(V) (16).

Vise od 200 minerala sadrzi arsen, najceS¢e u obliku sulfidnih minerala poput arsenopirita
(FeAsS), realgara (As+S4) 1 orpimenta (As:Ss3). Upodzemnim vodama arsen se najcesce pojavljuje

u obliku As(111) 1 As(V), pri pH-vrijednostima izmedu 6 i 9, uobicajenim za vec¢inu vodonosnika.

.....

(1,15,17).

Oneciscéenje pitke vode arsenom prepoznata je kao znacajan globalni javnozdravstveni problem.
Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) preporucuje referentnu vrijednost od 10 pg L za arsen
u vodi za pice, pri ¢emu je ta vrijednost oznacena kao privremena zbog tehnickih 1 ekonomskih
ogranic¢enja uklanjanja arsena, osobito u malim vodoopskrbnim sustavima (18-20). Medunarodna
agencija za istrazivanje raka (IARC) klasificira anorganski arsen kao karcinogen za ljude (skupina
1), s jasno dokazanom povezanoS$¢u s rakom kozZe, mokra¢nog mjehura 1 pluca, dok su dokazi 0
pojavi raka bubrega slabiji i manje konzistentni (3).

Na podrucju Europe, povisene koncentracije arsena posebno su zabiljezene u aluvijalnim
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vodonosnicima Panonskog bazena. Istrazivanja provedena u isto¢noj Hrvatskoj pokazala su da
geogeni arsen u podzemnoj vodi predstavlja dugotrajan problem za javne sustave vodoopskrbe i
privatne zdence. U radu Cavar i suradnika zabiljeZene su koncentracije arsenau vodi za piée u
rasponu od 0,14 do 611,89 pg/L, uz povisene koncentracije arsena u kosi stanovnika 1zlozenijih

podrucja, §to jasno ukazuje na izlozenost putem vode (7,19).

1.2. Uran

Uran (U; Z = 92; relativna atomska masa 238,03) prirodni je radionuklid i kemijski element iz
skupine aktinoida. U okoliSu je prisutan u tragovima u tlu, stijenama i vodi, a najzastupljeniji
izotop je #**U. Iako je uran radioaktivan, u vecini okoli$nih studija najznacajniji zdravstveni rizik
pripisuje se njegovoj kemotoksi¢nosti, osobito nefrotoksi¢nosti, dok radioloski‘u€inci postaju
relevantni tek u specificnim okolnostima, poput profesionalne izlozenosti ili inhalacije finih
Cestica (21,22).

Uran se u organizmu nakuplja ponajprije u kostima, bubrezima i jetri, a primarno se eliminira
putem urina. Toksi¢nost urana ovisi o dozi, trajanju izloZenosti kao i individualnim ¢imbenicima
poput spola i indeksa tjelesne mase. Eksperimentalne studije na zivotinjskim modelima potvrdile
su akutnu nefrotoksi€nost urana, obiljeZenu smanjenjem glomer ravnoteze, sto se povezuje s
oSte¢enjem proksimalnih bubreznih tubula (21,23). ularne filtracije, porastom koncentracije uree i
kreatinina u plazmi kao i poremecajem elektrolitne

Epidemioloski podaci o kroni¢noj izloZenosti uranu iz okolisa i-e$teCenju bubrezne funkcije kod
ljudi ograniceni su i neujednaceni. Studije provedene u Finskoj i drugim nordijskim zemljama,
gdje su zabiljezene viSe koncentracije prirodnog urana u vodi za pice, nisu dosljedno pokazale
jasnu povezanost s klini¢ki znacajnim osteCenjem bubrezne funkcije (24-26). Pregledni radovi
naglaSavaju da je za razvoj toksicnih ucinaka potrebna dugotrajna i relativno visoka izloZenost,
kako bi se uran akumulirao u ciljanim organima iznad praga toksic¢nosti (11).

U vodi se uran najcesc¢e pojavljuje u obliku uranil-iona (UO2?") i njegovih karbonatnih kompleksa.
Njegova mobilnost ovisi o redoks uvjetima, pH-vrijednosti, alkalitetu te adsorpciji i desorpciji na
mineralnim fazama poput oksida Zeljeza i mangana, karbonata i glinenih minerala. U
oksidiraju¢im uvjetima oblici U(VI) su relativno topljivi 1 mobilni, dok u reduciraju¢im uvjetima

moze doc¢i do redukcije u U(IV) i precipitacije, ¢ime se smanjuje njegova mobilnost u okolisu (27).



1.3. Povezanost arsena i urana s rakom bubrega i mokra¢nog mjehura

Iako su arsen i uran kemijski i bioloski razli¢iti elementi, zajednicko im je da se nakon ingestije,
osobito putem vode za pice, distribuiraju krvotokom te se u razli¢itoj mjeri izlucuju bubrezima.
Zbog toga je uropoetski sustav bioloski relevantna meta njihove toksicnosti. Za arsen postoji évrsta
epidemioloska povezanost s karcinogenezom mokra¢nog mjehura, dok su podaci 0 povezanosti s
rakom bubrega manje konzistentni, ali upuc¢uju na mogucu povezanost u populacijama s visokom
razinom izloZenosti. Uran se, s druge strane, primarno povezuje s nefrotoksi¢noscu, dok je njegova
karcinogenost pri okoli$nim razinama izloZenosti predmet znanstvene rasprave i zahtijeva opreznu

interpretaciju, osobito u ekoloSkim studijama (28,29).
1.3.1. Rak bubrega (C64)

Rak bubrega, najéesée karcinom bubreznih stanica (engl. Renal cell carcinoma-RCC), ubraja se
medu &e$ce solidne tumore odrasle populacije. Cini priblizno 2-3 % svih malignih tumora u
odraslih i jedan je od deset najéeséih kar¢inoma u muskaraca. Ces¢i je u muskaraca nego u Zena,
s omjerom incidencije oko 2: 1, anajcesée se dijagnosticira u dobi izmedu 60 1 70 godina. Najvisa
incidencija zabiljeZena je u razvijenim zemljama Europe, Sjeverne Amerike i Australije, dijelom
zbog vece prevalencije ¢imbenika rizika, ali 1 zbog bolje dostupnosti dijagnostickih metoda (30—
32).

Poznati Cimbenici rizikaza razvoj raka bubrega ukljucuju puSenje, pretilost, arterijsku
hipertenziju, kroni¢nu bubreznu bolest, dugotrajnu hemodijalizu, odredene nasljedne sindrome
(npr. von Hippel-Lindauov sindrom) kao. i-profesionalnu izlozenost pojedinim kemikalijama
poput trikloretilena. U etioloskom smislu, interes za okoliSne onecis¢ivace u vodi za pice proizlazi
iz njihove dugotrajne, niskodozne izloZenosti velikog dijela populacije (33,34).

Za arsen, izvjeS¢a IARC i dio epidemioloskih studija navode bubreg kao potencijalno ciljno mjesto
karcinogenog djelovanja. Smatra se da su ucinci posredovani kombinacijom genotoksi¢nih 1
epigenetskih mehanizama, oksidativnog stresa i poremecaja stani¢nih signalnih puteva. Medutim,
za razliku od raka mokra¢nog mjehura, dokazi za uzroénu povezanost arsena s rakom bubrega
slabiji su i manje dosljedni (3,28,35).

Na molekularnoj razini, arsen moze inducirati malignu transformaciju bubreZnih stanica putem
povecanja oksidativnog stresa, oSteCenja DNA 1 epigenetskih promjena, ukljucujuéi aberantnu

DNA metilaciju i disregulaciju tumorskih supresorskih gena. Eksperimentalni modeli pokazuju da



kroni¢na izloZenost arsenu moze transformirati renalne maticne stanice u stanice s obiljezjima
karcinoma, uz povecanu ekspresiju markera invazivnosti i stani¢ne stemnosti (36,37).

U mehanizmu nastanka raka bubrega, arsen ne djeluje kao klasi¢ni izrayni mutagen, vec
karcinogene ucinke ostvaruje kombinacijom kroni¢nog genotoksicnog stresa; epigenetske
deregulacije 1 poremecaja signalnih putova ukljucenih u diferencijaciju 1 regeneraciju bubreznog
epitela. Eksperimentalni modeli pokazali su da dugotrajna izlozenost anorganskom arsenu moze
transformirati renalne matic¢ne i progenitorske stanice u stanice s obiljezjima malignog fenotipa
(35).

Jedan od klju¢nih mehanizama ukljucuje indukciju oksidativnog stresa, s pove¢anom produkcijom
reaktivnih kisikovih vrsta 1 posljedi¢nim oStecenjem DNA. ‘Arsen remeti mehanizme popravka
DNA vezanjem na sulthidrilne skupine proteina ukljucenih u odrzavanje genomske stabilnosti, $to
dovodi do akumulacije mutacija i kromosomske nestabilnosti (28,36).

Na epigenetskoj razini, kroni¢na izloZenost arsenu uzrokuje aberantnu metilaciju DNA i promjene
u ekspresiji gena kljuénih za razvoj bubrega, ukljucuju¢i WT1, WNT4 i BMP7. Ove promjene
povezane su s poremecajem diferencijacije irodrzavanjem stanica u stanju pojacane proliferacije i
stani¢nog stem potencijala (35,37). Takoder, arsen modulira signalne puteve povezane s upalom i
reguliranom stani¢nom smréu §to pokazuju istrazivanja koja ukazuju na ulogu NLRP3-
posredovane piroptozeu bubreznim stanicama, pri ¢emu niske doze arsena.inhibiraju piroptozu i
poticu proliferaciju, dok visoke doze induciraju citotoksicnost i oStec¢enje tkiva. Ovaj ucéinak
ovisan-0 dozi moze doprinijeti inicijaciji i progresiji karcinoma bubrega (35).

Najces¢i histoloski tip raka bubrega je karcinom bubreznih stanica, koji ¢ini oko 85 % svih
slucajeva. Potjece od epitela proksimalnih‘tubula i u svojoj patogenezi cesto ukljucuje poremecaje
u signalnim putevima povezanim s hipoksijom, osobito akumulaciju ¢imbenika induciranih
hipoksijom (HIF), §to dovodi do pojacane angiogeneze putem vaskularnog endotelnog ¢imbenika
rasta (VEGF) i stvaranja mikrookoliSa pogodnog za rast tumora (38). Klinic¢ka slika raka bubrega
u ranim stadijima Cesto je nespecificna ili asimptomatska. Klasi¢na trijada simptoma — lumbalna
bol, hematurija i palpabilna masa — prisutna je u manje od 10 % bolesnika. Porast incidencije raka
bubrega dijelom se pripisuje 1 ¢eS¢oj uporabi slikovnih dijagnostickih metoda, poput ultrazvuka,
kompjutorizirane tomografije i magnetske rezonancije, koje omogucuju ranije otkrivanje tumora.
Ako se bolest dijagnosticira u ranom stadiju, petogodi$nje prezivljenje moze doseci i do 90 %
(39,40).



1.3.2. Rak mokraé¢nog mjehura (C67)

Rak mokraénog mjehura ¢ini oko 3 % svih malignih bolesti i znacajno je ¢es¢i u muskaraca nego
u Zena, s omjerom incidencije priblizno 3 : 1. NajceSc¢e se dijagnosticira u debi izmedu 60 i 70
godina, a najveca uCestalost zabiljeZena je u zemljama Sjeverne Amerike i Europe(32,41).
Najvazniji 1 naj¢es¢i ¢imbenik rizika za razvoj raka mokra¢nog mjehura je pusenje. PuSaci imaju
tri do Cetiri puta veci rizik razvoja ove bolesti u odnosu na nepusace. Pusenje uzrokuje genetske
promjene u urotelu, osobito u genima TP53, FGFR3 i RB1; koje su povezane s razli¢itim
podtipovima i stupnjevima agresivnosti tumora (42,43).

Profesionalna izlozenost kemikalijama, posebice aromatskim aminima u industriji boja, gume,
koze i kemikalija, takoder znacajno povecava rizik razvoja raka mokra¢nog mjehura. U pojedinim
regijama svijeta, poput Egipta, visoka ucestalost raka mokracnog mjehura povezuje se s kroni¢nom
infekcijom parazitom Schistosoma haematobium (44).

Prema okoli$noj izlozenosti anorganski arsen u vedi za piée jedan je od rijetkih kontaminanata za
koji postoji snazan znanstveni konsenzus o karcinogenosti za mokra¢ni mjehura kod ljudi. IARC
ga svrstava u skupinu 1 karcinogena, s jasnom epidemioloskom povezanoscu izmedu razine i
trajanja izloZenosti te rizika razvoja raka mokra¢nog mjehura (3,45,46).

Mehanizmi djelovanja arsena u karcinogenezi mokra¢nog. mjehura ukljucuju indukciju
oksidativnog stresa, oSte¢enje DNA, epigenetske promjene te aktivaciju signalnih puteva koji
poticu proliferaciju, angiogenezu i epitelno-mezenhimalnu tranziciju. Arsen takoder potice
metaboli¢ko reprogramiranje tumorskih stanica'i poveéava njthovu invazivnost i otpornost na
stani€ni stres (47—49). Za razliku od raka bubrega, molekularni mehanizmi djelovanja arsena u
karcinogenezi mokraénog mjehura znatno su bolje istrazeni i epidemioloski potvrdeni. Arsen je
klasificiran kao karcinogen skupine 1 za rak mokraénog mjehura, s jasnom povezanosti izmedu
razine 1 trajanja izloZenosti 1 rizika razvoja bolesti (3,45,46).

Na genotoksi¢noj razini, arsen inducira oksidativna oSteenja DNA, ukljucujuéi povecanje
oksidacijskih adukata poput 8-OHdG (engl. 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosine), te remeti sustave
popravka DNA, $to dovodi do akumulacije mutacija u urotelnim stanicama (28,36). Ujedno, arsen
ne uzrokuje specificne mutacijske potpise, ve¢ djeluje kao promotor karcinogeneze kroz kroni¢ni
stani¢ni stres.

Epigenetski mehanizmi imaju srediSnju ulogu u arsenom induciranoj transformaciji urotela.

Opisane su globalne 1 genski specifiéne promjene u metilaciji DNA, modifikacijama histona 1
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ekspresiji mikroRNA, koje imaju za posljedicu deregulaciju onkogena i tumorskih supresorskih
gena. Ove promjene pridonose stabilnosti malignog fenotipa i otpornosti na stanicnu smrt (36,37).
Na razini signalnih putova, kroni¢na izlozenost arsenu dovodi do aktivacije PI3K/AKT/mTOR,
MAPK i STAT3 osi, kao i do aberantne aktivacije HER2 1 B-katenin/c-Myc signalizacije.
Posljedice su pojacana proliferacija, migracija i angiogeneza urotelnih stanica, uz poticanje
epitelno-mezenhimalne tranzicije i povecanje invazivnosti tumora (47).

MetaboliCko reprogramiranje predstavlja dodatni vazan mehanizam. Arsen aktivira HIF-la i
mTORCI signalizaciju, ¢ime se potice glikoliza, pove¢avaunos glukoze 1 omogucuje akumulacija
onkometabolita, Sto pogoduje rastu tumora u hipoksicnom mikrookoliSu mokra¢nog mjehura
(48,49).

Novija istrazivanja ukazuju na ulogu endoplazmatskog stresa i aktivacije njegovog sustava
kontrole kvalitete - unfolded protein response (UPR) koji reagira na stres u endoplazmatskom
retikulumu (ER). Arsen putem modulacije UPR-a omogucuje prezivljavanje stanica u uvjetima
kroni¢nog stresa, ¢ime dodatno potice/malignu transformaciju i1 progresiju raka mokracnog
mjehura (48,49).

Rani stadiji raka mokra¢nog mjehura imaju relativno dobru prognozu, s petogodisSnjom stopom
prezivljenja ve¢om od 75 %. Posljednjih desetljeca u mnogim je zemljama zabiljeZen pad
incidencije, $to 'se pripisujé smanjenju prevalencije puSenja i unapredenju preventivnih i

dijagnostickih strategija (50).

1.4. Istrazivanje citotoksi¢nosti arsena na stani¢noj liniji bubreZnog epitela pasa (MDCK1)

Stani¢na linija MDCK1 (Madin—Darby Canine Kidney) potjece iz epitelnih stanica distalnog
tubula bubrega psa i predstavlja jedan od najce$ée koristenih in vitro modela za proucavanje
funkeije bubreznog epitela, transportnih mehanizama i1 nefrotoksi¢nog djelovanja razli¢itih
kemijskih spojeva. Zbog svoje stabilnosti, reproducibilnog rasta i sposobnosti formiranja
polariziranog epitela, MDCK stanice omogucuju detaljnu analizu ucinaka toksina, ukljucujuc¢i
arsen, na stani¢nu morfologiju, metabolizam, oksidativni stres i mehanizme stani¢ne smrti (51).

MDCK stanice karakterizira sposobnost formiranja polariziranog epitelnog monosloja s jasno
definiranim apikalnim i bazolateralnim domenama. Stanice ili domene razvijaju funkcionalne
¢vrste medustani¢ne spojeve (engl. tight junctions, lat. zonula occludens), ukljucujuéi proteine

Z0O-1 1 okludine, ¢ime se uspostavlja epitelna barijera koja u velikoj mjeri oponaSa strukturu i



funkciju bubreznog tubularnog epitela in vivo (51,52). Zahvaljujuéi tim svojstvima, MDCK stanice
Siroko se primjenjuju u toksikoloskim i farmakoloskim istrazivanjima, osobito u procjeni ucinka
nefrotoksi¢nih tvari na integritet epitela i ionski transport.

MDCK stani¢na linija predstavlja vrijedan i dobro validiran in vitro model za prouc¢avanje
toksi¢nih ucinaka arsena na bubrezni epitel. Dostupni eksperimentalni podaci pokazuju da arsen
inducira oksidativni stres, mitohondrijsku disfunkciju i1 stanicnu smrt, Sto se ocituje izrazenim
morfoloskim i funkcionalnim ostecenjima epitela (53). Razumijevanje ovih mehanizama klju¢no
je za procjenu okoli$nih zdravstvenih rizika i razvoj preventivnih i terapijskih strategija protiv
arsenom inducirane nefrotoksi¢nosti. Arsen povecava intracelularnu” proizvodnju reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS, engl. Reactive Oxygen Species), Sto dovodi do oksidativnog oste¢enja lipida,
proteina i nukleinskih kiselina. Ovi procesi imaju za posljedicu narusavanje staniéne homeostaze
i funkcionalnog integriteta stanice. Arsen interferira s mitohondrijskim lancem prijenosa elektrona,
smanjujuéi sintezu adenozin-trifosfata (ATP) i uzrokujuéi energetski stres, Stoga dolazi do
poremecaja mitohondrijskog membranskog potencijala i aktivacije signalnih puteva. stani¢ne
smrti. IzloZenost arsenu modulira niz signalnih puteva, ukljuc¢uju¢i MAPK, PI3K/Akt i NF-«B,
koji sudjeluju u regulaciji proliferacije, upalnih odgovora i apoptoze. Aktivacija ovih puteva ovisi
o koncentraciji arsena i trajanju izloZenosti. Pri nizim koncentracijama arsen pretezno inducira
apoptozu, dok pri viSim koneentracijama dolazi do nekroze, obiljeZene brzim gubitkom integriteta
stani¢ne membrane i nekontroliranim oslobadanjem intracelularnog sadrzaja (54).

Rezultati in vitro istrazivanja ukazuju da ucinci arsena na MDCK stanice ovise o koncentraciji i
vremenu izloZenosti. Opisane promjene ukljucuju: smanjenje adhezije stanica, fragmentaciju
citoskeleta, poremecaj ionskog transporta, povecanje permeabilnosti epitelne barijere.

Cak i niske koncentracije arsena (0,1-1 pM) uzrokuju promjene u polarizaciji epitela, dok vise
koncentracije (>10 uM) dovode do izrazenog oksidativnog stresa, oSte¢enja mitohondrija i brzog
stani¢nog kolapsa. Morfoloske promjene ukljucuju zaobljavanje stanica, gubitak medustani¢nih
spojeva, odvajanje od podloge 1 smanjenje gustoce epitelnog monosloja. Funkcionalno se ocituju
smanjena transportna sposobnost epitela, poremecaj ionske homeostaze 1 povecana propusnost

epitelne barijere (55,56).



1.5. Djelovanje arsena na aktivnost acetilkolinesteraze (AChE)

Acetilkolinesteraza (E.C. 3.1.1.7., AChE) je serinska esteraza koja hidrolizira neurotransmiter
acetilkolin u kolinergi¢noj sinapsi u centralnom i u perifernom Zivéanom sustavu 1 time kontrolira
prijenos ziv€anih impulsa. Aktivnost AChE je od iznimne vaznosti za oCuvanje homeostaze
organizma. Inhibicijom aktivnosti AChE dolazi do nakupljanja acetilkolina i poremecaja u
prijenosu ziv€anih impulsa (desenzibilizacija receptora) Sto se manifestira tzv. kolinergickom
krizom. Ova kriza koja uklju¢uje mucnine, salivaciju, paralizu diSnog sustava, kao krajnji ishod
ima smrt organizma. Inhibitori AChE mogu biti razli€iti prirodni spojevi kao $to su npr. alkaloidi
(huperzin A), karbamati (fizostigmin) 1 peptidi (fascikulin iz otrova zelene mambe) ili sintetski
spojevi, u koje se ubrajaju arsen i visokotoksi¢ni organofosforni spojevi koji se koriste kao
pesticidi 1 Ziv€ani bojni otrovi (57). Utjecaj arsena na acetilkolinesterazu (AChE) je inhibicija
aktivnosti enzima. Eksperimentalni podaci iz razli¢itih modela (misevi, Stakori, amfipodi)
pokazuju da izlozenost arsenitu ili arsenatima dovodi do smanjenja aktivnosti AChE u mozgu i
serumu, Sto je povezano s neurotoksi¢nim efektima, poremecéajem kognitivnih funkcija i motoricke
koordinacije (58). Mehanizam inhibicije ukljucuje direktnu interakciju arsena s. funkcionalnim
grupama enzima, pri ¢emu arsen moze formirati adukte s tirozinskim reziduima u aktivnom mjestu
AChE (59).

U nekim slucajevima, kroni¢na izlozenost arsenu moze dovesti do reverzibilnih promjena u
aktivnosti AChE, ali kontinuirana izloZenost rezultira trajnim neurokemijskim i bihevioralnim
poremecajima (60). Osim inhibicije, zabiljeZeni su 1 slucajevi povecanja aktivnosti AChE u
odredenim regijama mozga kod Zivotinja izloZenih arseniku, $to je povezano s neuroinflamacijom
1 kognitivnim deficitima (61). Medutim, dominantni wuc€inak je smanjenje aktivnosti
acetilkolinesteraze. Smanjena aktivnost AChE moZe se koristiti kao biomarker izloZenosti arsenu
1 njegovih neurotoksi¢nih uc¢inaka. Ovi ucinci su ovisni o dozi i smatra se da je inhibicija AChE
izraZzenija pri visSim koncentracijama arsena (62,63). Kroni¢no izlaganje arsenu kod pili¢a
izloZzenih endosulfanu cikloidienskom. insekticidu iz skupine organoklorina dovodi do smanjenja
aktivnosti acetilekolinesteraze i u niskim koncentracijama (64), ali i1 inhibira aktivnost AChE u

serumu (65).



1.6. Regionalni kontekst isto¢ne Hrvatske

Istocna Hrvatska, kao dio Panonskog bazena, geoloski i1 hidrogeoloski pripada podrucju u kojem
prevladavaju aluvijalni i deltni sedimenti s reduktivnim uvjetima, $to pogoduje mobilizaeiji arsena
u podzemnim vodama. Takvi uvjeti, u kombinaciji s prisutnos¢u zeljeznih i manganovih oksida
kao i organskih tvari, stvaraju povoljan okoli$ za desorpciju arsena i njegov prijelaz u.vodenu fazu
(66). Istrazivanja provedena na podrucju isto¢ne Hrvatske pokazala su da su vodonosnici povezani
sa slivovima Drave i Dunava skloniji poviSenim koncentracijamaarsena u.odnosu na one povezane
sa slivom Save. Ujevi¢ i suradnici opisali su vaznu ulogu reduktivnih uvjeta i sedimentoloskih
karakteristika u procesu mobilizacije arsena u dubokim vodonosnicima isto¢ne Hrvatske (19,67).
Uz arsen, za regionalni kontekst vaZno je 1 postojanje geogenih izvora urana, osobito na podrucju
Papuka 1 Krndije, gdje su ranija geoloska istrazivanja opisala pojavu uranskih mineralizacija u
metamorfnoj podlozi. lako koncentracije urana u vodi za pi¢e uglavnom ne prelaze medunarodne
referntne vrijednosti, lokalne litoloSke znacajke mogu rezultirati mjerljivim optere¢enjem
pojedinih izvora vodoopskrbe (9,68). Studije biomonitoringa provedene u. isto¢noj Hrvatskoj
ukazuju na to da su koncentracije urana u bioloskim uzorcima stanovnistva uglavnom niske, ali da
se izloZzenost putem vode pri takvim koncentracijama prvenstveno odrazava u urinu, dok su
koncentracije u kosi 1 serumu slabije korelirane s unosom..Takvi nalazi naglasavaju vaznost
odabira‘odgovaraju¢ih bioloskih matrica u procjeni kroniéne izlozenosti (10,69).

Znanstveni pristup istraZzivanju utjecaja arsena i urana na zdravlje stanovniStva isto¢ne Hrvatske
polazi od pretpostavke da je voda za pi¢e dominantan put unosa arsena u pogodenim podrucjima,
dok je za uran nuzno razluciti doprinos geogenih izvora i specifi¢nosti njegove biokinetike.
Ekoloske analize odnosa izmedu koncentracija u okoliSu, bioloskim uzorcima i ucestalosti
malignih bolesti ne dokazuju uzrocnost, ali mogu posluziti kao vrijedna osnova za daljnja
analiticka i kohortna istrazivanja uz kontrolu poznatih confounding ¢imbenika (mjesajucih ili
zbunjujucih ¢imbenika, vanjskih varijabli koje mogu biti povezani s uzrokom i ishodom bolesti)
poput pusenja, dobi, spola, profesionalne izloZenosti i socioekonomskog statusa (70). Unatoc
dugogodis$njim istraZivanjima prisutnosti arsena u podzemnim vodama Panonskog bazena, jo$
uvijek postoji vrlo ogranic¢en broj integriranih koje istodobno povezuju okolisSni monitoring,
biomonitoring stanovniStva i epidemioloSke podatke o malignim bolestima uropoetskog sustava,
uz eksperimentalnu procjenu toksi¢nosti. Ova disertacija ima za cilj upravo takav integrirani

pristup.
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2. HIPOTEZA

1. Stanovnici s ispitivanog podru¢ja koji su izloZeni arsenu i uranu u vodi. imaju vece
vrijednosti arsena i urana u serumu, urinu i kKosi.

2. Na podrucju Papuka gdje je bilo zabiljezeno prisustvo geogenog urana izmjerene su vece
vrijednosti urana u vodi 1 bioloskim uzorcima.

3. Stanovnici s ispitivanog podruc¢ja na kojima su izmjerene povisene vrijednosti.arsena u vodi i
bioloskim uzorcima imaju veéu ucestalost karcinoma bubrega 1 mokraénog mjehura.

4. Stanovnici s ispitivanog podruc¢ja na kojima su izmjerene povisene vrijednosti urana u vodi i
bioloskim uzorcima imaju veéu ucestalost karcinoma bubrega 1 mokra¢nog mjehura.

5. Epitelne stanice bubrezne linije MDCK 1 ¢e pokazati ovisnost o dozi i viemenu izlaganja arsenu
te ¢e s povecanjem koncentracije arsena u vodi do¢i do povecanja proliferacije stanica i smanjenja

apoptoze uz porast koncentracije acetilkolinesteraze u in vitro uvjetima.

3. CILJ ISTRAZIVANJA

1. Odrediti vrijednosti arsena.i urana u serumu, urinu i kosi-ispitanika u naseljima

2. Odrediti vrijednosti arsena i urana u vodi za pi€e u javnoj vodoopskrbi i ostalim izvorima vode
(bunari, vodotaci) u ispitivanim naseljima

3. Odrediti 19-godi$nju kumulativnu incidenciju karcinoma bubrega i mokra¢nog mjehura za
svako ispitivano naselje

4. Usporediti izmjerene vrijednosti radi identifikacije naselja sa izmjerenim poviSenim arsenom i
uranom kako bi se utvrdila moguéa povezanost izmedu izmjerenih vrijednosti arsena i urana u
vodi, populaciji i tumora uropoetskog sustava.

5. Utvrditi postojanje nefrotoksi¢nog u¢inka arsena in vitro na modelu stanica bubreznog epitela.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ispitivano podrucje

Disertacija predstavlja dio projekta ,Istrazivanje dugotrajnih posljedica rata na 'zdravlje
populacije* Ministarstva znanosti, obrazovanja i sporta Republike Hrvatske.

Ispitivano podruéje predstavljaju naselja na podrucju Osjecko-baranjske, Viroviticko-podravske i
Pozesko-slavonske zupanije koji predstavljaju dio sliva Drave i Dunava, kao i naselja koja
okruzuju planinu Papuk.

IstraZzivanja su uradena u skladu s etickim nacelima i preporukama Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta u Osijeku, uz potpisani obrazac informiranog pristanka za svakog od
ispitanika.

Ispitivana podrucja se dijele u Cetiri skupine:

1. Ispitivana skupina: naselja u kojima su dosadaSnjim istraZivanjima utvrdene povisene
vrijednosti arsena u vodi: grad-Osijek, opéine Cepin i Vladislavci.

2. Kontrolna skupina: naselja u kojima su vrijednosti arsena u pitkoj vodi bile unutar maksimalno
dozvoljenih koncentracija prema Pravilniku o kvaliteti vode za piée: grad NasSice, opéine Dalj,
Vocin, Caginci i Velika.

3. Ispitivana skupina: naselja koja okruzuju podrucja bogata geogenim uranom koji je i zabiljezen
u prethodnim istrazivanjima (podrucje ,,Radlovacke serije,, Sire podrucje Parka prirode Papuk),
Vocin, Nasice, Caginci i Velika (Slika 2),

4. Kontrolna skupina: naselja na podrucjima u kojima nisu zabiljezene povisene koncentracije
urana (Osijek, Dalj, Cepin i Vladislavci).

Prema Popisu stanovni§tva Drzavnog zavoda za statistiku Republike Hrvatske iz 2011. godine,
ispitivana naselja su imala slijede¢i broj stanovnika: Osijek- 108 048, Cepin- 11571, Vladislavci-
1882, Dalj- 3937, Nasice- 16 224, Voéin-2382, Cacinci- 2802 i Velika- 5607 stanovnika (71).

Ispitivano podrucje je prikazano na Slici 1.
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Slika 2. Mapa Europe sa prikazanim podru¢jima bogatim geogenim uranom na kojoj se isti¢e

podrucje Papuka iz Prirodoslovnog muzeja u Becu (izvor fotografije Marina Vidosavljevic).



4.2. Prikupljanje i analiza uzoraka vode

Ukupno je prikupljen 81 uzorak vode za pice iz sustava javne vodoopskrbe i privatnih zdenaca, u
skladu s unaprijed definiranim planom uzorkovanja, iz svih ispitivanih naselja. Uzorci vode
pohranjeni su u polietilenske boc¢ice volumena 250 mL, koje su prethodno dekontaminirane 24-
satnim namakanjem u 10 %-tnoj dusi¢noj kiselini (HNOs) na sobnoj temperaturi. Nakon
dekontaminacije bocice su ispraznjene, isprane deioniziranom vodom i pohranjene u polietilenske
vrecice do uzorkovanja. Prilikom uzorkovanja, uzorci vode-zakiseljeni su dodatkom 10 mL/L
koncentrirane dusi¢ne kiseline (HNOs, 65 %) radi stabilizacije elemenata u tragovima te su
zaSti¢eni od vanjskog onecis¢enja. Uzorci su isti dan transportirani u laboratorij, gdje su pohranjeni
na —30 °C do analize. Prije analize uzorci su odmrzavani na sobnoj temperaturi tijekom 24 sata te

su analizirani izravno metodom ICP-MS, bez dodatne kemijske obrade.

4.2. Analiza bioloskih uzoraka (serum,urin i kosa)
4.2.1. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 492 odrasla i punoljetna ispitanika. Od togaje 391 ispitanik s
podrudja Osjecko-baranjske Zupanije (Osijek, Nasice, Vladislaveiy Cepin i Dalj), 79 ispitanika s
podrudja Virovitiéko-podrayske zupanije (Ca¢inéi.i Voéin) te 22 ispitanika s podrudja Pozesko-
slavonske zupanije (Velika). Kod ispitanika'€e se analizirati koncentracije arsena i urana prema
spolu 1 dobi u razli€itim ispitivanim naseljima. Ispitanici su podijeljeni u tri dobne skupine: 1
dobna skupina; 18-39 godina, 2 dobna skupina: 40-59 godina i treca dobna skupina obuhvacala je
ispitanike starije od 60 godina.

Svi ispitanici ispunili su strukturirani anketni upitnik koji je obuhvac¢ao osnovne demografske
podatke (dob, spol), podatke o Zivotnim navikama te moguce profesionalne i okolisne izlozenosti
metalima 1 metaloidima. Istrazivanje je provedeno u skladu s etickim nacelima 1 odobrenjem
Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Osijeku (broj 2158/61-02-82/2-06) i Instituta za
medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu (klasa 01-18/23-02-2/1, ur.br. 100-21/23-16).
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4.3. Prikupljanje, obrada i analiza bioloSkih uzoraka

Uzorci kose uzimani su sa zatiljne regije pomocu skara od nehrdajuceg Celika (Sirine priblizno 1
cm 1 duljine 3 cm) te pohranjeni u polietilenske vre¢ice. Uzorci su oprani destiliranom vodom,
namoceni u acetonu tijekom jednog sata, deset puta isprani deioniziranom vodom i suSeni na zraku
24 sata. Na 0,1 g uzorka dodano je 1 mL 65 % HNOs (Ultraapur, Merck KGaA, Njemacka 3),
nakon ¢ega je uzorak digestiran u mikrovalnoj pe¢nici (Ethos D Microwave Labstation Milestone,
Danska). Nakon hladenja uzorci su razrijedeni do volumena 12 mL 1 analizirani masenim
spektrometrom s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS ELAN DRC-e, Perkin Elmer SCIEX,
SAD). Uzorci urina prikupljeni su kao prvi jutarnji- urin u polietilenske bocice. Uzorci su
analizirani izravno ICP-MS metodom prema standardiziranom protokolu.

Uzorci krvi prikupljeni su venepunkcijom, nakon ¢ega je centrifugiranjem izdvojen serum. Serum
je pohranjen u krioepruvete i skladiStenna —30 °C do analize. Prije analize uzorci su razrijedeni 1
% HNOs. Sav koristeni laboratorijski pribor prethodno je dekontaminiran namakanjem u 10.%
HNO: i ispiran deioniziranom vodom. Instrument je redovito kalibriran vanjskim standardima uz
primjenu internih standarda (Y, In, Tb i Bi). Analiticke metode validirane su primjenom
certificiranih referentnih ‘materijala 1 sudjelovanjem u medunarodnim interkalibracijskim
ispitivanjima. Instrument je kalibriran nakon svakog 12.-tog uzorka, vanjskim standardom (71-
Element Group Multi Element Standard Solution, Inorganic Ventures, USA), uz primjenu internih
standarda s elementima Y, In, Tb i Bi. Interkalibracija (medunarodna laboratorijska provjera)
provedena je u suradnji s IFA Tulin (Department of the University of Natural Resources and
Applied Life Sciences, Vienna, in cooperation with the Vienna University of Technology and the
University.of Veterinary Medicine). Analiticke metode bile su validirane standardnim referentnim
materijalima (ICP Multi Element Standard Solution X CertiPUR for Surface Water Testin, Merck,
Njemacka), te standardnim uzorcima (Trace Elements Urine Blank i Trace Elements Urine, SERO
AS, Norveska). Poliatomske interferencije s elementima Fe, As, Cr, uklanjane su u dinamickoj

reakcijskoj komori instrumenta uz pomo¢ reaktivnog plina metana (CHa).

4.4. Epidemioloski podaci

U istrazivanju pojavnosti raka bubrega (C64) i mokra¢nog mjehura (C67) su koristeni podatci

Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u Zagrebu za period 01.01.2000- 31.12.2018.
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godine prema sijelu bolesti uz primjenu Desete revizije MKB (MKB 10). S obzirom da se radi o
dugotrajnom razdoblju kao mjerodavan uzet je Popis stanovnistva iz 2011. godine za ispitivana
naselja te je izraCunata ukupna incidencija na 100.000 stanovnika kroz navedeni period (71).
Obzirom na mali broj oboljelih, za svako ispitivano naselje pojavnost je izracunata pomocu
formule i izraZzena kao stopa (na 100.000 stanovnika), radi lakSe komparacije sa relevantnim
istrazivanjima.

Broj oboljelih tijekom 19 godina

Ucestalost karcinoma = - - x 100,000
Broj stanovnika

4.5, Ispitivanje citotoksi¢nosti arsenovog trioksida na stani¢noj liniji bubreZnog epitela
MDCK1

4.5.1. Stani¢na linija i uvjeti uzgoja

Za ispitivanje citotoksi¢nih i antiproliferativnih ucinaka arsenovog trioksida (As20:) koristena je
stani¢na linija epitelnih stanica distalnog tubula bubrega psa. Madin—Darby Canine Kidney,
sublinija MDCK1 (ECACC 85011435; UK aHSA, Porton Down, Salisbury, UK). Stanice su
koristene u 24.-26. pasazi. Stanice su uzgajane u Dulbecco maedificiranom Eagle mediju (DMEM,;
Gibco, EU) dopunjenom s 10 % fetalnog govedeg seruma inaktiviranog toplinom (FBS; Gibco,
EU), 2 mM L-glutamina;penicilin/streptomicin (100.U/mLi 0,1 mg/mL). Kultivacija je provedena
u vlaznoj atmosferi pri 37 °C i 5 % CO: u COz inkubatoru (IGO 150 CELLIifeTM, JOUAN,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Prije svakog pokusa broj zivih stanica procijenjen
je bojenjem tripan plavilom.

4.5.2. MTT test stani¢ne odrzivosti/proliferacije

Stani¢na odrzivost i1 proliferacija procijenjene su kolorimetrijskim MTT testom koji se temelji na
redukciji zutog tetrazolijevog reagensa MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev
bromid) u netopljivi ljubicasti formazan u metaboli¢ki aktivnim stanicama. Nakon otapanja
formazana u organskom otapalu, apsorbancija se mjeri spektrofotometrijski, pri ¢emu je signal
proporcionalan broju metabolicki aktivnih stanica. MDCK1 stanice nasadene su u ploce s 96 jazica
ravnog dna (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Austrija) u gusto¢i 2 x 10* stanica/mL i inkubirane

24 sata radi adherencije. Arsenov trioksid (As20s, Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Germany)
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pripremljen je otapanjem u sterilnoj destiliranoj vodi. Radne otopine pripremane su svjeze na dan
eksperimenta. Stanice su tretirane As20s u finalnim koncentracijama od 10, 20, 50, 100 i 200 pgL-
1 kroz 48, 72 i 96 sati. Po isteku inkubacije medij je uklonjen, a u svaku jazicu dodana je MTT
otopina (5 mgmL™). Stanice su potom inkubirane 4 sata pri 37.°C, nakon ¢ega su nastali
formazanski kristali otopljeni u dimetil sulfoksidu (DMSO). Apsorbancija je mjerena na Citacu
mikrotitarskih plo¢ica iMark™ (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) pri valnoj duljini 595 nm. Svi
pokusi provedeni su u tri neovisna ponavljanja, pri cemu je svaki uzorak analiziran u triplikatu.
Kontrolnu skupinu ¢inile su netretirane MDCKI1 stanice, a‘slijepa proba sadrzavala je samo MTT
reagens i DMSO (bez stanica). Postotak stani¢ne proliferacije/odrzivostiizracunat je u odnosu na

kontrolu prema standardnoj formuli:

0 Auzorka — A slijepa proba

= X1
°~ Akontrola— A slijepa proba 00

Ispitivanje citotoksi¢nosti arsenovog trioksida primjenom MTT testa provedeno je na Zavodu za

medicinsku kemiju, biokemiju i laboratorijsku medicinu Medicinskog fakulteta u Osijeku.

U slucaju znacajnog inhibicijskog u¢inka As.Os na proliferaciju MDCKI1 stanica, planirana je
dopunska procjena mehanizama stani¢ne smrti odredivanjem apoptoze bojenjem aneksinom V-
FITC i propidijevim jodidom, uz analizu protocnom  citometrijom ili fluorescentnom
mikroskopijom, sukladno standardnim protokolima. Obzirom da se navedeni u¢inak nije postigao,

nisu radene dopunske analize (72-75).

4.5.4. IstraZivanje utjecaja As203 na aktivnost ljudske acetilkolinesteraze

Acetilkolinesteraza (E.C. 3:1.1.7., AChE) je serinska esteraza koja hidrolizira neurotransmiter
acetilkolin u kolinergi¢noj sinapsi u centralnom i u perifernom ziv€anom sustavu i time kontrolira
prijenos Ziv€anih impulsa. Aktivnost AChE je od iznimne vaznosti za ofuvanje homeostaze
organizma. Inhibicijom aktivnosti AChE dolazi do nakupljanja acetilkolina i poremecaja u
prijenosu zivcanih impulsa (desenzibilizacija receptora) $to se manifestira tzv. kolinergickom
krizom. Ova kriza koja ukljuuje mucnine, salivaciju, paralizu diSnog sustava, kao krajnji ishod

ima smrt organizma. Inhibitori AChE mogu biti razli€iti prirodni spojevi kao $to su npr. alkaloidi
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(huperzin A), karbamati (fizostigmin) i peptidi (fascikulin iz otrova zelene mambe) ili sintetski
spojevi, u koje se ubrajaju arsen i visokotoksi¢ni organofosforni spojevi koji se koriste kao
pesticidi 1 ziv¢ani bojni otrovi. U pokusu odredivanja aktivnosti AChE koristen je 0,1 mol/L
natrijev fosfatni pufer pH 7,4 pripremljen titracijom 0,1 mol L™ otopina soli Na;HPO. (Kemika,
Hrvatska) i NaH2PO4 (Kemika, Hrvatska), pri 25 °C. Za odredivanje pH koristen je pH-metar
SevenEasy pH s InLab® 413 elektrodom (Mettler-Toledo GmbH, Svicarska), koji je bazdaren
standardnim otopinama pufera pH 4,01 + 0,02, pH 7,00 £ 0,02 i pH 9,21 £+ 0,02 (Mettler-Toledo
GmbH, Svicarska). Kao supstrat AChE koristen je acetiltiokolin jodid (ATCh; Sigma-Aldrich,
SAD) ishodne otopine 20 mmol mL™ pripremljene u-destiliranoj vodi. Reagens 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzojeva kiselina (DTNB, Sigma-Aldrich, SAD), koristen za odredivanje aktivnosti enzima
Ellmanovom metodom, prireden je kao 6,0 mmol/mL otopina u fosfatnom puferu. Sve koristene
kemikalije bile su analiti¢ke ¢istoée. As2Qs je pripremljen kao ishodna otopina od 0,25 mg mL* u
destiliranoj vodi uz lagano zagrijavanje do 30 °C sve do potpune otopljenosti. 1z ishodne otopine

pripremljena je i otopina 0,125 mg mL™* razrjedenjem 1:1 u destiliranoj vodi za potrebe mjerenja.
4.5.4.1. Enzimski preparat

Kao izvor ljudske AChE koriSteni su eritrociti dobiveni iz uzoraka heparinizirane krvi. Eritrociti
su izolirani centrifugiranjem.(20 min, 2500 okretaja u minuti), nakon ¢ega su tri puta isprani s
fizioloSkom.otopinom kako bi se uklonila eventualno zaostala plazma. Isprani eritrociti razrijedeni
su fosfatnim puferom do volumena uzorka pune krvi. Uzorei eritrocita Cuvani su do upotrebe na -
20 °C. Uzorci su odmrzavani i razrjedivani, ovisno o pokusu, u fosfatnom puferu neposredno prije
pokusa. Svi uzorci heparinizirane krvi dobiveni su od zdravih dobrovoljaca u Institutu za

medicinska istrazivanja i medicinu rada, Zagreb,

4.5.4.2. Odredivanje aktivnosti kolinesteraza metodom po Ellmanu

Aktivnost AChE pracena je spektrofotometrijski metodom po Ellmanu pri 25 °C uz tiokolinski
supstrat ATCh i DTNB kao tiolni reagens. Ova se metoda temelji na indirektnom mjerenju
enzimske aktivnosti. Naime, enzimskom hidrolizom tiokolinskog supstrata nastaje tiokolin (TCh)
koji po nastanku reagira s tiolnim reagensom DTNB-om. U reakciji nastaje anion 5-tio-2-
nitrobenzojeve kiseline (TNB) koji daje zZuto obojenje reakcijskoj smjesi. Porast apsorbancije

(AA/min) koji je proporcionalan je aktivnosti enzima, pracen je u ovom slucaju pri valnoj duljini
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od 436 nm a ne standardno 412 nm kako bi se smanjila poCetna absorbancija uzorka uzrokovana
hemoglobinom. Slika 3 prikazuje reakciju Ellmanove metode izmedu tiokolina nastalog
hidrolizom ATCh i DTNB-a. Sva mjerenja Ellmanovom metodom radena su spektrofotometrom
CARY UV-VIS Multicell Peltier (Agilent, SAD) s termostatiranim ku¢iStem pri 25 °C u Kivetama

s optickim putem od 1 cm.

‘j\ pl,j" + H,0 acetilhulinesteraza_r__ jj\ . qu.,_ +aH*
g o g T

ATCh octena kiselina tiokolin

coor

i NO,
coor 5 .
"“"\-.,.-r\ll + S| —_— NO, + HSI\/N"'\
S (e S ® 02N
S 4

tiokolin NO, Coo
Coo

DTNE TMEB anion

Slika 3. Ellmanova metoda

Reakcijska smjesa za odredivanje enzimske aktivnosti sadrzavala je 30 umol/L DTNB,
fosfatni pufer, enzim (400 puta konac¢no razrjedenje eritrocita). Razrjedenje eritrocita odabrano je
tako da u mjerenju promjena absorbancije u.vremenu (AA/min) iznosi oko 0,1 kod koncentracije
tiokolinskog supstrata od 1,0 mmol L (25 °C, pH 7,4). Nakon dodatka enzima u reakcijsku smjesu
dodan je AsO3 u konaénim koncentracijama 0,025, 0,0125, 0,00625, 0,00025 i 0,0002 mg mL™.
Mjerenje enzimske aktivnosti zapoceto je dodatkom supstrata ATCh u reakcijsku smjesu do
ukupnog volumena od 1,0 ml, a-trajalo je dvije minute. Kod svih uzoraka tijekom mjerenja
promjena absorbancije bila je linearna s vremenom (vrijedi Lambert-Beer-ova zakonitost).
Izmjerena je i reakcija As2Oz 1 supstrata kako bi se vidjelo ima li ovaj ispitivani spoj i sam utjecaj
na hidrolizu supstrata. Neenzimska reakcija u ovom slucaju nije zabiljezena. Istrazivanje je
provedeno na Zavodu za toksikologiju, Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u

Zagrebu.
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4.6. Statisticka obrada podataka

Dobiveni eksperimentalni podatci obradeni su primjenom metoda osnovne (deskriptivne)
statistike, metodom linearne regresijske analize, metodom klaster analize (engl. Cluster Analysis-
CA) i i metodom analize glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis- PCA).
Multivarijantne metode obrade podataka (klaster analiza i PCA) koriStene su radi identifikacije
obrazaca u podatcima, procjene medusobnih odnosa varijabli i utvrdivanja slicnosti i razlika medu

ispitivanim uzorcima.
4.6.1. Klaster analiza

Klaster analiza predstavlja multivarijantnu metodu obrade podataka kojom se objekti
(uzorci) grupiraju u klastere na temelju njihove medusobne slicnosti. Osnovno nacelo klaster
drugim klasterima. U ovom radu klaster analiza koristena je kao dopuna osnovnoj statisti¢koj
obradi podataka, s ciljem klasifikacije uzoraka, uocavanja strukturnih obrazaca te 1dentifikacije
potencijalnih odstupajucih lokacija (outliers).

U hijerarhijskoj klaster analizi (HCA) rezultati se prikazuju u obliku dendrograma. Klju¢ne
komponente HCA.-su odabir mjera (ne)slicnosti izmedu objekata i nac¢ina povezivanja (engl.
linkage): Od koristenih mjera udaljenosti najpoznatije su;‘euklidska udaljenost (engl. Euclidean
distance), kvadrirana euklidska udaljenost (eng. Squared  Euclidean distance), Manhattan
udaljenost i udaljenost Mahalanobisa. Za povezivanje klastera najcesce se primijenjuju metode:
metoda najblizeg susjeda (engl. single linkage), metoda najudaljenijeg susjeda (engl. complete
linkage), metoda prosjecne povezanosti (engl. average linkage) i Wardova metoda.

Podatci su obradeni koristenjem metoda: Single linkage and Complete linkage, dok su za
mjeru udaljenosti upotrijebljene: Euclidean distance i Squared Euclidean distance

4.6.2. Analiza glavnih komponenata (Principal Component Analysis- PCA)

Primarni cilj veéine metoda multivarijantne analize je redukcija podataka. Analiza glavnih
komponenti (PCA) je tehnika koja se koristi za redukciju sloZzenih podataka koji su medusobno
korelirani. Metoda se temelji na identificiranju glavnih komponenti (PC) koje predstavljaju

linearne kombinacije izvornih varijabli. Vrijedi op¢enito:
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PCi=hiXithiXo+......... IniXn
PCi - i-ta glavna komponenta
1ji - opterecenje promatrane varijable Xj

PC su odabrane tako da prva komponenta (PC1) objasnjava najvecu koli¢inu varijacije u
podacima, druga komponenta (PC2) objasnjava sljede¢i najveci dio varijacije i tako dalje. Ako
prve dvije komponente obuhvacaju vecinu varijacije u podacima, moguce je prikazati podatke u
dvije dimenzije umjesto izvornih n dimenzija. Osim redukeije dimenzionalnosti, PCA se takoder
koristi za identifikaciju klastera unutar podataka, odredivanje korelacija izmedu opterecenja i
objekata, a primjenjuje se i u regresijskoj analizi. Rezultati PCA najcesce se prikazuju u formatu

bi -plot prikaza (76-79).
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5. REZULTATI

5.1. Osnovna demografska obiljeZja ispitanika

Istrazivanjem je obuhvaceno 492 ispitanika (Tablica 1), od ¢ega je.264 muskarcai 228 zena u

ukupno 8 ispitivanih naselja: Vladislavci, Dalj, Cepin, Nasice, Osijek, Voéin, Caéinici i Velika.

Tablica 1. Osnovna demografska obiljezja ispitanika

Ispitivano N muski  Zenski X Medijan Minimum Maksimum SD
naselje

Vladislavei 88 38 50 52,74 54,5 22 83 14,82
Dalj 106 43 63 52,34 53,0 18 87 15,33
Cepin 51 40 11 43,80 45 21 79 13,08
NaSice 81 31 50 42,49 45 18 77 17,77
Osijek 65 51 14 47,69 47 23 76 11,07
Voéin 31 16 15 62,25 51 25 85 13,34
Cacinci 48 28 20 54,70 54 31 81 12,46
Velika 22 17 5 62,54 63,5 35 81 12,97
Ukupno 492 264 228 52,31 51,62 24,12 81,12 13,85

N- broj ispitanika, X- aritmeticka sredina, SD- standardna devijacija

Srednja dob sudionika iznosila je 52 godine, a dobni raspon kretao se od 18 do 87 godina, §to

ukazuje na Sirok spektar zivotnih dobi medu sudionicima istrazivanja. U Tablici 2 prikazani su

dostupni izvori vode za pice u ispitivanim naseljima.
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Tablica 2. Izvori vodoopskrbe i vode za pice koju su ispitanici pili u ispitivanim naseljima

% konzumacije vode za pice iz pojedinog

Naselje Dostupni izvori vode
dostupnog izvora
80% bunarska voda
Vladislavci  privatni bunari
20% kupovna voda
80% vodovod
Dalj lokalni vodovod i privatni bunari  12% bunar
8% kupovna voda
. 88% vodovod,
Cepin Vodovod
12% kupovna voda
NaSice lokalni vodovod 100% lokalni vodovod
Osijek Vodovod 98,7% vodovod
69% vodovod,
Voéin privatni bunari i lokalni vodovod . 12% kupovna voda
18% bunar
40,9% vodovod,
Caéici privatni bunari i lokalni vodovod " 40,9% bunar,
18,2% kupovna voda
Velika lokalni vodovod 100% vodovod

23



5.2. Koncentracije arsena u vodi za pice

Tablica 3 prikazuje koncentracije arsena u vodi za pi¢e u osam ispitivanih mjesta na podrucju
istoéne Hrvatske. Iz rezultata je vidljivo da su srednje i maksimalne vrijednosti najveée.u Cepinu
i Osijeku. Unato¢ visokoj maksimalnoj vrijednosti od 160,16 pgL™ niska vrijednosti medijana
(1,33 pgL-1) i visoka vrijednost standardnog odstupanja (SD=40,6) u-naselju Vladislavci ukazuju

na pretezito niske koncentracije arsena u vodi.

Tablica 3. 1zmjerene koncentracije arsena (ugL™') uwvodi u dostupnim izvorima vodoopskrbe u

ispitivanim naseljima

Koncentracija As u vodi (ugL™)

Naselje N X Medijan Minimum Maksimum SD
Vladislavei 16 16,32 1,33 0,33 160,16 40,06
Dalj 19 1,43 0,52 0,14 8,85 2,21
Cepin 12 184,34 191,75 30,60 250,40 53,82
NaSice 8 0,13 0,07 0,04 0,59 0,18
Osijek 12 23,60 24,17 12,30 37,61 7,83
Voéin 4 2.35 2.08 0,59 4,60 1,91
Catinci 6 0,96 0,33 0,30 1,09 0,29
Velika 4 0,56 0,52 0,30 0,90 0,25

N- broj ispitanika, X- aritmeti¢ka sredina; SD- standardna devijacija

Visoka vrijednost od 160 ugL ' zabiljezena samo na jednom mjestu u naselju Vladislavci utjecala
je znatnije na srednju vrijednost (16,32 pgL™) koja je to naselje zajedno s Cepinom i Osijekom
svrstala medu mjesta u kojima je koncentracija arsena u vodi za pi¢e prema Pravilniku o kvaliteti

vode za pic¢e iznad MDK (10).
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5.3. Koncentracije arsena u biolo§kim uzorcima

U Tablici 4 prikazane su vrijednosti arsena u kosi iz kojih je vidljivo da su srednja vrijednost,
vrijednosti medijana i maksimuma u naseljima Vladislavci, Osijek, Cepin i Dalj veée u odnosu na
one u Nasicama, Voéinu, Ca¢incima i Velikoj. Najvise srednje vrijednosti zabiljezene su u
naseljima Vladislavci (x= 32,34 pug g*; SD = 95,95) i Cepin (X = 28,70 ug g'*; SD =.106,29), dok
su najniZe srednje vrijednosti utvrdene u Voéinu (X = 0,03 pg g'*; SD = 0,028), Cacincima (X =

0,047 pg g; SD =0,043) i Nasicama (X = 0,074 pg g*; SD =0,129).

Tablica 4. Prikaz izmjerenih koncentracija arsena (ug g) u kosi svih ispitanika

u ispitivanim naseljima

Percentili Percentili

Naselje N X Medijan Minimum Maksimum SD
25.00000  75.00000

Vladislavei 88 32,34 0,373 0,061 647,35 95,94 0,221 2,25
Dalj 106 3,50 0,829 0,004 38,21 6,95 0,194 2,58
Cepin 51 28,69 0,991 0,018 526,78 106,28 0,584 1,64
NaSice &1 0,074 ¢ 0,050 0,004 0,706 0,129 0,023 0,090
Osijek 65 0,629 0,312 0,030 8,50 1,18 0,157 0,458
Voéin 320,030 0,021 0,006 0,118 0,028 0,009 0,045
Cadinci 48 0,047 0,042 0,007 0,281 0,043 0,015 0,062
Velika 18 0,097 0,048 0,0148 0,718 0,163 0,025 0,071

N- broj ispitanika, X- aritmeticka sredina, SD- standardna devijacija

U vedini naselja uocena je izraZena razlika izmedu srednje vrijednosti i medijana, §to
upucuje na asimetri¢nu distribuciju podataka. To je posebno izrazeno u Vladislavcima (Med =
0,373 ug g1) i Cepinu (Med = 0,991 pg g), gdje su zabiljeZene i izrazito visoke maksimalne
vrijednosti (647,35 odnosno 526,78 pg gt). Navedeni rezultati ukazuju na prisutnost ekstremnih

vrijednosti koje znacajno utjecu na aritmeticku sredinu. Naselja Vo¢in, Cacinci i1 Nasice odlikuju
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se niskim vrijednostima koncentracija arsena i relativno niskom rasprsenosc¢u podataka. Na tim su
lokacijama vrijednosti medijana bliske su srednjim vrijednostima, $to upucuje na ujednaceniju

raspodjelu, bez izrazenijih ekstremnih vrijednosti.

Tablica 5. Prikaz izmjerenih koncentracija arsena (ug L-1) u urinu svih ispitanika

u ispitivanim naseljima

Percentili Percentili

25.00000 75.00000

Naselje N X Medijan Minimum Maksimum  SD

Vladislavei 88 35,69 24,16 0,285 294,50 46,86 10,17 39,54
Dalj 106 27,96 29,52 0,098 85,57 18,76 9,97 39,69
Cepin 51 113,70 73,45 0,595 351,51 115,38 11,90 204,16
NaSice 81 23,30 19,29 0,924 150,80 21,08 10,79 28,66
Osijek 65 37,62 32,38 1,558 135,27 24,97 22,61 49,76
Vocéin 31 7,56 3,34 0,185 52,84 11,55 0,49 9,45
Cadinci 48 0,82 0,453 0,103 12,35 1,75 0,24 0,77
Velika 22 035 0,237 0,103 0,96 0,27 0,16 0,41

N- broj ispitanika, X- aritmeti¢ka sredina, SD- standardna devijacija

Najvise srednje koncentracije arsena u urinu’(Tablica 5) zabiljezene su u Cepinu (X = 113,70 pg
L% SD =.115,38), pri ¢emu je raspon vrijednosti bio izrazito Sirok (min = 0,595 pg L''; max =
351,51 pgL!). Vrijednost medijana u ovom naseljuiznosio je 73,45 ug L, uz interkvartilni raspon
od 11,90 do 204,16 pg L', §to upuéuje na izrazitu varijabilnost koncentracija medu ispitanicima.
Povisene srednje vrijednosti takoder su utvrdene u Osijeku (X = 37,62 pgL!; SD = 24,97),
Vladislavcima (x = 35,69 ug L!; SD = 46,86) i Dalju (x = 27,96 ng L!; SD = 18,76). U navedenim
naseljima uocena je umjerena do izrazena asimetrija raspodjele podataka, s razlikama izmedu
srednje vrijednosti 1 medijana te prisutnos¢u visokih maksimalnih vrijednosti. U NaSicama je
zabiljeZena srednja koncentracija arsena od 23,30 ugL! (SD = 21,08), uz maksimum od 150,80
ng L1, dok su nize koncentracije utvrdene u Voéinu (X = 7,56 pg L'; SD = 11,55). Najnize

koncentracije As u urinu zabiljeZzene su u naseljima Caginci (X = 0,82 pg L'!; SD = 1,75) i Velika
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(X=0,35ug L!; SD=0,27), pri éemu su vrijednosti bile niske i relativno ujednacene, §to potvrduju
uski interkvartilni rasponi i niske vrijednosti maksimalnih koncentracija. Ukupno gledano,
rezultati ukazuju na znacajne razlike u koncentracijama arsena u urinu medu ispitanicima razlic¢itih

naselja, uz osobito izrazene povisene vrijednosti i veliku varijabilnost u pojedinim sredinama.

Tablica 6. Prikaz izmjerenih koncentracija arsena (ug L") u serumu svih ispitanika

u ispitivanim naseljima

Percentili Percentili

Naselje N X Medijan Minimum/ Maksimum ' SD
25.00000 75.00000

Vladislavei 88 9,02 6,06 0,93 44,26 8,78 4,05 10,54
Dalj 106 19,76 4,81 0,06 335,90 55,19 2,83 14,69
Cepin 51 10,21 6,38 0,83 48,02 11,00 4,84 8,29
NaSice &1 9,01 6,30 1,17 28,02 6,05 4,07 15,37
Osijek 65 6,46 5,02 0,76 48,15 7,14 3,59 6,61
Voéin 31 0,124 0,10 0,10 0,44 0,068 0,20 0,42
Catinci 48 0,112 0,10 0,10 0,19 0,018 0,20 0,20
Velika 227 0,121 0,10 0,10 0,26 0,040 0,20 0,20

N=- broj uzoraka, X -aritmeti¢ka sredina, SD- standardna devijacija

Najveée srednje koncentracije arsena u serumu zabiljeZene su u Dalju (X = 19,76 ug L';
SD = 55,19), dok su ostala naselja imala znatno nize vrijednosti. (Tablica 6). U Vladislavcima je
zabiljezena srednja vrijednost koncentracija od 9,02 pgL' (SD = 8,78), dok su u Cepinu
koncentracije bile nesto nize (X = 10,21 pg L!; SD = 11,00). Grad Nasice imalo je srednju
vrijednost od 9,01 pg L (SD = 6,05), uz sli¢nu raspodjelu koncentracija kao u gradu Osijeku, ali
uz nesto nize koncentracije u Osijeku i nesto manju rasprienost podataka. (X = 6,46 pg L!; SD =
7,14). U naseljima Vo¢in, Caginci i Velika, koncentracije arsena u serumu bile su izrazito niske, s

minimalnim vrijednostima koje su bile gotovo identi¢ne: Voéin: X = 0,124 pg L'; SD = 0,068,
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Ca¢inci: = 0,112 pg L™'; SD = 0,018, Velika: X = 0,121 ug L'"; SD = 0,040). Svi ispitanici u ovim
naseljima imali su koncentracije arsena u serumu u rasponu od 0,1 do 0,44 ug L™, $to ukazuje na
vrlo stabilne i niske vrijednosti. U svim naseljima, osim u podru¢ju Papuka- Voéinu, Cagincima i
Velikoj, vrijednosti su pokazivale znacajnu varijabilnost, uz prisutnost ekstremnih vrijednosti koje
su povisile i vrijednosti standardnog odstupanja, osobito u naselju Dalj, gdje je zabiljezen

maksimum od 335,90 ug L', $to je najvisa zabiljeZena vrijednost u ovoj analizi (Tablica 6).

Tablica 7. Prikaz izmjerenih koncentracija arsena (ug L ") u serumu muskih ispitanika

u ispitivanim<naseljima

Percentili Percentili

Naselje N X Medijan Minimum Maksimum  SD 25,000 75.00000
Vladislavei 38 7,53 5,06 191 31,92 6,11 3,46 9,95
Dalj 43 13,86 6,67 0,06 52,86 14,84 3,82 24,96
Cepin 40 10,52 6,44 0,84 48,02 11,22 4,86 8,45
NasSice 3L 9,65 9,42 1,43 18,96 5,84 4,31 15,46
Osijek 51 6,91 5,34 0,76 48,15 7,95 3,56 6,76
Voéin 16 0,320 0,200 0,200 1,47 0,330 0,200 0,200
Cadinci 28 0,250 0,200 0,200 0,83 0,14 0,200 0,200
Velika 17 0,200 0,200 0,200 0,20 0,00 0,200 0,200

N- broj uzoraka, x -aritmeticka sredina, SD- standardna devijacija

Iz rezultata prikazanih u Tablici 7 vidljivo je da su srednja vrijednost, vrijednosti medijana i
maksimuma u naseljima Vladislavei; Osijek, Cepin , Nagice i Dalj ve¢e u odnosu na one u Voéinu,
Cagincima i Velikoj. Uo&ene su razlike u raspodjeli vrijednosti arsena medu ispitivanim naseljima.
Najvise srednje vrijednosti arsena zabiljezene su u Dalju (13,86 pg L"), Cepinu (10,52 ug L) i
Nagicama (9,65 pg L), dok su najnize srednje vrijednosti izmjerene u Voéinu (0,320 pg L),
Cagincima (0,250 pg L) i Velikoj (0,200 pg L™"). U naseljima s visim srednjim vrijednostima
zabiljezena je 1 veca varijabilnost koncentracija, $to je vidljivo iz visih vrijednosti standardnih
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odstupanja, osobito u Dalju (SD = 14,84) i Cepinu (SD = 11,22). Raspon izmjerenih vrijednosti
bio je najsiri u Dalju (0,06-52,86 ug L) i Osijeku (0,76-48,15 pg L), dok su u Voéinu,
Cagincima i Velikoj koncentracije As pokazao uzak raspon vrijednosti -8 minimalnim i
maksimalnim vrijednostima koje su bile bliske donjoj granici mjerenja. Vrijednosti medijana
koncentracija arsena bile su niZe od aritmeti¢kih sredina u veéini naselja (Vladislavei, Dalj, Cepin,
Osijek), Sto upucuje na asimetricnu raspodjelu uz prisutnost visih ekstremnih vrijednosti. Suprotno
tome, u Nasicama je medijan (9,42 pug L) bio vrlo blizak srednjoj vrijednosti, $to ukazuje na
relativno ujednacenu raspodjelu rezultata. Vrijednosti 25. 1 75. percentila dodatno potvrduju
izrazenu heterogenost koncentracija arsena medu naseljima, pri cemu su interkvartilni rasponi
znatno Siri u naseljima s viSim srednjim vrijednostima u.odnosu na naselja s niskim
koncentracijama.

Rezultati osnovne statistike prikazani u Tablici 8 pokazuju razlike u koncentracijama arsena medu
ispitivanim naseljima, kao 1 razlike w varyabilnosti unutar pojedinih skupina.“NajviSe srednje
vrijednosti koncentracija arsena zabiljeZene su u Vladislavcima (10,16 ug L), Nasicama (8,66 ug
L) i Dalju (8,51 pug L), dok su najnize srednje vrijednosti izmjerenei Velikoj (0,280 pg L),
Vocinu (0,450 pg L") i Caincima (0,520 ug L.

Tablica 8. Prikaz izmjerenih koncentracija arsena (ugL™") u serumu Zenskih ispitanika u

ispitivanim naseljima

Prcentili Prcentili

Naselje N X Medijan Minimum . Maksimum  SD 25.00000  75.00000
Vladislavei 50 10,16 6,53 0,930 44,26 10,28 4,34 11,78
Dalj 39 851 3,86 0,390 30,94 9,81 2,38 13,17
Cepin 6 4,88 5,69 1,45 6,80 1,98 3,59 6,04
NaSice 36 8,66 5,56 2,05 28,20 6,36 3,70 15,35
Osijek 14 4,82 4,70 1,15 7,80 2,08 3,59 6,38
Vodin 15 0,450 0,200 0,200 2,11 0,500 0,200 0,570
Cadinci 20 0,520 0,200 0,200 2,21 0,640 0,200 0,410
Velika 5 0,280 0,200 0,200 0,61 0,180 0,200 0,200

N- broj uzoraka, x -aritmeticka sredina, SD- standardna devijacija
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Lokacije s vis$im srednjim vrijednostima pokazivale su i ve¢u varijabilnost rezultata, $to potvrduju
poviSene vrijednosti standardnog odstupanja u Vladislavcima (SD = 10,28) i Dalju (SD =
9,81).Raspon izmjerenih koncentracija bio je najsiri u Vladislavcima (0,930-44,26 ng L) i Dalju
(0,390-30,94 ug L), dok su u naseljima s najnizim vrijednostima arséna koncentracije bile bliske
donjoj granici mjerenja. U Velikoj su minimalne i maksimalne vrijednosti bile istog reda veli¢ine
(0,20-0,61 pg L), uz vrlo nisku varijabilnost (SD = 0,18). U veéini naselja medijani su bili nizi
od aritmetickih sredina (Vladislavci, Dalj, NasSice), $to i u ovom slu€aju upucuje na asimetri¢nu
raspodjelu i1 prisutnost viSih ekstremnih vrijednosti. Vrijednosti 25. 1 75. percentila potvrduju
heterogenost koncentracija arsena medu naseljima, pri.cemu su interkvartilni rasponi bili znatno
§iri u naseljima s vi§im koncentracijama arsena u usporedbi s naseljima s niskim koncentracijama.
Usporedna analiza koncentracija arsena u serumu pokazala je razlike izmedu muskaraca i Zena
unutar pojedinih naselja, kao i u obrascima raspodjele vrijednosti. U naseljima s viSim
koncentracijama arsena kod muskaraca (Dalj, Cepin i Nasice), Zene su uglavnom imale nize ili
usporedive vrijednosti srednjih vrijednosti. U Dalju su muSkarci imali-znatno viSu srednju
vrijednost As (13,86 pg L) u odnosu na Zene (8,51 pg L), uz izraZeniju varijabilnost kod
muskaraca (SD = 14,84 prema 9,81). Sli¢an obrazac uoéen je u Cepinu, gdje su muskarci imali
visu srednju vrijednost (10,52 pg L) nego Zene (4,88 pg L), dok je u NaSicama srednja
vrijednost bila blago poviSena kod muskaraca (9,65 ug L™)) u usporedbi sa Zenama (8,66 pg L).

U Vladislavcima su Zene imale visu srednji koncéntraciju arsena (10,16 pg L) u odnosu na
muskarce (7,53 pg L), dok je varijabilnost bila usporediva izmedu spolova. U Osijeku su
muskarci imali nesto viSu srednju vrijednost arsena (6,91 pg L!) nego zene (4,82 pg L), dok su
medijani u obje skupine bili sli¢ni, §to upucuje na relativno ajednacenu raspodjelu rezultata. U
naseljima s niskim koncentracijama arsena (Voéin, Caginci i Velika) razlike izmedu spolova bile
swminimalne, pri cemu su srednje vrijednosti kod oba spola bile bliske donjoj granici mjerenja. U
tim naseljima varijabilnost je bila vrlo niska, osobito kod muSkaraca u Velikoj, gdje nije
zabiljezena varijabilnost vrijednosti. Raspodjela rezultata u vecini naselja pokazivala je asimetriju
prema visim vrijednostima kod oba spola, $to je izraZenije kod muskaraca, osobito u Dalju i
Osijeku, gdje su zabiljezene visoke maksimalne vrijednosti. Kod Zena je asimetrija takoder
prisutna, ali s neSto uzim rasponima koncentracija. Op¢enito, muskarci su u vecini naselja imali

viSe srednje 1 maksimalne koncentracije arsena u serumu u usporedbi sa Zenama, uz vecu
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varijabilnost rezultata. Iznimku ¢ine Vladislavci, gdje su Zene imale viSe srednje vrijednosti, dok

su u naseljima s niskim izloZzenostima razlike izmedu spolova bile zanemarive.

Rezultati osnovne statistike u Tablici 9 ukazuju na izrazene razlike medu naseljima, kako u

koncentracijama arsena, tako i u varijabilnosti izmjerenih vrijednosti.

Tablica 9. Prikaz izmjerenih koncentracija arsena (ug L™') u urinu muskaraca

u ispitivanim naseljima

Naselje N X Medijan  Minimum  Maksimum SD Preendli Preentili

25.00000 75.00000
Viadislavei 38 41,20 24,61 0,960 294,50 53,12 11,87 43,38
Dalj 43 28,90 32,00 0,090 70,40 17,09 12,67 41,88
Cepin 40 117,82 74,16 0,590 351,50 120,2 13,97 202,72
Nasice 31 22,97 20,62 0,920 72,90 16,18 9,99 30,27
Osijek 51 36,50 30,71 1,55 135,25 25,53 20,06 49,76
Voéin 16 10,67 7,35 0,200 52,80 15,12 0,410 12,92
Catinci 28 1,053 0,482 0,100 12,36 2,27 0,340 0,850
Velika 170,322 0,222 0,100 0,961 0,252 0,160 0,331

N- broj uzoraka, X -aritmeticka sredina, SD- standardna devijacija

Najvise srednje koncentracije arsena u urinu zabiljezene su u Cepinu (117,82 pg L), uz izrazito
visoku varijabilnost (SD = 120,20 vrlo $irok raspon vrijednosti (0,590-351,50 ug L!). Povisene
srednje vrijednosti zabiljeZene su i u Vladislavcima (41,20 pg L), Osijeku (36,50 pg L), dok su
nesto nize, ali jo$ uvijek umjerene koncentracije zabiljezene u Dalju (28,90 pg L) i Nasicama
(22,97 pg LY). Najnize koncentracije arsena u urinu zabiljezene su u Velikoj (0,32 pg L) i
Cagincima (1,05 pg L), pri ¢emu su vrijednosti bile koncentrirane blizu donje granice mjerenja,
uz nisku varijabilnost. U Voéinu su zabiljeZene nesto vise srednje vrijednosti (10,67 pg L), ali uz
izraZzenu heterogenost rezultata, Sto se ocituje u relativno visokoj standardnoj devijaciji (SD =
12,92) u odnosu na srednju vrijednost. U veéini naselja medijan je bio nizi od ili usporediv sa

srednjom vrijedno$c¢u, §to upucuje na asimetricnu distribuciju koncentracija arsena uz prisutnost
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visokih ekstremnih vrijednosti. Ovaj obrazac bio je posebno izrazen u Cepinu i Vladislavcima,
gdje su maksimalne vrijednosti viSestruko premasivale vrijednosti 75. percentila. Interkvartilni
rasponi dodatno potvrduju znatnu heterogenost koncentracija arsena medu naseljima. Naselja s
viS§im srednjim vrijednostima imala su Sire interkvartilne raspone, dok su u naseljima s niskim
koncentracijama (Velika i Cainci) vrijednosti bile usko raspodijeljene oko donje granice

mjerenja.

Iz dobivenih rezultata u Tablici 10 vidljivo je da su srednja vrijednost, vrijednosti medijana i
maksimuma koncentracija arsena u urinu Zena u naseljima Vladislavci, Osijek, Cepin, Nasice i

Dalj veée u odnosu na vrijednosti zabiljezene u naseljima Voéin, Cadinci i Velika.

Tablica 10. Prikaz izmjerenih koncentracija arsena (ug L) u urinu Zena

u'ispitivanim naseljima

Naselje N X Medijan  Minimum  Maksimum SD Pree\ ) Preentil
25.00000 75.00000
Vladislavei 50 31,65 23,83 0,28 264,30 41,58 8,45 37,14
Dalj 39 2824 24,72 2,25 85,57 21,93 9,46 40,05
Cepin 6 9210 77,37 9,69 213,19 70,33 52,98 122,01
Nagice 36 25,89 19,23 2,56 150,80 25,46 13,25 27,30
Osijek 14~ 41,52 35,75 11,15 101,33 23,24 24,38 56,27
Voéin 15 © 4,24 3,20 0,183 17,13 4,240 1,42 5,82
Catinci 20 0,492 0,413 0,144 1,21 0,340 0,23 0,68
Velika 5 0471 0,244 0,181 0,920 0,350 0,22 0,784

N- broj uzoraka, X -aritmetic¢ka sredina; SD- standardna devijacija

Slicno muskim, najvise srednje vrijednosti kao 1 vrijednosti medijana koncentracija arsena u urinu
kod Zenskih ispitanika (Tablica 10) zabiljeZzene su u naselju Cepin, a najnize u Nagicama.

Rezultati ukazuju na izraZene razlike medu naseljima, kako u srednjim vrijednostima koncentracija
arsena, tako i u rasponima i varijabilnosti izmjerenih vrijednosti. Najvise srednje koncentracije

arsena u urinu zabiljezene su u Cepinu (92,10 pg L), uz visoku varijabilnost rezultata (SD =
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70,33) i $irok raspon vrijednosti (9,69-213,19 pg L!). Povisene srednje vrijednosti zabiljeZene su
i u Osijeku (41,52 pg L) i Vladislavcima (31,65 pug L), dok su nesto nize koncentracije
zabiljezene u Dalju (28,24 pg L') i Nasicama (25,89 pg L'). Najnize srédnje vrijednosti
koncentracija arsena u urinu izmjerene su u Cadincima (0,492 pg LY i Velikoj (0,471 pg L),
gdje su vrijednosti bile koncentrirane blizu donje granice mjerenja, uz vrlo nisku varijabilnost. U
Voéinu su zabiljeZene nesto vise srednje vrijednosti (4,24 pg L), ali i dalje znatno nize u
usporedbi s ostalim naseljima, uz umjerenu varijabilnost (SD = 5,82). U vecini naselja medijan je
imao nize vrijednosti u odnosu na srednje vrijednosti, §to upuéuje na asimetri¢nu raspodjelu
koncentracija 1 prisutnost vi§ih ekstremnih vrijednosti. Ovaj obrazac bio je osobito izrazen u
Vladislavcima 1 NaSicama, gdje su maksimalne vrijednosti znac¢ajno premasivale 75. percentil.
Interkvartilni rasponi dodatno potvrduju heterogenost koncentracija arsena medu naseljima.
Naselja s vi§im srednjim vrijednostima (Cepin, Osijek) imala su $ire interkvartilne raspone, dok
su u naseljima s niskim koncentracijama (Caginci i Velika) vrijednosti bile usko raspodijeljene
oko donje granice mjerenja. Usporedna analiza koncentracija arsena u urinu pokazala je postojanje
razlika izmedu muskaraca i Zena unutar pojedinih naselja, kao i razlika u obrascima raspodjele i
varijabilnosti izmjerenih wvrijednosti. U naseljima s poviSenim. koncentracijama arsena kod
muskaraca (Cepin, Vladislavci i Osijek), Zene su takoder imale poviSene vrijednosti, ali su srednje
koncentracije u pravilu'bile niize nego kod muskaraca. Najizrazenija razlika uocena je u Cepinu,
gdje su muskarci imali znatno visu srednju vrijednost As u urinu (117,82 pg L) u usporedbi sa
zenama (92,10 ng L"), uz veéu varijabilnost kod muskaraca (SD-=120,2 naspram 70,33 kod Zena).
Slican obrazac zabiljezen je i u Vladislavcima, gdje su muskarci imali visu srednju vrijednost
(41,20 pg L") u odnosu na zenske ispitanike (31,65 ug L*!). U Dalju i Nasicama srednje vrijednosti
arsena u urinu bile su usporedive izmedu spolova, pri ¢emu su muskarci imali neznatno vise
vrijednosti u Dalju (28,90 naspram 28,24 pg L), dok su Zene imale blago povisene srednje
vrijednosti u NaSicama (25,89 naspram 22,97 ug L'). U Osijeku su Zene imale visu srednju
koncentraciju arsena u urinu (44,52 pg L) u odnosu na muskarce (36,50 ug L), iako su
maksimalne vrijednosti bile viSe kod muskaraca. U naseljima s niskim koncentracijama arsena u
urinu (Voéin, Caéinci i Velika), vrijednosti su kod oba spola bile niske i koncentrirane oko donje
granice mjerenja. Medutim, u Voéinu su muskarci imali viSe srednje vrijednosti (10,67 pg L) u
odnosu na Zene (4,24 pg L), dok su u Cadincima i Velikoj razlike izmedu spolova bile neznatne.

Raspodjela koncentracija arsena u uzorcima urina pokazivala je asimetriju prema viSim
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vrijednostima kod oba spola, s izrazenijim ekstremnim vrijednostima kod muskaraca, osobito u
Cepinu i Vladislavcima. Zene su, iako sa sliénim obrascima raspodjele, imale nesto uZe raspone
koncentracija u vecini naselja. Opéenito, muskarci su u veéini naselja imali viSe srednje i
maksimalne koncentracije arsena u urinu u usporedbi sa Zenama, uzvecu varijabilnost rezultata.
Iznimke su uocene u Osijeku 1 djelomicno u NaSicama, gdje su Zene imale jednake ili vise srednje

vrijednosti. U naseljima s niskom izloZeno$¢u razlike izmedu spoloya bile su zanemarive.

Tablica 11. Prikaz izmjerenih koncentracija arsena (ug L) u kosi muskaraca

u ispitivanim naseljima

Prcentili Prcentili

Naselje N X Medijan Minimum Maksimum  SD
25.00000 75.00000

Vladislavei 38 35,86 0,653 0,092 396,81 90,89 0,216 9,332
Dalj 43 4,29 1,36 0,000 27,07 7,23 0,219 3,182
Cepin 40 25,22 1,15 0,040 526,78 105,03 ~ 0,664 1,695
NaSice 31 0,090 . 0,042 0,005 0,583 0,142 0,016 0,082
Osijek 51 0,684 0,31 0,030 8,50 1,31 0,179 0,668
Voéin 16 0,043 0,031 0,020 0,112 0,020 0,028 0,061
Cadinci 28 0,062 0,060 0,020 0,283 0,04 0,044 0,075
Velika 170,121 0,052 0,010 0,712 0,182 0,044 0,096

N- broj uzoraka, X -aritmeticka sredina, SD- standardna devijacija

Iz dobivenih rezultata u Tablici 11, vidljivo je da su srednja vrijednost, vrijednosti medijana i
maksimuma u naseljima Vladislavci, Osijek, Cepin, Nasice i Dalj veée u odnosu na naselja Voéin,
Cacinci i Velika. Sli¢no kao kod urina i seruma i ovdje su vidljive veée koncentracije arsena u kosi
ispitanika u naselju Vladislavci koje se nalazi u neposrednoj blizini naselja Cepin, a u kojemu su
zabiljezene najviSe koncentracije arsena u vodi. NajviSe srednje vrijednosti arsena u kosi
zabiljezene su u Vladislavcima (35,86 pg g?*) i Cepinu (25,22 pg gb), uz izrazito visoku
varijabilnost rezultata (SD = 90,89 1 SD = 105,03). U oba naselja zabiljezeni su izuzetno visoki

maksimalni iznosi (396,81 pg g* u Vladislavcima i 526,78 pg g™* u Cepinu), $to znadajno utjece
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na vrijednosti aritmetickih sredina. Suprotno tome, medijani su u tim naseljima bili vrlo niski
(0,653 i 1,15 pg gl), $to upucuje na izrazito asimetri¢nu raspodjelu s rijetkim, ali vrlo visokim
ekstremnim vrijednostima. U Dalju je srednja vrijednost arsena u kosi iznosila 4,29 ug g, uz
umjerenu varijabilnost (SD = 7,23), dok su u Osijeku zabiljezene niZe srednje vrijednosti (0,684
ug g1 i uzi raspon koncentracija (0,030-8,50 ug g*). U Nagicama, Voéinu, Ca¢incimai Velikoj
izmjerene su vrlo niske koncentracije arsena u kosi, s prosje¢nim vrijednostima od 0,043 do 0,121
tg g i minimalnom varijabilno$éu. Raspodjela koncentracija u veéini naselja bila je izrazito
asimetri¢na, osobito u Vladislavcima i Cepinu, gdje su vrijednosti 75. percentila bile viestruko
niZe od maksimalnih izmjerenih koncentracija. Interkyartilni rasponi u naseljima s niskim srednjim

vrijednostima bili su uski, $to ukazuje na homogenu raspodjelu niskih koncentracija arsena.

Iz rezultata u Tablici 12 je vidljivo da su srednja vrijednost, vrijednosti medijana i maksimuma u
naseljima Vladislavci, Osijek, Cepin i-Dalj vece u odnosu na naselja Nasice, Vo¢in, Caginci i
Velika. Koncentracije arsena u kosi nize sukod Zena u odnosu na muskarce, ali su za obje skupine
veée u ruralnim dijelovima (Vladislavci, Cepin) u odnosu na gradove (Nasice; Osijek).  Rezultati
ukazuju na razlike medu naseljima, kako u srednjim vrijednostima koncentracija arsena, tako i u

rasponu i varijabilnosti izmjerenih vrijednosti.

Tablica 12 Prikaz izmjerenih koncentracija arsena (g g™*) u kosi zena

u ispitivanim naseljima

Naselje N X Medijan .Minimum Maksimum SD Percentili — Percentili
25.00000  75.00000
Vladislavci© 50 29,66 0,320 0,061 647,35 10,44 0,225 0,804
Dalj 39 346 0,754 0,042 38,21 7,60 0,197 1,893
Cepin 6 0,680 0,644 0,300 1,15 0,311 0,387 0,863
Nasice 36 0,100 0,050 0,005 0,701 0,132 0,030 0,103
Osijek 14 0,371 0,23 0,090 1,89 0,463 0,127 0,443
Voéin 15 0,011 0,009 0,006 0,052 0,010 0,007 0,012
Catinci 20 0,020 0,010 0,007 0,083 0,020 0,012 0,025
Velika 5 0,030 0,020 0,020 0,063 0,010 0,020 0,032

N- broj uzoraka, x -aritmeticka sredina, SD- standardna devijacija

Najvie srednje vrijednosti arsena u kosi zabiljezene su u Vladislavcima (29,66 ug g2), uz izrazito
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visoku varijabilnost rezultata (SD = 10,44) i visoku vrijednost maksimalne koncentracije (647,35
1g g1, $to je znatno utjecalo na aritmeti¢ku sredinu. Povisene vrijednosti zabiljeZene su i u Dalju
(3,46), dok su medijani u tim naseljima znatno nizi od srednjih vrijednosti“(0,320 pg g* u
Vladislavcimai 0,754 pg g u Dalju), $to upuéuje na asimetriénu raspodjelu uz visoké maksimalne
vrijednosti.

U Cepinu, Nagicama, Osijeku, Voéinu, Cagincima i Velikoj koncentracije arsena u kosi bile su
niske, uz minimalnu varijabilnost. Srednje vrijednosti kretale su se izmedu 0,011 0,680 ug g, a
interkvartilni rasponi bili su uski, $to ukazuje na homogenutraspodjelu niskih koncentracija arsena.
U ovim naseljima maksimalne vrijednosti bile su relativno bliske vrijednostima medijana, $to
ukazuje na odsutnost ekstremnih i vrijednosti koje'se nalaze iznad prosjeka. Raspodijela rezultata
pokazuje da su naselja s visokim srednjim koncentracijama (Vladislavci i Dalj), karakterizirana
izrazito asimetrijom podataka, dok su ostala naselja pokazala homogeniju raspodjelu niskih
koncentracija. Ovaj obrazac upucuje na prisutnost rijetkih, ali vrlo visokih vrijednosti arsena u
kosi populacije izlozene vis$im koncentracijama arsena. Usporedna analiza koncentracija arsena u
kosi pokazuje izrazene razlike izmedu muskaraca i Zena u vecini naselja, kako u srednjim
vrijednostima, tako i u rasponima i varijabilnosti. U naseljima s poviSenim koncentracijama arsena,
poput Vladislavacai Cepina, muskarci su imali nesto vise srednje vrijednosti u kosi (35,86 pug g
u Vladislavcima i 25,22 pg g* u Cepinu) u usporedbi sa zénama (29,66 pg.g* u Vladislavcima i
0,680 pg g+ u Cepinu). Razlike su posebno izrazene u Cepinu, gdje je raspodjela kod muskaraca
bila vrloheterogena s ekstremno visokim vrijednostima (maksimalno 526,78 ug g), dok su Zene
u istom naseljuimale znatno nizu srednju vrijednost.i manju varijabilnost (maksimalno 1,15 pug g°
Y. U Vladislayeima su Zene takoder imale‘povisene vrijednosti, ali vrijednost medijana (0,320 ug
g} bila je znatno niza od srednje vrijednosti, §to tikazuje na prisutnost nekoliko ekstremnih
vrijednosti. U Dalju su muskarci‘imali visu srednju koncentraciju (4,29 pg g) u usporedbi sa
7enama (3,46 pg g*), dok.su medijani kod oba spola bili nisko postavljeni (1,36 pg g* kod
muskaraca, 0,754 pg g* kod Zena), $to upucuje na asimetriénu raspodjelu s rijetkim visokim
vrijednostima koncentracija arsena. U naseljima s niskim koncentracijama arsena u kosi (NaSice,
Osijek, Voéin, Caginci, Velika) razlike medu spolovima bile su minimalne. Srednje vrijednosti
kod muskaraca i zena su bile vrlo niske (<0,7), medijani su bili sli¢ni, a varijabilnost niska, §to
upucuje na homogenost niskih koncentracija u populacijama s malom izlozenos¢u. Raspodjela

koncentracija u vecini naselja bila je asimetricna, s ekstremnim vrijednostima prisutnim
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prvenstveno kod muskaraca. Zene su, iako sli¢nog obrasca raspodjele, imale opéenito uZi raspon
koncentracija i nize maksimalne vrijednosti, osim u Vladislavcima i1 Dalju, gdje su rijetke
ekstremne vrijednosti povecéale aritmeti¢ku sredinu. Ukupno gledano, muskarci su u naseljima s
visokim izloZzenostima imali viSe koncentracije arsena u kosi i ve€u heterogenost rezultata u
odnosu na zene. U naseljima s niskom izloZenosti razlike izmedu spolova bile su zanemarive, a

koncentracije su bile su niske i homogene.

Regresijska analiza
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Slika 4. Rezultat linearne regresijske analize vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija arsena

u vadi i urinu svih ispitanika na osam ispitivanih naselja

Vrijednost regresijskog koeficijenta R?=0,8 ukazuje na vrlo visoku povezanost izmedu
koncentracija arsena u vodi za pice i arsena u urinu ispitanika, $to upucuje na to da je voda za pice
najznacajniji izvor izloZenosti arsenu u ispitivanoj populaciji.

Slika 5 prikazuje rezultate linearne regresijske analize vrijednosti aritmetickih sredina

koncentracija arsena u vodi + kosi ispitanika u ispitivanim naseljima.
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Regresijka analiza
R?=0,45

1.2

Observed Values

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 11

Predicted Values
Slika 5. Rezultat regresijske analiza izmjerenih vrijednosti koncentracija arsena.u vodi naselja i

kosi svih ispitanika

Vrijednost koeficijenta determinacije (R? = 0,45) ukazuje na slabu doumjerenu povezanost izmedu
koncentracija arsena u vodi za pice i koncentracija arsena u kosi ispitanika, $to upucuje na to da
kosa odrazava dugotrajniju izloZenost arsenu, ali uz mogu¢ utjecaj, kako drugih izvora, tako i

individualnih ¢imbenika.

Slika 6 prikazuje rezultate linearne regresijske analize vrijednosti aritmetickih sredina

koncentracija arsena u vodi i serumu ispitanika u ispitivanim naseljima.
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Regresijska analiza
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Slika 6. Rezultati regresijske analize izmjerenih vrijednosti koncentracija arsena u vodi naselja i

serumu svih ispitanika

Vrijednost koeficijenta determinacije (R? = 0,44) ukazuje na slabu do umjerenu povezanost izmedu
koncentracija arsena u vodi za pice 1 koncentracija arsena u serumu ispitanika, Sto mozZe biti
posljedica kratkotrajnog zadrZavanja arsena u serumu i.njegove brze eliminacije iz organizma.
Usporedbom slika 4-6. vidljivo je da najveci utjecaj povisene koncentracije arsena u vodi ima na

urin, tj. uropoetski sustav, dok se slabije akumulira u kosi, a u manjoj mjeri i u serumu ispitanika.

5.3.1. Rezultati klaster analize koncentracija arsena u bioloSkim uzorcima muskih i Zenskih
ispitanika u ispitivanim naseljima

Spol i dob mogu utjecati na metabolizam, raspodjelu i izlu¢ivanje arsena, npr. hormonske razlike
izmedu muskaraca i zena ili promjene u metabolizmu povezane s dobi. Klaster analiza omogucava
da se ispita postoje li podskupine ispitanika koje pokazuju slicne profile izlozenosti, temeljem cega

moze pruziti dodatne podatke u interpretaciji rezultata. Na Slikama 7-9 prikazani su rezultati
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hijerarhijske klasterske analize koncentracija arsena u bioloskim uzorcima muskih i zenskih
ispitanika. Analiza je provedena metodom najblizih susjeda (engl. Single linkage), uz koristenje
Euklidske udaljenosti s ciljem grupiranja ispitanika prema sli¢nosti. Hijerarhijska klasterska
analiza koncentracija arsena u serumu muskih i Zenskih ispitanika pokazala je grupiranje, pri cemu
su se u vecini slucajeva, neovisno o lokaciji, zasebno grupirali muski i ispitanici, uz zenske
ispitanike koji se grupiraju pri ve¢im udaljenostima (Cepin, Vladislavci, Osijek) (Slika 7). Takva
raspodjela ukazuje na znaCajnu varijabilnost koncentracija arsena u serumu ispitanika na
lokacijama smjestenim u blizini grada Osijeka, u odnosu na ispitanike na lokacijama smjestenim
zapadnije (Nasice, Ca¢inci, Voéin, Velika). Unato¢ (u-odredenoj mjeri) prisutnom grupiranju po

spolu, jasnije je izraZeno grupiranje prema istraZivanim lokacijama.

As u serumu
(muskarci i Zene)
Single Linkage
Euclidean distances

Vladislavci(m)
Nasice(m)
Cepin(m)
Voéin(m)
Caginci(m)
Velika(m)
Velika(z)
Caginci(2)
Vocéin(z)
Nasice(z)
Dalj(m)
Osijek(m) M
Dalj(z)
Osijek(2)
Vladislavci(z)
Cepin(z)

0 50 100 150 200
Linkage Distance

Slika 7. Klaster analiza koncentracija arsena u serumu muskih (m) i Zenskih (z) ispitanika

u ispitivanim naseljima
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Rezultat klaster analize u kosi (Slika 8) ukazao je na postojanje jasno definiranog jednoclanog
klastera (Dalj-muskarci) 1 kompleksnog klastera koji se sastoji od jednoc¢lanog klastera (Dalj-zene)
i preostalih lokacija grupiranih pri manjim medusobnim udaljenostima. Unato€¢ odredenom
grupiranju ispitanika prema spolu, ovaj obrazac nije vidljiv na svim lokacijama, a klasteri su
smjesteni na relativno malim udaljenostima. Takav raspored ukazuje na odredenu homogenost
koncentracija arsena u kosi u dijelu populacije s lokacija smjeStenih zapadnije (okolina Papuka),
uz izrazenije grupiranje muskih i Zzenskih ispitanika s lokacija smjestenih u blizini grada Osijeka.
As u kosi
(muskarci i zene)

Single Linkage
Euclidean distances

Vocéin(m
Velika(m)
Cepin (2)
Vladislavci(m) j
Cepin(m)
Osijek(m)
Dalj(2)
Dalj(m)

0 5 10 15 20
Linkage Distance
Slika 8. Klaster analiza koncentracija arsena u muskih (m) i zenskih (z) ispitanika u ispitivanim

naseljima

Dendrogram prikazan na Slici 9 pokazuje jasno izraZeno grupiranje ispitanika jednoclanih klastera
Cepin (muskarci) i Cepin (Zene), pri ¢emu su medusobno grupirani pri relativno malim

udaljenostima, §to ukazuje na visoku unutar grupnu sli¢nost koncentracija arsena u urinu (Slika 9).
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As u urinu
(muskarci i Zene)
Single Linkage
Euclidean distances

Vladislavci(m)
NaSice(m)
Voéin(2)
Caginci(m)
Velika(m)
Caginci(2)
Velika(2)
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Nasice(z)
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Dalj(m)
Osijek(2)
Vladislavci(z) |_
Dalj(z)
Cepin(z)
Cepin(m)
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Linkage Distance
Slika 9. Klaster analiza koncentracija arsena u urinu muskih (m) i zenskih (z) ispitanika u

ispitivanim naseljima

lako su Kklasteri pokazivali odredeni stupanj razvrstavanja s obzirom na spol, izrazenija
razdvojenost uocena je prema lokacijama, pri cemu su se, kao i u analizama seruma i kose (Slika
7 1 8), izdvojile ponovo lokacije smjestene u blizini Osijeka u odnosu na one smjestene zapadnije
(okolina Papuka). Sa<Slike 9 je moguce uociti i izdvojene mjesovite (musko/Zenske) klastere koji
se ‘spajaju pri manjim udaljenostima (Nasice, Velika; Cacinci, Vo¢in), $to je posljedica nizih
koncentracija arsena u urinu ispitanika uzorkovanih na zapadnijim lokacijama. U odnosu na
rezultate klaster analize kose (Slika 9), struktura grupiranja kod urina je izraZenija (Slika 10), u
odredenoj mjeri sli¢nija serumu 1 konzistentnija, §to je u skladu s ¢injenicom da urin predstavlja
regresijske analize, prema kojima je utvrdena vrlo jaka povezanost izmedu koncentracija As u vodi

za pice 1 arsena u urinu ispitanika.
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5.3.2. Rezultati klaster analize koncentracija arsena u bioloSkim uzorcima prema dobi svih
ispitanika

Slike 10-12 prikazuju rezultate hijerarhijske klasterske analize koncentracija arsena u bioloskim
uzorcima ispitanika prema dobnim skupinama. Analiza je provedena metodom najdaljih susjeda
(engl. Complete linkage), uz koriStenje kvadrirane Euklidske udaljenosti, s ciljem grupiranja
ispitanika prema slicnosti/razli¢itosti. Na Slici 10 prikazan je dendrogram za uzorke seruma.
Rezultat klaster analize ukazao je na djelomi¢na grupiranja (Cepin) dvije dobne skupine odvojene
u zaseban dvoclani klaster i mjeSoviti kompleksan klaster smjesten pri manjim udaljenostima i

sastavljen od razli¢itih dobnih skupina.

Serum
Complete Linkage
Squared Euclidean distances
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Slika 10. Rezultat klaster analize na koncentracijama arsena u serumu svih ispitanika razvrstanih
prema dobnim skupinama. 1- dobna skupina 18-39 godina, 2- dobna skupina 40-59 godina, 3-

dobna skupina 60 godina nadalje
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Rezultat klaster analize za podatke koncentracija arsena u kosi prikazan na Slici 11 pokazuje da su
ispitanici ve¢inom grupirani u klastere koji obuhvacaju dvije dobne skupine , srednju i stariju (npr.
Dalj, Vo¢in, Velika, NasSice), dok se samo jedan klaster sastojao od predstavnika svih triju dobnih
skupina (Vladislavci). Lokacije smjestene zapadnije (Voéin, Cacinci'i Velika) rasporedene su u
mjesSovit klaster prema dobnim skupinama, ali bez vece pravilnosti, Sto upucuje na to da iako dob
nije bila presudna za potpuno razdvajanje, postojanje sli¢nosti prema lokaciji uzorkovanja, bilo

je presudno za stvaranje niza klastera smjestenih na manjim udaljenostima.
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Slika 11. Rezultat klaster analize na koncentracijama arsena u kosi svih ispitanika razvrstanih
prema dobnim skupinama. 1- dobna skupina 18-39 godina, 2- dobna skupina 40-59 godina, 3-

dobna skupina 60 godina nadalje
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Na Slici 12 prikazan je dendrogram za uzorke urina. Rezultati klaster analize pokazali su da dobne
skupine nisu pokazivale jasan obrazac razvrstavanja u odnosu na koncentracije arsena u uzorcima
urina. Vecina klastera obuhvacala je ispitanike dviju dobnih skupina, dok su se tri lokacije (Velika,
Voéin i Caginci) svrstale u dobno mjesovit klaster, bez uo¢ljive pravilnosti. Nasuprot. tome,
djelomicno razdvajanje klastera prema ispitivanim lokacijama u Osijeku 1 NaSicama, ukazuje na

to da su prostorne razlike imale znacajniju ulogu u formiranju klastera.
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Squared Euclidean distances
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Slika 12. Rezultat klaster analize na koncentracijama arsena u urinu svih ispitanika razvrstanim

prema dobnim skupinama 1-dobna skupina 18-39 godina, 2- dobna skupina 40-59 godina, 3-
dobna skupina 60 godina nadalje
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5. 4. Medusobni odnos koncentracija As u vodi, bioloSkim uzorcima, raka bubrega (C64) i
raka mokra¢nog mjehura (C67) u ispitivanim naseljima.

Na Slikama 13-19 prikazani su usporedni grafic¢ki prikazi koncentracija arsena u vodi za pice,
bioloSkim uzorcima ispitanika (urin, serum i kosa), karcinomima (C64) i (C67) po pojedinim
lokacijama.

Prikaz omogucuje vizualnu procjenu meduodnosa koncentracija arsena u vodi i odgovarajucih
biomarkera izlozenosti (urin, serum, kosa). Vidljivo je da promjene koncentracija arsena u vodi
prate promjene koncentracija u urinu, osobito u naseljima s povisenim koncentracijama arsena u
vodi (npr. Cepin). Ovakav obrazac potvrduje da ufin najvjerije odrazava nedavnu izlozenost
arsenu putem vode za pice, Sto je u skladu s rezultatima linearne regresijske analize (visoka

vrijednost R?).

As
(voda, urin, serum, kosa)

(aj)

-e— Voda
—=- Urin
—— Serum
Osijek Nasice Cepin Dalj  Viadislavci  Vogin Velika Catinci ~&- Kosa

Slika 13. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija arsena u vodi i bioloskim

uzorcima svih ispitanika u ispitivanim naseljima
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Za razliku od urina, koncentracije arsena u kosi pokazuju djelomi¢no praéenje trendova
koncentracija u vodi, ali uz izrazenija odstupanja, Sto upucuje na mogué¢ utjecaj dodatnih
¢imbenika 1 kumulativni karakter. Koncentracije arsena u serumu su relativno-stabilne kroz sva
naselja, i ne pokazuju sustavno pracenje koncentracija arsena u vodi, §to potvrduje njegovu

ogranicenu primjenjivost za procjenu kroni¢ne izlozenosti arsenu.

Tablica 13. Prikaz izmjerenih srednjih vrijednosti arsena u vodi za pi¢e i bioloskim uzorcima svih
ispitanika (urin, serum i kosa) s kumulativnom 19-godisnjem ucestaloscu karcinoma uropoetskog
sustava (C64 — karcinom bubrega i C67 — karcinom mekra¢nog mjehura, prema MKB) izrazenom

na 100.000 stanovnika za pojedina naselja

Co4 C67
Naselje Voda Urin serum Kosa utestalost i "

Osijek 24,17 32,3 5 0,31 241 438
NaSice 0,07 19,29 6,3 0,05 160 277
Cepin 191,75 73,45 6,38 0,99 172 370
Dalj 0,52 27,68 4,64 0,88 123 328
Vladislavei 1,33 24,16 6,06 0,37 158 371

Voéin 2,08 3,34 0,20 0,023 83 335,85

Velika 0,33 0,23 0,20 0,045 231 214,02

Caéinci 0,52 0,45 0,20 0,042 0 285,51

C64 - karcinom bubrega, C67 - karcinom mokra¢nog mjehura, MKB- maksimalno

Iz prikazanih podataka u Tablici. 13 vidljivo je da su najvise koncentracije arsena u vodi i urinu
pronadene u naselju Cepin, §to upuéuje na povisenu kroniénu izloZenost stanovnitva arsenu putem
vode za pi¢e. Dodatno, u Cepinu je zabiljeZena i relativno visoka uéestalost karcinoma mokraénog
mjehura (C67), Sto je u skladu s poznatim epidemioloskim podacima o povezanosti dugotrajne
izloZenosti arsenu i malignih bolesti uropoetskog sustava. Grad Osijek, iako s umjerenim

koncentracijama arsena u vodi, pokazuje najvise vrijednosti incidencije oba promatrana karcinoma
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(C64 1 C67), sto upucuje na to da, osim arsena, na pojavnost ovih bolesti mogu znacajno utjecati i
drugi okoli$ni, zZivotni i demografski ¢imbenici (npr. puSenje, industrijsko onecis¢enje, starosna
struktura stanovnistva). U naseljima s vrlo niskim koncentracijama As u vodi i bioloskim uzorcima
(npr. Voéin, Velika, Caginci) zabiljezene su nize ili umjerene vrijednosti incidencije karcinoma,
iako bez dosljednog obrasca koji bi ukazivao na izravnu linearnu povezanost. To potvrduje da je
rije¢ o multifaktorijalnim bolestima, kod kojih arsen predstavlja confounding faktor, jedan od
mogucih, ali ne i jedini rizi¢ni ¢imbenik. Usporedbom izmjerenih vrijednosti arsena u vodi i urinu
(kao najznacajnijem biomarkeru izlozenosti) sa brojem stanovnika i bojem oboljelih od raka
bubrega moZe se uociti da je broj oboljelih na 100.000.stanovnika veci u podrucjima sa izmjerenim
veéim koncentracijama arsena, toénije, naseljima Osijek, Cepin, Vladislavci, Dalj ali i Nasice u
odnosu na Voéin , Veliku i Ca¢ince. Kod slu¢ajeva oboljelih od raka mokraénog mjehura najveéi

broj oboljelih je na podru¢jima Osijeka, Cepina i Vladislavaca.

Arsen
(voda, urin, C64)
L
: .
|
u ]
= "
S
| |
\/ o — o o
. 4
—eo— Voda
, , , , , , , . Urin
Osijek Nasice Cepin Dalj  Viadislavci  Vocin Velika CGaginci = Co64

Slika 14. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija arsena (As) u vodi za pice i

urinu svih ispitanika s brojem slucajeva raka bubrega (C64 prema MKB) u ispitivanim naseljima
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Iz grafikona prikazanog na Slici 14 vidljivo je da naselje Cepin, iako pokazuje najveéi trend rasta
koncentracija arsena u vodi i urinu, ne pokazuje proporcionalno najveci trend povecanja broja
sluc¢ajeva raka bubrega u usporedbi s ostalim naseljima. Najvisi broj slucajeva C64 zabiljezen je u
Osijeku, iako su koncentracije As u vodi i urinu u tom naselju znatnomize nego u Cepinu. Ovakav
nalaz upucuje na to da ne postoji jednostavna linearna povezanost izmedu koncentracija As u vodi
i urinu s brojem slucajeva raka bubrega (C64) na razini promatranih naselja. U naseljima s vrlo
niskim koncentracijama As u vodi i urinu (npr. Voéin, Velika i Cadinci) zabiljeZen je zabiljezen
je trend rasta broja karcinoma bubrega (obrazac slican onome u Osijeku), sto dodatno potvrduje

multifaktorijalnu etiologiju raka bubrega.

As
(Voda, kosa vs C64)

(aj)

—o— Voda
—o— Kosa

Osilek  Nasice Eepin Dalj  Viadislavei  Voéin Velka  Gaginci = C64

Slika 15. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija arsena (As) u vodi 1 kosi

svih ispitanika s brojem slucajeva raka bubrega (C64 prema MKB) u ispitivanim naseljima
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Iz Slike 15 je vidljivo da naselje Cepin pokazuje najveéi trend rasta koncentracije As u vodi i kosi,
dok broj slucajeva raka bubrega u tom naselju ne slijedi taj trend. Najve¢i broj sluc¢ajeva C64
zabiljezen je u Osijeku 1 Velikoj, iako su koncentracije As u vodi u tim naseljima niske ili umjerene.
Ovakav raspored upucuje na to da ne postoji jasna, dosljedna<povezanost izmedu trenda
koncentracija As u vodi 1 kosi sa pojavnosti raka bubrega u promatranim naseljima.

Trend koncentracija arsena u kosi pokazuje blaze varijacije u odnosu na vodu, Sto odrazava
kumulativni karakter, no ni one ne prate trend pojavnosti raka bubrega. To dodatno potvrduje da
je rak bubrega multifaktorijalna bolest, na ¢iju pojavu, uz/okolisne ¢imbenike, znacajno utjecu i

genetski, Zivotni i demografski ¢imbenici.

Arsen
(voda, serum vs C64)

(@j.)

—e— Voda
. . . . . , , . —# Serum
Osijek  Nasice  Cepin Dalj  Viadislavci  Voéin Velka  Gaginci = C64

Slika 16. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija arsena u vodi i serumu svih

ispitanika s brojem slucajeva raka bubrega (C64 prema MKB) u ispitivanim naseljima
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Iz Slike 16 je vidljivo da su varijacije koncentracija arsena u serumu u svim naseljima niske 1
relativno ujednacene, bez izrazenih varijacija koje bi pratile promjene koncentracija arsena u vodi.
Naselje Cepin pokazuje trend rasta arsena u vodi i serumu, §to nije slu¢aj na ostalim lokacijama.
Izostanak slicnog trenda dodatno potvrduje da serum ne odrazava kroni¢nu izloZenost arsenu
putem vode s pouzdanos¢u. Usporedba ta dva trenda s brojem slucajeva raka bubrega (C64) ne
pokazuje dosljedan obrazac povezanosti. Porast trenda broja slu¢ajeva C64 zabiljezen je u Osijeku
1 Velikoj, iako su koncentracije arsena u vodi i serumu u tim naseljima bile niske ili umjerene.
Ovakav nalaz upucduje na to da na razini promatranih naselja ne postoji jasna povezanost izmedu

koncentracija arsena u vodi 1 serumu sa pojavom raka bubrega:

Arsen
(voda, urin vs C67)

(aj.)

'\/ \ -@- —_— 1 —-e— Voda

Urin
B Co67

Osijek Nasice Cepin Dalj Vladislavci ~ Voéin Velika Caginci

Slika 17. Prikaz odnosa aritmetickih sredina koncentracija arsena u vodi za pi¢e i u urinu svih

ispitanika s brojem slucajeva raka mokra¢nog mjehura (C67 prema MKB) u ispitivanim naseljima
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Iz Slike 17 je vidljivo da naselje Cepin ima povisen trend rasta koncentracija arsena u vodi i urinu,
pri cemu je istodobno zabiljeZen i trend rasta broja slucajeva raka mokra¢nog mjehura. Ovakav
obrazac ukazuje na paralelno povecanje izlozenosti arsenu i ucestalosti C67,8to je u skladu s
poznatim epidemioloskim nalazima o povezanosti dugotrajne izlozenosti arsenu i raka mokra¢nog
mjehura. U ostalim naseljima, iako su koncentracije arsena u vodi 1 urinu znatno nize, broj
slucajeva C67 pokazuje odredene varijacije, pri ¢emu Osijek biljezi najveéi apsolutni broj
sluc¢ajeva. To upucuje na vazan utjecaj demografskih i okolisnih ¢imbenika, ukljucujuci veli¢inu

populacije, urbani karakter naselja ili prisutnost dodatnih rizicnih ¢imbenika, poput pusenja.

Arsen
(voda, serum vs C67)
- |
—e— Voda
- Serum
X , , , . . m C67
Osijek Nasice Cepin Dalj Vladislavci  Voéin Velika Caginci

Slika 18. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetickih sredina arsena u vodi i serumu svih ispitanika s

brojem slucajeva raka mokra¢nog mjehura (C67 prema MKB) u ispitivanim naseljima
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Iz Slike 18 vidljivo je da trend koncentracija arsena u serumu u svim promatranim naseljima ne
prati jasno trend promjena koncentracija As u vodi. Usporedba ta dva trenda s brojem slucajeva
raka mokra¢nog mjehura (C67) ne pokazuje dosljedan obrazac povezanosti. Ovakav nalaz upucuje
na znacajan utjecaj demografskih i okoliSnih ¢imbenika, kao i1 drugih‘poznatih rizi¢nih ¢imbenika
za rak mokra¢nog mjehura, poput npr. pusenja. Serum je biomarker kratkotrajne, trenutacne
izloZenosti, s brzom eliminacijom arsena iz cirkulacije, a dobiveni rezultati ne upucuju na izravnu
povezanost izmedu koncentracija arsena u serumu i pojave raka mokra¢nog mjehura na razini

promatranih naselja.

As
(Voda, kosa vs C67)

(aj)

- e o o
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Osijek Nasice Cepin Dalj  Viadislavci  Voéin Velka  Caginci = C67

Slika 19. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija arsena u vodi 1 kosi svih

ispitanika s brojem slucajeva raka mokra¢nog mjehura (C67 prema MKB) u ispitivanim naseljima

Iz Slike 19 je vidljivo da naselje Cepin pokazuje trend rasta koncentracija arsena u vodi i kosi, pri

¢emu je zabiljezen i poviSen broj sluc¢ajeva raka mokra¢nog mjehura u odnosu na vecinu ostalih
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naselja. Ovakav slican trend upucuje na mogucu povezanost dugotrajne izlozenosti arsenu i
pojavnosti raka mokra¢nog mjehura, budu¢i da kosa predstavlja biomarker kumulativne
izlozenosti. U ostalim naseljima ne uocava se dosljedno praéenje trendova koncentracija arsena u
vodi i kosi s brojem slucajeva C67. Ovakav nalaz ukazuje na znaCajan utjecaj dodatnih tizi¢nih
¢imbenika, ukljucuju¢i veli¢inu populacije, prevalenciju pusenja i urbane okoliSne  utjecaje.
Prikazani broj slucajeva C67 odnosi se na kumulativnu incidenciju tijekom dugog vremenskog
razdoblja, §to ograni¢ava izravnu usporedbu s trenutnim mjerenjima arsena. Dobiveni rezultati
upucuju na indicijsku, ali ne i jednoznac¢nu povezanost izmedu visih koncentracija As u vodi i kosi

te pojavnosti raka mokra¢nog mjehura.
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5.5. Analiza glavnih komponenata na podatcima koncentracija arsena u vodi, bioloskim
uzorcima (urinu, serumu i kosi) prema naseljima sa pojavnos$c¢u raka bubrega i mokraénog
mjehura

Analiza glavnih komponenata (Principal Component Analysis-PCA) predstavlja jednu od najcesce
koristenih multivarijantnih metoda za smanjenje dimenzionalnosti podataka, a istovremeno
zadrzava $to je moguce viSe varijabilnosti u podatkovnoj matrici. Jedna od glavnih prednosti PCA
je mogucénost pojednostavljenja kompleksnih i viSedimenzionalnih podataka u nekoliko glavnih
komponenti (najces¢e dvije), Sto olakSava vizualizaciju i1 daljnju. interpretaciju rezultata. PCA
takoder pomaze u identificiranju kljuénih varijabli koje najvise doprinose razlikama medu

uzorcima.
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Slika 20. Rezultat analize glavnih komponenata (PCA) izmjerenih vrijednosti arsena u vodi i

bioloskim uzorcima svih ispitanika s brojem slucajeva raka bubrega i mokra¢nog mjehura (C 64 i

C 67 po MKB) u ispitivanim naseljima
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Slika 21. Rezultat analize glavnih komponenata (PCA) izmjerenih vrijednosti arsena u vodi i
bioloskim uzorcima sa brojem slucajeva raka bubrega i mokraénog mjehura (C 64 1 C 67 po MKB).

Na slici su prikazane varijable

Slike 20 1 21 prikazuju rezultate analize glavnih komponenata (PCA) izmjerenih koncentracija
arsena u vodi za pice i bioloskim uzorcima (urin, kosa 1 serum), zajedno s brojem slu¢ajeva raka
bubrega (C64) i raka mokra¢nog mjehura (C67). Analiza glavnih komponenti omogucuje
1stodobnu procjenu medusobnih ednosa varijabli te pozicioniranje pojedinih naselja u odnosu na
dominantne obrasce varijabilnosti podataka. Prve dvije glavne komponente objasnjavaju 76,38 %
ukupne varijance (Faktor 1: 60,11 %, Faktor 2: 16,27 %), §to ukazuje na dobru reprezentativnost
PCA modela. (Slike 201 21).

Na dijagramu projekcije varijabli (Slika 20) vidljivo je da su koncentracije arsena u vodi, urinu i

kosi grupirane u istom kvadrantu i usmjerene u slicnom smjeru, $to potvrduje njihovu medusobnu
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povezanost i zajedni¢ki okolis$ni izvor izloZenosti. Jasno su odvojena tri klastera, prvi - smjesten
preteZito u gornjem i donjem desnom kvadrantu koji se sastoji od mjesta: Velika i Cadinci, Voéin;
i drugi,- smjesten U centralnom dijelu prikaza predstavljenog mjestima Osijek, Nasice, Vladislavci
i Dalj i treéi, jednoclani Klaster kojeg ¢ini naselje Cepin. Posebno je izrazena blizina vektora voda
i urin, ¢ime se dodatno potvrduje da urin predstavlja vazan biomarker izlozenosti arsenu putem
vode, §to je u skladu s rezultatima regresijske analize. Vektor C67 (rak mokraénog mjehura) nalazi
se u relativnoj blizini skupine varijabli povezanih s izloZzeno$¢u arsenu, Sto upucuje na pozitivnu
povezanost izmedu dugotrajne izlozenosti arsenu i pojavnosti raka mokraénog mjehura. Suprotno
tome, vektor C64 (rak bubrega) je prostorno udaljen i orijentiran u drugacijem smjeru, Sto ukazuje
na slabiju ili neizravnu povezanost s koncentracijama arsena u.vodi i bioloskim uzorcima. Na
dijagramima projekcija lokacija i varijabli uoGava se dase naselje Cepin jasno izdvaja u smjeru
varijabli povezanih s povisenim koncentracijama arsena u vodi i bioloskim uzorcima, Sto potvrduje
njegovu specificnu izloZenost visokim koncentracijama arsena. Naselja poput ‘Osijeka, Dalja i
Vladislavaca smjestena su u suprotnom dijelu faktorske ravnine, blize su varijablama koje nisu
izravno povezane s izloZeno§éu arsenu. Grad Nasice i naselja Voéin, Velika i Ca¢inci na podrudju
Papuka, grupirana su u podrucju nizih vrijednosti koncentracija arsena i umjerenih vrijednosti C67,
Sto upucuje na nizurazinwizloZenosti arsenu. PCA analiza dodatno naglasava da se rak mokra¢nog
mjehuraprostorno i statisticki priblizava varijablama izlozenosti arsenu, dok rak bubrega pokazuje
drugaciji obrazac, §to je u skladu s poznatim bioloskim mehanizmima izlucivanja arsena putem
mokraénog sustava. Analiza glavnih komponentni pruza kompletan uvid u medusobne odnose
varijabli te potvrduje da je dugotrajna izlozenost arsenu putem vode za pice snaznije povezana s
pojavnosti raka mokraénog mjehura (C67) nego raka bubrega (C64). Dobiveni rezultati dodatno
podupiru zaklju¢ak da je urin najpouzdaniji biomarker izlozenosti arsenu u ispitivanoj populaciji.
PCA analiza arsena pokazala je jasnu povezanost izmedu koncentracija arsena u vodi i1
koncentracija arsena u urinu; pri ¢emu su.se ove varijable projicirale u slicnom smjeru faktorske
ravnine. Ovakav raspored ukazuje na to da je voda za pi¢e dominantan izvor izloZenosti arsenu,
Sto je dodatno potvrdeno regresijskom analizom s visokom vrijednoS¢u koeficijenta determinacije
(R? = 0,8). Bioloski uzorci (urin, djelomi¢no kosa) pokazali su povezanost s koncentracijama
arsena u vodi, dok su epidemioloski pokazatelji (osobito C64 i C67) prostorno blizi arsenovim
varijablama. lako PCA ne dokazuje uzro¢nost, ovakav raspored varijabli upucéuje na potencijalnu

epidemioloSku relevantnost povisenih koncentracija arsena, osobito u kontekstu kroni¢ne
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izloZenosti putem vode za pice.

5.6. Koncentracije urana u vodi za pice

Tablica 14 prikazuje osnovne statistiCke pokazatelje izmjerenih koncentracija uranau vodi za pice
iz dostupnih izvora vodoopskrbe u ispitivanim naseljima. Iz prikazanih rezultata vidljivo je da se
koncentracije urana u vodi znacajno razlikuju medu pojedinim lokacijama, Sto upucuje na utjecaj

lokalnih hidrogeoloskih i1 geokemijskih ¢imbenika.

Tablica 14. Izmjerene srednje vrijednosti urana u dostupnim izvorima vodoopskrbe u ispitivanim

naseljima izrazene u pg L™

Uran u vodi (ugL™)

Naselje N X Medijan Minimum  Maksimum SD

Vladislavci 16 3,14 2,67 0,004 9,01 2,72
Dalj 19 4,25 3,32 0,02 13,32 3,44
Cepin 12 0,001 0,001 0,001 0,01 0,003
Nasice 8 0,19 0,18 0,13 0,29 0,05
Osijek 12 0,002 0,04 0,004 0,01 0,004
Voéin 4 0,53 0,55 0,26 0,75 0,22
Caginci 6 0,69 0,61 0,30 1,09 0,29
Velika 4 0,76 0,58 0,30 1,60 0,60

N- broj uzoraka, X -aritmetic¢ka sredina, SD- standardna devijacija

NajviSe srednje koncentracije urana zabiljezene su u naseljima Dalj (4,25 pg L) i Vladislavci
(3,14 ng L"), uz relativno Sirok raspon vrijednosti i visoke vrijednosti standardnog odstupanja, Sto
ukazuje na izraZzenu varijabilnost koncentracija urana unutar istih vodoopskrbnih sustava.
Maksimalne vrijednosti u tim naseljimadosezu 13,32 ug L' (Dalj) 19,01 pg L' (Vladislavci), §to
upucuje na mjestimi¢no povisene koncentracije. Umjerene koncentracije urana zabiljeZene su u
naseljima Velika (=0,76 pg L"), Caginci (x=0,69 pg L") i Voéin (X= 0,53 pg L"), pri ¢emu je u
Velikoj uocen i veéi raspon vrijednosti (maksimum 1,60 ug L), Sto takoder ukazuje na prostornu
heterogenost izvora vode. Najnize koncentracije urana zabiljezene su u Cepinu, Osijeku i

Nasicama, gdje su srednje vrijednosti ispod 0,2 pg L™, a u Cepinu i Osijeku koncentracije su blizu
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granice detekcije metode. Ovakvi rezultati upucuju na minimalnu izloZenost uranu putem vode za
pi¢e u tim naseljima. Sve izmjerene koncentracije urana u vodi za pi¢e na svim ispitivanim
lokacijema bile su znacajno ispod smjernica Svjetske zdravstvene organizacije i propisanih

maksimalno dopustenih vrijednosti za uran u vodi za pice (30 pg L™).

5.7. Koncentracije urana u bioloSkim uzorcima

Vrijednosti medijana koncentracija urana u kosi u naseljima s podru¢ja Papuka zabiljezene su kod
ispitanika iz naselja Caginci (0,011pg g™), Voéin (0,011 pg g") i Velika (0,010 pg g). U tim
naseljima uocene su vise vrijednosti 75. percentila (Velika 0,028 pg g?), $to upucuje na nesto

izrazeniju varijabilnost unutar istrazivane populacije (Tablica 15).

Tablica 15. Izmjerene koncentracije/urana (ug g') u kosi svih ispitanika prema u ispitivanim

naseljima
Naselje N Medijan Percentili Percentili
25.00000 75.00000
Vladislavci 85 0,010 0,004 0,018
Dalj 104 0,002 0,001 0,004
Cepin 51 0,001 0,001 0,008
NaSice 79 0,004 0,001 0,008
Osijek 64 0,003 0,001 0,011
Voéin 31 0,011 0,008 0,018
Caéinci 47 0,011 0,004 0,019
Velika 22 0,010 0,008 0,028

N- broj uzoraka

Raspon izmedu 25. 1 75. percentila pokazuje da je varijabilnost koncentracija urana u kosi op¢enito
umjerena, uz ponegdje izraZenije vrijednosti gornjih kvartila, $to mozZe biti posljedica
individualnih ¢imbenika ili okolisnih uvjeta. Izmjerene vrijednosti su niske u svim lokacijama pri
¢emu su lokacije s najvisim medijanom koncentracije urana one na podruéju Papuka (Caéinci,
Vocin i Velika), uz nesto vece vrijednosti u Vladislavcima koje se ne mogu objasniti geogenim

podrijetlom urana. Ove vrijednosti su oko nekoliko puta vece od koncentracija u Osijeku,
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Nasicama, Cepinu i Dalju.

Rezultati analize koncentracija urana u kosi ispitanika po razli¢itim lokacijama (Tablica 15)
ukazuju na prostorne varijacije, koje se mogu povezati s geoloskim karakteristikama podrucja.
Veée koncentracije zabiljeZene su u naseljima Voéin, Caginci i Velika, smjeStenima u podruéju
juznih padina Papuka, gdje dominiraju magmatske i metamorfne stijene te paleozojske formacije
poznate po poviSenim prirodnim sadrzajima urana i drugih primarnih radionuklida. Ovaj geoloski
kontekst vjerojatan je izvor nesto visih vrijednosti urana u bioloskim uzorcima stanovnistva, $to je
u skladu s prethodnim radovima koji ukazuju na prirodno poviSenu geokemijsku pozadinu na
podru¢ju Papuka. Suprotno tome, najnize koncentracije urana pronadene su u ravnicarskim
podrugjima Panonskog bazena (Cepin, Dalj, Osijek, Nasice), gdje prevladavaju aluvijalni i
kvartarni sedimenti s niskim udjelima prirodnih radionuklida. Ovi rezultati potvrduju hipotezu 0
geoloskoj uvjetovanosti razlika u izlozenosti uranu te ukazuju na stabilno i nisko opterecenje
okolisa uranom u panonskom dijelu regije. Unato¢ prostornim razlikama, vazno je naglasiti-da se
pronadene koncentracije na svim lokacijama nalaze unutar raspona koji se u. literaturi navodi kao
tipican za opcéu populaciju, 0dnosno unutar vrijednosti koje se smatraju pokazateljem prirodne
izlozenosti niskim koncentracijama urana u okolisu. Usporedbom s relevantnim medunarodnim
smjernicama (WHO, ATSDR, ICRP) vidljivo je da koncentracije urana u kosi ispitanika ne
ukazuju-ma poveéani zdravstveni rizik, niti prelaze koncentracije koje bi mogle upucivati na

toksicne ucinke 1 znacajno opterecenje organizma uranom.

Iz prikazanih rezultata (Tablica 16) vidljivo je da'su koncentracije urana u urinu vrlo niske i izrazito
homogeno rasporedene unutar veéine ispitivanih naselja. U naseljima Vladislavci, Dalj, Cepin,
Nasice 1 Osijek vrijednosti medijana, kao 1 25.175. percentili,iznose 0,010 pg L', §to upucuje na
vrijednosti bliske granici detekeije analiticke metode i zanemarivu varijabilnost medu
ispitanicima. Koncentracije urana u urinu potvrduju rezultate dobivene analizom seruma i kose. U
vecem dijelu istraZzivanog podrucja izlozenost uranu je minimalna i homogena, dok se u podrucju
Papuka (Vocin, Cacinci, Velika) pojavljuju neito vise vrijednosti u sve tri bioloske matrice. U
naseljima sa ne$to visim koncentracijama na podrudju Papuka (Voéin, Caginci, Velika)
vrijednosti medijana koncentracija urana u urinu iznosile su 0,050 pg L™, $to je nekoliko puta vise

u odnosu na preostala ispitivana naselja (Tablica 16).
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Tablica 16. Rezultati osnovne statistike koncentracija urana (ug L) u urinu svih ispitanika u

ispitivanim naseljima

Naselje N Medijan Percentili Percentili
25.00000 75.00000
Vladislavci 85 0,010 0,010 0,010
Dalj 104 0,010 0,010 0,010
Cepin 51 0,010 0,010 0,010
NasSice 79 0,010 0,010 0,010
Osijek 64 0,010 0,010 0,010
Vocin 31 0,050 0,050 0,052
Catinci 48 0,050 0,050 0,050
Velika 22 0,050 0,050 0,050

N- broj uzoraka

Percentilni raspon je vrlo uzak, §to znaci da su sliéne koncentracije prisutne kod-gotovo svih
ispitanika. Urin kao marker recentne izloZenosti pokazuje da stanovnici ovih triju naselja imaju

stalnu, ali i dalje nisku razinu unoesa urana.

Ovaj obrazac je u skladu s geoloskim karakteristikama Papuka te ukazuje na kontinuiranu, ali
zdravstveno neopterecujucu izlozenost stanovnistva prirodnim izvorima urana. U Vladislavcima i
Dalju prisutnoje odredeno odstupanje izmedukoncentracija urana u vodi i bioloSkim indikatorima.
Sve izmjerene vrijednosti urana u biomarkerima nalaze se unutar referentnog raspona opcu

populaciju I ne prelaze pragove koncentracija koji bi-upucivali na toksi¢ne ucinke.

Rezultati pokazuju da su kencentracije urana u serumu muskih ispitanika u vecini ispitivanih
naselja vrlo niske i slabo varijabilne (Tablica 17). U naseljima Vladislavci, Dalj, Cepin, Nasice i
Osijek vrijednosti medijana iznose 0,020 pg L, pri ¢emu su interkvartilni rasponi uski 1 u veéini

slu¢ajeva bliski granici detekcije analitiCke metode.
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Tablica 17. Koncentracija urana (ug L) u serumu muskih ispitanika u ispitivanim naseljima

Naselje N (muski) Medijan Percentili Percentili
25.00000 75.00000
Vladislavci 37 0,02 0,020 0,020
Dalj 43 0,02 0,020 0,020
Cepin 40 0,020 0,020 0,038
NasSice 29 0,020 0,020 0,024
Osijek 50 0,020 0,020 0,063
Voéin 16 0,103 0,100 0,120
Catinci 28 0,109 0,102 0,127
Velika 17 0,103 0,100 0,108

N- broj uzoraka

Iako se u pojedinim naseljima (npr. Cepin i Osijek) uo¢avaju blago povisene vtijednosti gornjih
kvartila, apsolutne koncentracije ostaju niske. Nasuprot tome, u naseljima podrucja Papuka: Vocin,
Cacinci i Velika zabiljeZene su nesto vise vrijednosti medijana koncentracije urana u serumu (cca.
0,10 pg L), uz relativno'uzak interkvartilni raspon. Ovakay: obrazac ukazuje na to unato¢
sustavnom povisenju, koncentracije urana u_serumu muskih ispitanika tih naselja imaju i dalje
niske-apsolutne vrijednosti.

U veéini promatranih lokacija (Vladislavei, Dalj, Cepin, Nasice i Osijek) medijan koncentracija
1znosi 0,020 ug L-1, a 25. percentil je u svim tim sredinama jednak toj vrijednosti (Tablica 18) .
To upucuje na €injenicu da se vecina izmjerenih vrijednosti nalazi na granici, ili neposredno
iznad donje granice detekcije analiti¢ke metode. U Cepinu i Osijeku zabilje Zene su nesto vise
vrijednosti 75. percentila (0,042 pg L-1), dok su u Nasicama poviSenja minimalna (0,022 pg L-
1). Unato¢ tome, medijani ostaju nepromijenjeni, Sto upucuje na to da se poviSene vrijednosti

odnose na manji broj ispitanica.
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Tablica 18. Koncentracija urana u(pg L) serumu Zenskih ispitanika u ispitivanim naseljima

Naselje N (Zene) Medijan Percentili Percentili
25.00000 75.00000
Vladislavci 48 0,020 0,020 0,020
Dalj 61 0,020 0,020 0,020
Cepin 11 0,020 0,020 0,042
NaSice 50 0,020 0,020 0,022
Osijek 14 0,020 0,020 0,042
Voéin 15 0,106 0,102 0,130
Catinci 20 0,102 0,100 0,104
Velika 5 0,100 0,100 0,102

N- broj uzoraka

Za razliku od navedenih lokacija, u naseljima Voéin, Caginci i Velika zabiljeZene su nesto vise
koncentracije urana u serumu. Medijani se kreéu izmedu 0,100 i.0,107 pug L', a interkvartilni
rasponi su jasno pomaknuti prema visim vrijednostima u odnosu na ostale lokacije. Ovakav
obrazacipucuje na razlike u prirodnoj geokemijskoj prisutnosti urana u sredinama u kojima Zzive
ispitanice, pri-.¢emu se izmjerene vrijednosti nalaze unutar referentnih granica. Ovakav obrazac
upucuje na razlike u prirodnoj geokemijskoj prisutnosti urana u sredinama u kojima zive ispitanice,

pri ¢emu se izmjerene vrijednosti nalaze unutar referentnih granica.
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U veéini naselja (Vladislavci, Dalj, Cepin, Nasice i Osijek) medijani koncentracija urana
izmjerenih u urinu muskih ispitanika (Tablica 19) iznose 0,010 ug L'}, pri ¢emu su i 25. percentil,
ali u gotovo svim slucajevima i vrijednosti 75. percentila jednaki toj vrijednostic Ovakav rezultat
ukazuje na to da se ve¢ina izmjerenih koncentracija nalazi na granici ili vrlo blizu donje granice

detekcije metode.

Tablica 19. Koncentracija urana (ug L") u urinu muskih ispitanika

Naselje N (muski) Medijan Percentili Percentili
25.00000 75.00000
Vladislavci 37 0,010 0,010 0,010
Dalj 43 0,010 0,010 0,010
Cepin 40 0,010 0,010 0,010
NaSice 29 0,010 0,010 0,020
Osijek 50 0,010 0,010 0.010
Voéin 16 0,050 0,050 0,052
Catinci 28 0,050 0,050 0,050
Velika 17 0,051 0,050 0,050

N- broj uzoraka

U Nasicama je zabiljeZen blagi porast 75. percentild (0,020 pg L), $to upuéuje na postojanje
manjeg broja ispitanika s poviSenim vrijednostima, ali bez pomaka vrijednosti medijana. Za
razliku od navedenih lokacija, u naseljima Voéin, Cacinci i Velika uodene su nesto vise
koncentracije urana u urinu. Vrijednosti medijana u tim sredinama kre¢u se oko 0,050-0,051 pg
L1, a interkvartilni rasponi su uski, s 25. i 75. percentilom gotovo jednakih vrijednosti. Rezultat
ukazuje na razlike u izmjerenim koncentracijama urana u mokra¢i muskih ispitanika u tim

podrucjima, uz vrijednosti koje se nalaze unutar referentnog raspona (Tablica 19).
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Tablica 20. Koncentracija urana(pg L) u urinu Zenskih ispitanika u ispitivanim naseljima

Naselje N (Zene) Medijan Percentili Percentili
25.00000 75.00000
Vladislavci 48 0.010 0.010 0.010
Dalj 61 0.010 0.010 0.010
Cepin 11 0.010 0.010 0.010
NasSice 50 0.010 0.010 0.010
Osijek 14 0.010 0.010 0.010
Voéin 15 0.053 0.050 0.055
Catinci 20 0.051 0.050 0.058
Velika 5 0.051 0.050 0.051

N- broj uzoraka

Rezultati mjerenja koncentracije urana u urinu zenskih ispitanika pokazuju da su koncentracije
urana u urinu zena u.vecini ispitivanih naselja vrlo niske i ujednacene (Tablica:20). U naseljima
Vladislayci, Dalj,Cepin, Nasice i Osijek vrijednosti medijana, kaoi vrijednosti 25. i 75. percentila,
iznose 0,010 pg L', Sto upucuje na vrijednosti. bliske granici detekcije analiticke metode 1
zanemarivu individualnu varijabilnost. U naseljimaVoéin, Cacincid Velika zabiljeZzene su nesto
viSe; ali i dalje niske koncentracije urana u urinu, s vrijednostima medijana od priblizno 0,05 pg
L' ‘Interkvartilni raspon u tim naseljima je vrlo uzak, $to ukazuje na nesto viSe ali stabilne
vrijednosti unutar populacije zenskih ispitanika. Rezultati analize koncentracija urana u urinu
zenskih ispitanika potvrduju nisku razinu izlozenosti uranu, bez uocljivih spolno specifi¢nih
razlika i bez pokazatelja da voda za pice predstavlja zna€ajan izvor unosa urana. Ovi rezultati su
U potpunosti u skladu s rezultatima za muske ispitanike i ukupnu populaciju i dodatno potvrduju

da uran ne predstavlja relevantan zdravstveni rizik u promatranim naseljima.
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Rezultati mjerenja pokazuju da su koncentracije urana u kosi muskih ispitanika niske u svim

ispitivanim naseljima, uz umjerene razlike medu lokacijama (Tablica 21). NajviSe vrijednosti

medijana zabiljeZene su u naseljima Caginci (0,015 pg g™), Velika (0,010 pg g*) i Voéin (0,010

pug g, pri ¢emu su u tim naseljima zabiljezeni 1 visi 75. percentili,«0sobito u Velikoj (0,036 ug

g1), $to upucuje na nesto izrazeniju individualnu varijabilnost koncentracija urana u kosi.

Tablica 21. Koncentracija urana (ug g') u kosi muskih ispitanika w ispitivanim naseljima

Naselje N (muski) Medijan Percentili Percentili
25.00000 75.00000
Vladislavci 37 0,009 0,004 0,017
Dalj 43 0,002 0,001 0,004
Cepin 40 0,001 0,001 0,005
NaSice 29 0,004 0,001 0,008
Osijek 50 0,003 0,001 0,011
Voéin 16 0,010 0,003 0,017
Cadinci 28 0,015 0,008 0,019
Velika 17 0,010 0,010 0,036

N- broj uzoraka

Srednje vrijednosti medijana zabiljezene su u Vladislavcima (0,009 pg g'), dok su najnize

kongentracije utvrdene u Cepinu (0,001pg g*) i Dalju (0,002 pg g ), $to ukazuje na minimalnu

kroni¢nu izloZenost uranu u tim naseljima. Interkvartilni rasponi u ve¢ini naselja su relativno uski,

no u pojedinim sludajevima (npr. Velika i Cadinci) §iri raspon gornjih kvartila ukazuje na utjecaj

individualnih ¢imbenika, poput okolisnih.
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Rezultati pokazuju da su koncentracije urana u kosi Zenskih ispitanika niske u svim ispitivanim
podrucjima, uz umjerene razlike medu pojedinim naseljima (Tablica 22). Najvise vrijednosti
medijana zabiljezene su u naselju Vocin (0,016 pg g™), uz relativno Sirok interkvartilni raspon,

Sto upucuje na izrazeniju individualnu varijabilnost koncentracija urana u kosi.

Tablica 22. Koncentracija urana (ug g') u kosi Zenskih ispitanika u ispitivanim naseljima

Naselje N (Zene) Medijan Percentili Percentili
25.00000 75.00000
Vladislavci 48 0,010 0,006 0,019
Dalj 61 0,002 0,001 0,004
Cepin 11 0,004 0,001 0,014
NaSice 50 0,003 0,001 0,008
Osijek 14 0,005 0,001 0,012
Voéin 15 0,016 0,009 0,024
Catinci 20 0,006 0,003 0,013
Velika 5 0,007 0,004 0,009

N- broj uzoraka

Nesto viSe, ali 1 dalje niske vrijednosti zabiljezene su i u Vladislavcima (0,010pg g™). Srednje
vrijednosti medijana utvrdene su u Velikoj (0,007ug g*) i Ca¢incima (0,006pg g ), dok su najnize
koncentracije urana u kosi Zenskih ispitanika zabiljezene u Dalju (0,002pg g™'), NaSicama
(0,003pg g) i Osijeku (0,005 pg g ). U naselju Cepin zabiljeZena je niska vrijednost medijana
(0,004 pg g), uz nesto Siri raspon vrijednosti, Sto moze upudivati na individualne razlike unutar
male skupine ispitanica. Interkvartilni rasponi u veéini naselja su umjereni, a u pojedinim
slu¢ajevima (Vocin, Vladislavci) visi 75. percentili ukazuju na moguci utjecaj nekih drugih

¢imbenika, poput npr. prehrambenih navika, okoliSnog kontakta ili razlika u metabolizmu.
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5.7. Prikazi odnosa koncentracija urana u vodi, urinu, serumu i kosi i raka bubrega (C64) i
mokraénog mjehura (C67)

Prikaz omogucuje istodobnu vizualnu usporedbu okoliSnog izvora i razli€itth biomarkera
izlozenosti. Iz grafikona je vidljivo da ne postoji sli¢an trend izmedukoncentracija urana w.vodi i
koncentracija urana u bioloSkim uzorcima (Slika 22). NajizraZeniji porast koncentracija urana u
vodi zabiljeZen je u Dalju 1 Vladislavcima, no taj porast nije pracen odgovaraju¢im povecanjem
trenda koncentracija urana u urinu, serumu ili kosi. Naprotiv, bioloski uzorei u tim naseljima
pokazuju niske i stabilne vrijednosti. Urin 1 serum u svim naseljima pokazuju vrlo niske 1 gotovo
konstantne koncentracije urana, s minimalnom varijabilnos¢u, Sto upucuje na odsutnost znacajne

skora$nje 1 sistemske izloZenosti uranu.

Uran u vodi,urinu, serumu i kosi

(@j)

—-— Voda
-8 Urin

, , , . . . . . ¢ Serum
Osijek Nasice Cepin Dalj Vladislavei  Vocin Velika Caginci -=- Kosa

Slika 22. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetic¢kih sredina koncentracija urana pg L' u vodi za pice

1 vrijednosti u bioloSkim uzorcima ispitanika (urin, serum i kosa) u ispitivanim naseljima
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Ovakav obrazac ujedno potvrduje ograni¢enu vrijednost urina i seruma kao pokazatelja kroni¢ne
izloZenosti uranu u uvjetima njegovih niskih koncentracija. Kosa, serum i urin pokazuju nesto vecu
varijabilnost koncentracija urana, u naseljima Vo¢in, Caginci i Velika, medutimy ni u tom slu¢aju
nije uoc¢ena povezanost s koncentracijama urana u vodi. To upucuje na ¢injenicu da koncentracije

urana u kosi ispitanika ne odrazavaju utjecaj putem unosa vode za pice.

Uran
(voda, urin vs C64)

(@j)

—— Voda
, , , , , , , , ~B- Urin
Osijek Nasice Cepin Dalj Vladislavci ~ Voéin Velika Caginci °- Coé4

Slika 23. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetic¢kih sredina koncentracija urana pg L' u vodi za pice

i urinu ispitanika sa ucestalos¢u raka bubrega (C 64 po MKB) u ispitivanim naseljima

Iz grafikona (Slika 23) je vidljivo dane postoji dosljedan niti slican trend izmedu koncentracija
urana u vodi za pice i koncentracija urana u urinu. Naselja s nesto visSim koncentracijama urana u
vodi (Dalj 1 Vladislavci) ne pokazuju odgovaraju¢e povisene koncentracije urana u urinu, $to
potvrduje da uran iz vode za pic¢e ne dovodi do mjerljivog povecanja bioloske izlozenosti u
ispitivanoj populaciji. Usporedba krivulja koncentracija urana u vodi i urinu s uéestalo$¢u raka

bubrega (C64) pokazuje da ne postoji jasan obrazac povezanosti. Primjerice, naselja s viSom
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ucestalos¢u raka bubrega ne pokazuju istodobno porast povecanja koncentracija urana u vodi ili
urinu, dok naselja s poviSenim koncentracijama urana u vodi ne biljeZe povecanu ucestalost raka
bubrega. Ovakav nalaz upuéuje na odsutnost povezanosti izmedu izloZenosti uranu i pojavnosti

raka bubrega na razini promatranih naselja.

Uran
(voda, serum vs C64)

(@j)

<&
—— Voda
. . . , . . . . ~m- Serum
Osiek  Nasice  Cepin Dalj  Viadislavei  Vocin Velika  Gaginci o C64

Slika 24. Graficki prikaz odnosa vrijednosti aritmeti¢kih sredina koncentracija urana (ug L") u
vodi za pi¢e i serumu ispitanika sa ucestalo$¢u raka bubrega (C64 po MKB) u ispitivanim

naseljima

Iz grafikona na slici 24 je vidljivo da koncentracije urana u serumu u svim naseljima ostaju slabo
varijabilne, bez obzira na izraZenije razlike u koncentracijama urana u vodi. Naselja s viSim
koncentracijama urana u vodi (osobito Dalj 1 Vladislavci) ne pokazuju odgovarajuce povisenje
koncentracija urana u serumu, Sto potvrduje da serum nije pokazatelj kroni¢ne izloZenosti uranu

putem vode za pice. Usporedba koncentracija urana u vodi i serumu s ucestalos¢u raka bubrega
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(C64) ne pokazuje dosljedan, niti paralelan obrazac povezanosti. Naselja s viSom ucestalos¢u C64
ne pokazuju istodobno poviSene koncentracije urana u serumu, dok naselja s viSim
koncentracijama urana u vodi ne pokazuju povecanu ucestalost raka bubrega. Ovakav nalaz
upucuje na odsutnost povezanosti izmedu izlozenosti uranu i pojavnosti raka bubrega na razini

promatranih lokacija.

Uran
(voda, kosa vs C64)

(aj)

—-— Voda
-m- Kosa

Osiek  Nasice Cepin Dalj  Viadislavei  Voéin Velka  Gaginci o Cb64

Slika 25. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija urana u vodi za pice i kosi

ispitanika sa uCestalos¢u raka bubrega (C64 po MKB) u ispitivanim naseljima

1z grafikona (Slika 25) je vidljivo daiako postoje izraZene razlike u koncentracijama urana u vodi
izmedu pojedinih naselja (Dalj 1 Vladislavci), te razlike nisu prac¢ene odgovaraju¢im promjenama
koncentracija urana u kosi. Koncentracije urana u kosi u svim naseljima imaju umjerenu
individualnu varijabilnost, ali bez povezanosti s koncentracijama u vodi. Usporedba koncentracija
urana u vodi 1 kosi s ucestalos¢u raka bubrega (C64) pokazuje da ne postoji dosljedan obrazac

povezanosti. Naselja s poviSenim koncentracijama urana u vodi i/ili kosi ne biljeZze povecanu

71



ucestalost raka bubrega, dok se visa ucestalost C64 u pojedinim naseljima ne moze dovesti u vezu
s povisenim koncentracijama urana u promatranim bioloskim uzorcima. Ovakav nalaz upucuje na
odsutnost povezanosti izmedu kroni¢ne izloZenosti uranu i pojavnosti raka bubrega na razini
analiziranih populacija.

Uran
(voda, urin vs C67)

(aj)

o - Voda
. . . . . ~B8-- Urin
Osijek  Nasice Gepin Dalj  Viadislavei  Vocin velka  Gaginci © C67

Slika 26. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija urana (ug L") u vodi za pice
1 urinu ispitanika sa ucestaloS¢u.raka mokra¢nog mjehura (C67 prema MKB) u ispitivanim

naseljima

Iz Slike 26 je vidljivo da ne postoji konzistentan obrazac koji bi ukazao na istodobno smanjenje
povecanje koncentracija urana u vodi za pice i povecanje, odnosno smanjenje koncentracija urana
u urinu. Naselja s nesto visim koncentracijama urana u vodi (Dalj i Vladislavci) ne pokazuju
odgovarajuce poviSene koncentracije urana u urinu, §to potvrduje da uran iz vode za pice nije
povezan sa izlozenosti, barem na razini urina kao biomarkera nedavne izloZenosti. Usporedba

koncentracija urana u vodi i urinu s ucestalo§¢éu raka mokra¢nog mjehura (C67) pokazuje da ne
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postoji zamjetan obrazac povezanosti. Naselja s viSom ucestalo$¢u C67 ne pokazuju istodobno
poviSene koncentracije urana u vodi ili urinu, dok naselja s nesto vis§im koncentracijama urana u
vodi ne pokazuju povecanu ucestalost raka mokraénog mjehura. Ovakav nalaz upucuje na

odsutnost povezanosti izmedu izlozenosti uranu i pojavnosti C67 na razini promatranih lokacija.

Uran
(voda, serum vs C67)

(@)

o —— Voda
. . , , . . . . ~m- Serum
Osiek  Nagice  Cepin Dalj  Viadislavei  Vocin Velka  Caginci o C67

Slika 27. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija urana (ug L") u vodi za pice
1 serumu ispitanika sa ucestalos¢u raka mokra¢nog mjehura (C67 prema MKB) u ispitivanim

naseljima

1z Slike 27 je vidljivo da su koncentracije urana u serumu u svim naseljima slabo varijabilne, bez
obzira na izraZenije razlike u koncentracijama urana u vodi. Naselja s nesto vi§im koncentracijama
urana u vodi (Dalj 1 Vladislavci) ne pokazuju odgovarajuce povisene koncentracije urana u serumu,
Sto potvrduje da serum ne odrazava kroni¢nu izloZzenost uranu putem vode za pice. Usporedba
koncentracija urana u vodi i serumu s ucestalos¢u raka mokra¢nog mjehura (C67) ne pokazuje

slican obrazac. Naselja s viSom ucestalos¢u C67 ne pokazuju istodobno povisene koncentracije
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urana u serumu, dok naselja s poviSenim koncentracijama urana u vodi ne pokazuju povecanu
ucestalost raka mokra¢nog mjehura. Ovakav nalaz jasno upucuje na odsutnost povezanosti izmedu
izlozenosti uranu i pojavnosti C67 na razini promatranih populacija.

Uran
(Voda, kosa vs C67)

(@)

S —— Voda

. . . , . . . . ~m-- Kosa
Osiek  Nasice Cepin Dali  Viadislavci  Vogin Velka  Caginci o C67

Slika 28. Prikaz odnosa vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija urana u vodi za pice i kosi

ispitanika sa u€estaloscu raka mokra¢nog mjehura (C67 prema MKB)) u ispitivanim naseljima

lako postoje izraZene razlike u koneentracijama urana u vodi izmedu naselja (Dalj 1 Vladislavci),
te razlike nisu pracene odgovaraju¢im promjenama koncentracija urana u kosi (Slika 28).
Koncentracije urana u kosi u svim naseljima imaju umjerenu varijabilnost, ali bez jasne sli¢nosti
s koncentracijama urana u vodi. Usporedba koncentracija urana u vodi i kosi s ucestalos¢u raka
mokra¢nog mjehura (C67) pokazuje da ne postoji dosljedan obrazac povezanosti. Naselja s visSom
ucestalos¢u C67 ne pokazuju povisene koncentracije urana u kosi, dok naselja s poviSenim

koncentracijama urana u vodi ne pokazuju povecanu ucestalost raka mokra¢nog mjehura. Ovakav
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nalaz upucuje na odsutnost povezanosti izmedu kronicne izloZenosti uranu i pojavnosti raka

mokra¢nog mjehura na razini analiziranih lokacija.

5.8. Klaster analiza koncentracija urana u vodi, urinu, serumu i kosi u ispitivanim
naseljima prema spolu

Cilj klaster analize (slika 29) bio je ispitati postoje li obrasci grupiranja uzoraka s obzirom na
lokaciju i spol ispitanika. Dendrogram koncentracija urana u serumu prikazan naslici 30. prikazuje
postojanje dva osnovna klastera, jednog jednoc¢lanog (Osijek) 1 drugog kompleksnog mjeSovitog
petnaesto€lanog klastera koji se sastoji od dva manja klastera sastavljena od muskih 1 Zenskih
ispitanika razli¢itih lokacija. Prvi Sestoclani klaster smjeSten unutar tog kompleksnog klastera ¢ine
muski i Zenski ispitanici sa podrudja oko Papuka (Voéin, Velika , Caéinci),~dok je drugi
(devetoClani) klaster uglavnom sacinjen od muskih i zenskih ispitanika s podru¢ja oko grada

Osijeka.
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Uran u serumu
(muskarci i zene)
Single Linkage
Euclidean distances
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Slika 29:. Rezultat hijerarhijske klaster analize koncentracija urana (U) u serumu muskih i1 Zenskih

ispitanika u ispitivanim naseljima, primjenom metode single linkage i euklidskih udaljenosti

Iz dendrograma prikazanog na Slici 29 je vidljivo da se uzorci prvenstveno grupiraju prema razini
koneentracija urana, a ne prema spolu ispitanika. Muski i Zenski ispitanici iz istih ili sli¢nih naselja
Cesto se nalaze u istim ili vrlo bliskim klasterima, Sto jasno ukazuje na odsutnost spolno
specificnog razlikovanja u kencentracijama urana u serumu. Uocljivo je formiranje jednog veceg
kompleksnog klastera koji obuhvaca ve¢inu uzoraka iz naselja s vrlo niskim koncentracijama
urana u serumu (Vladislavci, Dalj, Nagice, Cepin i Osijek), pri ¢emu se muski i Zenski ispitanici
unutar tih naselja medusobno preklapaju. Ovaj klaster odraZava homogenu i nisku razinu
izloZenosti uranu. Drugi klaster obuhvaca uzorke iz naselja Voéin, Velika i Cadinci, gdje su
zabiljezene nesto vise, ali 1 dalje niske koncentracije urana u serumu. I u ovom klasteru ne dolazi

do razdvajanja prema spolu, §to dodatno potvrduje da spol nema znacajan utjecaj na koncentracije
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urana u serumu. Rezultati klaster analize u potpunosti su u skladu sa spolnom razdiobom, prema
kojima su koncentracije urana u serumu niske, homogeno rasporedene i neovisne o spolu
ispitanika. Grupiranje prema lokacijama, a ne prema spolu, upucuje na to da su lokalni okolis$ni
¢imbenici znacajnija odrednica za razinu urana u serumu od spolnih razlika izmedu muskaraca i
zena. Ovi nalazi dodatno podupiru zaklju€ak da uran ne predstavlja relevantan okeli$ni niti

zdravstveni rizik u promatranim naseljima.

Uran u kosi
(muskarci i zene)
Single Linkage
Euclidean distances
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Slika 30. Rezultat hijerarhijske klaster analize koncentracija urana u kosi muskih i Zenskih

ispitanika u ispitivanim naseljima, primjenom metode single linkage i euklidskih udaljenosti

Cilj klaster analize (Slika 30) bio je utvrditi obrasce grupiranja uzoraka s obzirom na lokaciju i
spol, odnosno procijeniti postoji li spolno uvjetovana razdioba u koncentracijama urana u kosi. 1z
dendrograma je vidljivo da se uzorci ne razdvajaju primarno prema spolu, ve¢ se grupiranje odvija
prema koncentracijama urana i pripadnosti pojedinim lokacijama. Muski i Zenski ispitanici iz istih

ili sli¢nih lokacija ¢esto se nalaze u istim ili vrlo bliskim klasterima, §to jasno ukazuje na odsutnost
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sustavnih spolnih razlika u koncentracijama urana u kosi. Prisutan je veci klaster koji obuhvaca
uzorke iz veéine naselja s niskim koncentracijama urana u kosi (npr. Vladislavci, Cepin, Nasice,
Osijek i1 Dalj), pri ¢emu se uzorci muskaraca i zena ponovo medusobno preklapaju. Maniji,
odvojeni klasteri povezani su s naseljima s podru¢ja Papuka: Voéiny Velika i Caéinci, gdje su
pronadene nesto vise, ali 1 dalje niske koncentracije urana u kosi. I u tim klasterima ne dolazi do
jasne spolne raspodjele, ve¢ se razlike o¢ituju na razini lokacije. Dendrogram koncentracija urana
u kosi prikazan na Slici 30 pokazuje niz mjeSovitih blisko udaljenih klastera od kojih se na vrlo

maloj udaljenosti izdvaja jedno¢lani klaster koji &ini lokacija Cadinci (zene).

Uran u urinu
(muskarci i zene)
Single Linkage
Euclidean distances

Vladislavci(m) ]
Velika(m)
Dalj(m) [
Nasice(2)
Osijek(2)
Osijek(m) }
Dalj(2)
Vladislavci(z) |-
Nasice(m) J

Vocin(z)
Velika(z)
Vocin(m)

Cepin(z) }—"
Caginci(z)
Cepin(m)

Caginci(m)

]

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
Linkage Distance

Slika 31. Rezultat hijerarhijske klaster analize koncentracija urana u urinu muskih i Zenskih

ispitanika u ispitivanim naseljima primjenom metode single linkage 1 euklidskih udaljenosti

Cilj klaster analize bio je ispitati moguce obrasce grupiranja uzoraka s obzirom na spol i lokaciju,

odnosno utvrditi postoji li spolno uvjetovana razlika u koncentracijama urana u urinu ispitanika.
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Iz dendrograma je vidljivo da se uzorci ne grupiraju primarno prema spolu, ve¢ se grupiranje odvija
prema koncentracijama urana i pripadnosti pojedinim naseljima. Muski i Zenski ispitanici iz istih
naselja Cesto se nalaze u istim ili vrlo bliskim klasterima, Sto jasno ukazuje na‘odsutnost spolno
specificne razdiobe u koncentracijama urana u urinu. Na slici je vidljivo formiranje jednog veceg
klastera koji obuhvac¢a uzorke iz naselja s vrlo niskim koncentracijama urana u urinu (Vladislavci,
Dalj, Nasice 1 Osijek), pri ¢emu se uzorci muskaraca i zena gotovo u potpunosti preklapaju. Ovaj
klaster odrazava minimalnu izloZenost uranu u tim naseljima. Drugi klaster obuhvaca uzorke iz
naselja Voéin, Velika i Caginci, gdje su zabiljeZene nesto vise, ali'i nadalje niske koncentracije
urana u urinu. I u ovom klasteru ne dolazi do jasnog razdvajanja prema spolu, ve¢ su uzorci
grupirani prema razini koncentracija, Sto upucuje'na utjecaj lokalnih okolisnih ¢imbenika, a ne

spolnih razlika.
5.8.1. Klaster analiza koncentracija urana u vodi, urinu, serumu i kosi u ispitivanim

naseljima prema dobi

Iz dendrograma (Slika 32) je vidljivo da se uzorci ne grupiraju jasno prema dobnim skupinama,
ve¢ se klasteri formiraju prvenstveno prema razinama koncentracija urana, uz djelomican utjecaj

pripadnosti pojedinim naseljima.
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Slika 32. Rezultat hijerarhijske klaster analize koncentracija urana u serumu ispitanika, pri cemu
su uzorei svrstani prema naseljima i dobnim skupinama, uz primjenu metode single linkage i
euklidskih udaljenaosti. 1- dobna skupina 18-39 godina, 2- dobna skupina 40-59 godina, 3- dobna

skupina 60 godina nadalje

Uzorei razli¢itih dobnih skupina ¢esto se nalaze unutar istih ili vrlo bliskih klastera, §to ukazuje na
odsutnost dobno uvjetovane razdiobe u koncentracijama urana u serumu. Vecina uzoraka
grupirana je u jedan dominantan klaster s vrlo niskim i homogenim koncentracijama urana, §to je
u_skladu s rezultatima statistike i analiza prema spolu. Manji, udaljeniji klasteri obuhvacaju
pojedine uzorke s vis§im koncentracijama urana, no i u tim slucajevima ne uocava se dosljedan
obrazac povezan s dobi, vec je vjerojatnije rije¢ o lokalnim ili individualnim razlikama. Rezultati
klaster analize prema dobi u potpunosti su u skladu s prethodnim nalazima koji su pokazali da su
koncentracije urana u serumu niske, slabo varijabilne i neovisne o spolu. Dodavanje dobne
dimenzije klaster analizi ne otkriva nove obrasce, $to potvrduje da dob ispitanika nema znacajan

utjecaj na koncentracije urana u serumu u ispitivanoj populaciji. Ovakav nalaz dodatno potvrduje
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da serum, kao biomarker kratkotrajne izlozenosti, ne odrazava zivotne razlike u izloZenosti uranu

kao i to da su u uvjetima niskih okolisnih koncentracija dobne razlike zanemarive.

Cilj klaster analize koncentracija urana u urinu ispitanika (Slika 33) bio je ispitati postoji li dobno
uvjetovan obrazac u koncentracijama urana u urinu. Iz dendrograma je vidljivo da se uzorci ne
grupiraju prema dobi, ve¢ se klasteri formiraju prema razinama koncentracija urana i pripadnosti
pojedinim naseljima. Uzorci razli¢itih dobnih skupina Cesto se nalaze u istim ili vrlo bliskim
klasterima, $to upucuje na odsutnost dobno specifi¢ne razdiobe u koncentracijama urana u urinu.
Formiran je kompleksan klaster koji obuhvaca vecinu uzoraka s vrlo niskim i homogenim
koncentracijama urana, karakteristicnim za vecinu naselja. Manji, udaljeniji klasteri unutar
kompleksnog klastera ukljucuju uzorke s nesto visim vrijednostima, medutim, ti se uzorci ne
povezuju Sustavno uz odredene dobne skupine, ve¢ su. vjerojatnije posljedica lokalnih ili
individualnih ¢imbenika. Rezultati klaster analize urana u urinu prema dobi u skladu su s nalazima
za serum i s prethodnim spolno stratificiranim analizama. Sve skupa upucuje ha to da su
koncentracije urana u urinu niske, slabo varijabilne i neovisne o dobi ispitanika. U uvjetima niskih
okolisnih koncentracija urana, dob ne predstavlja determinirajuéi ¢cimbenik nedavne izloZenosti,

§to je i oCekivano s obzirom na urin kao biomarker kratkotrajnog unosa.
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Slika 33. Rezultat hijerarhijske klaster analize koncentracija urana.u urinu ispitanika svrstanih
prema naseljima i dobnim skupinama, primjenom metode single linkage i euklidskih udaljenosti.
1- dobna skupina 18-39 godina, 2- dobna skupina 40-59 godina, 3- dobna skupina 60 godina

nadalje

Cilj klaster analize (Slika 34) koncentracija urana u Kosi ispitanika bio je utvrditi postoji li dobno
uvjetovan obrazac u raspodjeli koncentracija urana u kosi. 1z dendrograma je vidljivo da se uzorci
ne grupiraju sustavno prema dobi, veé se klasteri formiraju prvenstveno prema razinama
koncentracija urana i, djelomi¢no, prema pripadnosti pojedinim naseljima. Uzorci razli¢itih dobnih
skupina Cesto se nalaze unutar istih ili vrlo blisko postavljenih klastera, §to jasno upucuje na
odsutnost dobne raspodjele u koncentracijama urana u kosi. Vecina uzoraka grupira se u jedan
kompleksan klaster koji obuhvaca niske 1 medusobno sli€ne koncentracije urana, $to je u skladu s
rezultatima opisne statistike. Nekoliko uzoraka izdvojeno je na ve¢im udaljenostima, $to upucuje

na izraZeniju individualnu varijabilnost, no ti izdvojeni uzorci nisu povezani s odredenom dobnom

82



skupinom, ve¢ vjerojatnije odrazavaju lokalne ili individualne ¢imbenike (npr. okolisni kontakt).
Rezultati klaster analize urana u kosi prema dobi u potpunosti su u skladu s nalazima klaster analiza
prema spolu te s rezultatima opisne statistike, koje su pokazale da su koncentracije urana u kosi
niske, umjereno varijabilne i neovisne o dobi ispitanika. U uvjetima niskih okolisnihkoncentracija
urana, dob ne predstavlja determinirajuc¢i ¢imbenik kronicne izlozenosti, Sto je 1 ocekivano s

obzirom na prirodu kose kao biomarkera dugotrajnije, ali nisko intenzivne izloZenosti.
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Slika 34. Rezultat hijerarhijske klaster analize koncentracija urana u kosi ispitanika, svrstanih
prema naseljima i dobnim skupinama, uz primjenu metode single linkage i euklidskih udaljenosti.
1- dobna skupina 18-39 godina, 2- dobna skupina 40-59 godina, 3- dobna skupina 60 godina

nadalje
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5.9. Regresijska analiza izmedu vrijednosti aritmeti¢kih sredina koncentracija urana u
vodi za pice i serumu, urinu i kosi ispitanika

Vrijednost koeficijenta determinacije iznosi R? = 0,08, §to ukazuje na vrlo_slabu povezanost
izmedu promatranih varijabli (Slika 35). Dobivena vrijednost R? pokazuje da svega oko 8 %
varijabilnosti koncentracija urana u serumu moze biti objasnjeno koncentracijama urana‘u vodi za
pice, dok se preostali dio varijabilnosti moze pripisati drugim c¢imbenicima ili slucajnim
varijacijama. Linearni regresijski trend je blag i statistiCki slabo izraZen, a rasprSenost tocaka oko
regresijske linije dodatno potvrduje odsutnost jasne linearne ovisnosti. Prikazani 95 %-tni intervali
pouzdanosti dodatno ukazuju na nesigurnost procjene regresijskog modela, osobito na rubovima
raspona podataka, Sto je ocekivano s obzirom na nizak raspon 1 vrlo niske apsolutne koncentracije

urana u serumu.
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Slika 35. Rezultat regresijske analize izmedu vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija urana

u vodi za pice i serumu ispitanika
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Vrijednost koeficijenta determinacije iznosi R? = 0,07, §to ukazuje na izrazito slabu povezanost
izmedu promatranih varijabli (Slika 36). Dobivena vrijednost R* pokazuje da svega oko 7 %
varijabilnosti koncentracija urana u urinu moze biti objasnjeno koncentracijama urana u vodi za
pice, dok je preostala varijabilnost posljedica drugih ¢imbenika ili slu¢ajnih oscilacija. Regresijska
linija pokazuje vrlo blag pozitivan trend, no rasprSenost tocaka oko regresijske linije jasno upucuje

na odsutnost stvarne linearne ovisnosti.
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Slika 36. Rezultat regresijske analize izmedu vrijednosti aritmetickih sredina koncentracija urana

u vodi za pice 1 urinu ispitanika
Prikazani 95 %-tni intervali pouzdanosti dodatno naglaSavaju nesigurnost regresijskog modela,

osobito na krajevima raspona vrijednosti, $to je ocekivano s obzirom na vrlo nizak raspon i bliske

vrijednosti koncentracija urana u urinu, koje su u velikom broju uzoraka blizu granice detekcije.
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Regresijska analiza
Voda vs Kosa
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Slika 37. Rezultat regresijske analize izmedu vrijednosti aritmetic¢kih sredina koncentracija urana

u vodi za piée 1 vrijednosti urana u kosi svih ispitanika

Vrijednost koeficijenta determinacije iznosi R?2.= 0,01, §to takoder ukazuje na izrazito slabu,
prakticki zanemarivu povezanost izmedu promatranih varijabli (Slika 37) . Regresijska linija je
gotovo horizontalna, a rasprSenost podataka oko linije dodatno potvrduje odsutnost bilo kakvog
linearnog odnosa. Prikazani 95 %-tni intervali pouzdanosti vrlo su $iroki u odnosu na raspon
podataka, Sto upucuje na nisku prediktivnu vrijednost regresijskog modela. Ovakav rezultat je
ocekivan s obzirom na nisku apsolutnu razinu urana u kosi i izrazeni utjecaj individualnih

¢imbenika na ovaj biomarker.
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5.10. Analiza glavnih komponenata na podatcima koncentracija urana u vodi, biolo§kim
uzorcima (urinu, serumu i kosi) prema naseljima sa pojavnos$c¢u raka bubrega i mokraénog
mjehura

Buduc¢i da rezultati deskriptivne statistike pruzaju iskljuc¢ivo jednodimenzionalni uvid u podatke,
za dobivanje cjelovitijeg, viSedimenzionalnog prikaza primijenjena je analiza glavnih
komponenata (PCA). Rezultati PCA prikazani su u dvodimenzionalnom prostoru tj. uz pomoc¢ prve
dvije glavne komponente (PC1 i PC2). Dvjema komponentama je objasnjeno priblizno 76 %
ukupne varijabilnosti podataka, §to omogucuje vjerodostojnu interpretaciju rezultata. Rezultati
analize glavnih komponenata nisu ukazali su na postojanje grupiranja lokacija koje pripadaju
kontrolnoj skupini u odnosu na preostale lokacije naselja s neSto veéim izmjerenim

koncentracijama U u vodi za pice.
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Slika 38. Rezultati metode analize glavnih komponenata na podatcima koncentracija urana u vodi,
bioloSkim uzorcima (urinu, serumu 1 kosi) prema naseljima sa pojavno$¢u raka bubrega i

mokra¢nog mjehura (C 64 i C67 prema MKB)
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Prve dvije glavne komponente objaSnjavaju vise od 75 % ukupne varijabilnosti podataka, ¢ime je
omogucena pouzdana interpretacija odnosa medu varijablama i objektima (lokacije).Usporedbom
slika uoCava se jasno razdvajanje izmedu okoliSne matrice (voda), bioloskih uzoraka i
epidemioloskih pokazatelja. Koncentracija urana u vodi projicirana je gotovo okomito na prvu
glavnu komponentu, dok su koncentracije urana u serumu, urinu i kosi grupirane na_suprotnoj
strani ravnine, Sto upucuje na slabu ili zanemarivu povezanost izmedu urana u vodi i njegovih
koncentracija u bioloskim uzorcima. Vektori bioloskih uzoraka (serum, urin i kosa) medusobno su
relativno bliski, $to ukazuje na njihovu medusobnu povezanost, ali 1 na to da oni ne prate varijacije

koncentracija urana u vodi.
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Slika 39. Rezultati metode analize glavnih komponenata na podatcima koncentracija urana u vodi,
bioloSkim uzorcima (urinu, serumu i kosi) prema naseljima sa pojavno$¢u raka bubrega i

mokraénog mjehura (C 64 1 C67 prema MKB). Slika prikazuje varijable.

Ovo je u potpunosti u skladu s rezultatima regresijskih analiza (Slike 35-37), koje su pokazale vrlo

niske vrijednosti koeficijenta determinacije. Epidemioloske varijable C64 i C67 prostorno su
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odvojene od vektora bioloskih uzoraka i urana u vodi. Niti jedna od epidemioloskih varijabli (C64,
C67) nije koreliran s koncentracijama urana u vodi niti u bioloskim uzorcima. Na projekciji naselja
vidljivo je grupiranje naselja u skladu s prethodnim analizama. Naselja s nesto visim
koncentracijama urana u vodi (npr. Dalj i Vladislavci) nalaze se u dijelu koji nije povezan s
povecanom ucestaloS¢u C64 ili C67, dok su naselja s viSom ucestalos¢u karcinoma (npr. Velika,
Voéin i Caginci) prostorno odvojena od varijabli urana u vodi i biologkim uzorcima. Ovakva
prostorna raspodjela potvrduje da razlike u pojavnosti raka bubrega i mokraénog mjehura medu
naseljima nisu povezane s izloZzeno$¢u uranu, ve¢ su vjerojatno uvjetovane drugim, confounding

¢imbenicima (demografskim, Zivotnim navikama, profesionalnim izlozenostima).
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5.10. Odredivanje stani¢ne nefrotoksi¢nosti

Rezultati MTT testa pokazali su da pri svim zadanim koncentracijama As2Osz te u vremenima

inkubacije od 48,72 1 96 sati nije zapazen citotoksi¢ni u¢inak na epitelne stanice bubrega psa.
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Slika 40. Rezultati preZivljenja izrazeni u postotcima nakon MTT testa na stani¢noj liniji MDCK1
a) 48, b) 72 i ¢) 96 sati nakon tretmana arsenovim trioksidom (As203). U u koncentracijama od 10,
20, 50, 100 i 200 pg L1, Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD)
tri nezavisna mjerenja. Nije uocena statisticka znacajnost medu tretmanima (p<0.05, ANOVA,

Tukey HSD test)
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5.11. Utjecaj As20? na aktivnost ljudske acetilkolinesteraze

Na Slici 41 prikazane su izmjerene vrijednosti aktivnosti AChE uz prisutnost razli¢itih
koncentracija As03. U testiranim koncentracijama nije zamijeCen utjecaj As2Qz na aktivnost
ljudske AChE.
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Slika 41. Aktivnost acetilkolinesteraze (AChE ) na humanim eritrocitima 48, 72 i 96 sati nakon
tretmana arsenovim trioksidom (As;Os) u koncentracijama od-10, 20, 50, 100 i 200 ug L™
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarda devijacija (SD) . Nije uoc¢ena statisticka

znacajnost medu tretmanima (p<0.05, ANOVA, Tukey HSD test)
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6. RASPRAVA

Istrazivanje je zasnovano na integriranom pristupu koji objedinjuje analizu okoli$nih-uzoraka vode
za pice, biomonitoring stanovniStva, epidemiolosku analizu pojavnosti: malignih. bolesti
uropoetskog sustava te in vitro eksperimentalni model. Takav multidisciplinarni okvir omogucuje
cjelovitiju interpretaciju dobivenih nalaza u odnosu na istrazivanja koja se oslanjaju iskljucivo na
pojedinacne razine dokaza, poput okoliSnog monitoringa ili ‘epidemioloskih pokazatelja.
Objedinjavanje okolisnih, bioloskih i epidemioloskih podataka omoguéuje bolje razumijevanje
odnosa izmedu okoliSne izlozenosti 1 potencijalnih zdravstvenih ucinaka, a takoder predstavlja i
metodoloski pristup koji se sve CeSce primjenjuje u suvremenim istraZivanjima okoliSne

epidemiologije.

6.1. Prostorna raspodjela koncentracija arsena i urana u vodi za pice
6.1.1. Arsen

Analiza koncentracija arsena (As) u dostupnim izvorima vodoopskrbe pokazala je izrazenu
prostornu varijabilnost ‘medu naseljima istocne Hrvatske.  NajviSe izmjerene vrijednosti
zabiljezene su u Cepinu(maksimalno 250,40 ug L), Vladislavcima (160,16 pg L) i Osijeku
(maksimalno 37,61 pg k™). U veéini ostalih naselja koncentracije su bile niske i relativno stabilne
tijekom promatranog razdoblja. U navedena tri‘naselja (Vladislavci, Cepin i Osijek) srednje ili
maksimalne vrijednosti prelazile su maksimalno dopustenu koncentraciju (MDK) od 10 pg L™
prema vazec¢em Pravilniku o vodi za ljudsku potrosnju, dok su preostala naselja bila znatno ispod
te vrijednosti ‘uz mala odstupanja (20): Ovi rezultati u skladu su s ranijim istraZivanjima
provedenima na podrucju istoéne Hrvatske. Ujevié Bosnjak i suradnici analizirali su 31 naselje u
Vukovarsko-srijemskoj i Osjecko-baranjskoj zupaniji (56 izvora vode) te utvrdili da je 46 izvora

imalo koncentracije arsena iznad 10 ug L', uz maksimalne vrijednosti do 491 pg L™ (80).

Prostorna raspodjela arsena u podzemnim vodama povezana je s geoloskim, geomorfoloskim 1
hidrogeoloskim razvojem sliva Drave te sedimentnim nakupinama srednjeg 1 gornjeg pleistocena
panonske nizine, $to je karakteristicno za $ire podunavsko podrucje (7). U ranijim istraZivanjima
provedenima u okviru istog projekta utvrdeno je da je rizik poviSenih koncentracija arsena
izraZeniji u sustavima javne vodoopskrbe zasnovanim na lokalnim zdencima dubljim od 30 m

(arteski bunari), to ukljucuje dijelove lokalne vodoopskrbe Cepina, Vladislavaca i Dalja (81).
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Nasuprot tome, u povrSinskim, ru¢no kopanim zdencima kakvi se Cesto nalaze u kucanstvima,
vrijednosti arsena u pravilu su nize. Zbog izmjerenih vrijednosti koje su se kretale u rasponu od
100 do 220 ug L%, Ministarstvo zdravstva Republike Hrvatske za dio naselja opsktbljenih lokalnim
vodovodima privremeno je odredilo dopustene vrijednosti arsena u vodi za piée do 50 ug L do 1.
srpnja 2019. godine, uz istodobne zabrane uporabe vode za pi¢e u pojedinim lokalnim vodovodima
isto¢ne Slavonije (Cepin, Komletinci, Korod, Markugica i Ostrovo) (82). U javnozdravstvenom
smislu vazno je naglasiti da je MDK od 10 pg L™ pg/L postavljena na temelju epidemiologkih
istrazivanja provedenih na populacijama izlozenima znatno visim koncentracijama arsena nego Sto
se u pravilu biljezi u Hrvatskoj. Unato¢ tome, dugotrajna izloZenost koncentracijama arsena iznad
MDK predstavlja znac¢ajan ¢imbenik rizika za razvoj bolesti povezanih s izloZenoS¢u arsenu.
Capak je u svojoj doktorskoj disertaciji procijenio da je na podruc¢ju OsjeCko-baranjske Zupanije,
temeljem izmjerenih i1 objavljenih vrijednosti arsena u vodoopskrbnim sustavima, zbog
konzumiranja vode s koncentracijama ve¢im od 10 pg L™, izravno ugrozeno 74 177 muskaraca i

83 295 Zena (83).
6.1.2. Uran

Koncentracije urana (U) u pitkoj vodi pokazale su drugaciji prostorni obrazac uwodnosu na arsen.
Uogljive su razlike izmedu panonskog dijela istrazivanog podruéja (Osijek, Nasice, Cepin, Dalj,
Vladislavci)i podrugja Papuka (Vocin, Caginci, Velika). Najviseizmjerene pojedina¢ne vrijednosti
zabiljeZene suu Dalju i Vladislavcima (medijan 4,25 pg L1 3,14 pug L), uz pojedinacne uzorke
veée od 10 pg L1, §to upuéuje na lokalnu heterogenost vodonosnika i moguce razlike u izvorima
vodoopskrbe. Naselja na podru¢ju Papuka u odnosu na preostale lokacije smjeStene istocnije,
pokazala su kontinuirano umjereno povisene, ali stabilne kon¢entracije (0,53-0,76 ug L™), $to je
kompatibilno s geoloSkom gradom metamorfnih i eruptivnih stijena koje prirodno sadrZe vece
koncentracije urana. Prirodni uran u vodi potjee prvenstveno od otapanja stijena, erozije 1
transporta Cestica tla u vodene tokove. Antropogeni izvori urana ukljucuju rudarenje, industrijska
ispustanja, fosfatna gnojiva i vojnu uporabu osiromasenog urana. Podruc¢je Papuka istrazivano je
jo$ u razdoblju bivSe Jugoslavije zbog potencijala eksploatacije urana. lako su zabiljeZene
poviSene koncentracije u metamorfnim stijenama 1 okolnim potocima, nisu utvrdeni
eksploatacijski znacajni lokaliteti (9). Mineralizacija urana na podrucju Papuka i Krndije mjerena

jejos od 1983. godine, a u tzv. Radlovackoj seriji opisan je sadrzaj urana u slabo metamorfiziranim

93



sedimentima do 1500 ppm (59). U vecini europskih zemalja koncentracije urana u pitkoj vodi
najéesée se kre¢u izmedu 15130 pg L, dok su vrijednosti iznad tog raspona relativno rijetke (60).
U velikim medunarodnim hidrogeokemijskim istrazivanjima prosjecne vrijednosti urana u vodi za
piée obi¢no su ispod 10 ug L™, s medijanom izmedu 1i 5 pug L™ (9). Smjernice SZO za uran u
pitkoj vodi mijenjale su se tijekom vremena. Ranije privremene vrijednosti iznosile su 2,91 15 pg
L1, dok je aktualna smjernica od 30 pg L™t uvedena 2011. godine na temelju epidemioloskih studija
na populacijama izlozenima poviSenim koncentracijama urana u pitkoj vodi (84). Kanada je
propisala maksimalno dopustenu koncentraciju od 20 pg/L™?, dok Sjedinjene Americke Drzave
(SAD) primjenjuju standard od 30 pg L™ (85). Njemacka ima strozi standard koji iznosi 10 ug L™
(86). U toksikoloskoj interpretaciji urana vazno je naglasiti da je kemijska nefrotoksi¢nost primarni
zdravstveni u€inak kroni¢ne izlozenosti, dok je radioloski doprinos u okolisnim koncentracijama
obi¢no sekundaran. Zamora i suradnici prvi.su sustavno prikazali u€inke kroni¢nog unosa urana iz
pitke vode na ljudsko zdravlje te opisali subklinicke promjene bubrezne funkcije pri poviSenim
razinama izloZenosti (87). Kurttio i suradnici 1zvijestili su o nefrotoksi¢nim uc¢incima cak 1 pri
relativno niskim koncentracijama urana u vodi, bez jasnog praga sigurnosti (88). U kasnijem
istrazivanju isti autori oznac€ili su i koStani sustav kao dodatni cilj kemijske toksi¢nosti urana (89).
Konietzka predlaze podnosljivi. dnevni unos od 0,2 pg kg' tjelesne mase te preporucuje
koncentraciju od 10 pg'L™ kao sigurnu razinu urana u pitkoj vodi za dugotrajnu izloZenost (90).
Vrijednosti<urana izmjerene u ovom istrazivanju znatno su nize od maksimalno dopustenih
vrijednosti i nalaze se unutar raspona izmjerenog u op¢oj populacijiu drugim istrazivanjima. Stoga
dobiveni rezultati ne upucuju na znacajan javnozdravstveni rizik niti ukazuju na potrebu za

dodatnim preventivnim mjerama.

Rezultati istrazivanja ukazuju na izrazene prostorne razlike u raspodjeli arsena 1 urana u vodi za
pi¢e na podrucju isto¢ne Hrvatske. Arsen pokazuje vece vrijednosti u dijelu dravskog i
podunavskog sliva, dok uran pokazuje obrazac povezan s metamorfno-magmatskom podlogom
Papuka. Raspodjela oba elementa u najve¢oj mjeri upucuje na geogene izvore, Uz zanemariv

doprinos antropogenih aktivnosti.
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6.2. Arsen i uran u biolo§kim uzorcima
6.2.1. Arsen — rezultati biomonitoringa

Biomonitoringom su obuhvacena tri bioloska medija: serum, urin i kosa. Ovi / uzorci razlikuju se
prema biokinetici arsena i vremenskom okviru izlozenosti koji odrazavaju. Urin predstavlja
odredeni rizik vanjske kontaminacije i metodoloskih varijacija, dok serum u pravilu ima
ograni¢enu uporabnu vrijednost za procjenu kroni¢ne izloZenosti zbog brzog klirensa i visoke

intraindividualne varijabilnosti koncentracija arsena.

6.2.1.1. Arsen u urinu
Koncentracije arsena u urinu u ovom istraZivanju pokazuju najjasniji i najkonzistentniji prostorni

obrazac povezan s mjestom prebivaliSta ispitanika. U prikazanim rezultatima uocljive su velike
razlike medu naseljima. Cepin se posébno izdvaja izrazito povisenom srednjom ¥rijednodéu (x =
113,71 pg L SD = 115,39) i Sirokim rasponom vrijednosti (0,595-351,519 pg L), uz visok
medijan (73,45 ug L) i Sirokinterkvartilni raspon (11,90-204,16 pg L™): Ovakay obrazac ukazuje
na heterogenu izlozenost unutar naselja. Povisene srednje vrijednosti zabiljezene su 1 u Osijeku,
Vladislavcima i Dalju; dok su naselja Caginci i Velika pokazala najnize koncentracije arsena u
urinu (prosjecno/ <1 ug L™*)-uz uske interkvartilne raspone. Raspodjele koncentracija u veéini
naselja pokazuju asimetriju, Sto je Cest nalaz u biomonitoringu kada manji broj ispitanika ima
povremeno.ili trajno veéi unos arsena, primjerice zbog koristenja specificnih bunara ili razli¢itih
navika konzumacije vode. Dobivene vrijednosti znatno su. vise od tipi¢nih vrijednosti u opcoj
populaciji vecine europskih i sjevernoamerickih zemalja. U europskim biomonitoring studijama
vrijednosti medijana koncentracija ukupnog arsena u urinu kod adolescenata 1 odraslih najcesce se
kretao izmedu 3,8 i 13,4 pg L, dok je 95. percentil u Francuskoj iznosio 72,75 ug L™, a u Italiji
86,27 ug Lt (91). Usporedbe radi, medijan koncentracije arsena u urinu u podru¢ju Tajlanda
poznatom po kontaminaciji podzemnih voda arsenom iznosio je 61,33 pug L (92). Spolno-
stratificirani prikazi pokazuju da naselja s poviSenim arsenom u urinu ne pokazuju izrazene razlike
izmedu muskaraca i1 Zena. Takav nalaz u skladu je s ranijim istrazivanjima u kojima spolne razlike
nisu bile univerzalne, ve¢ su vise ovisile o prehrambenim navikama 1 izlozenosti pojedinim

izvorima arsena (93). Posebno je potrebno naglasiti da su srednje vrijednosti arsena u urinu u

95



naseljima Vladislavcima, Cepinu, Dalju Nagicama i Osijeku prelazile gornju vrijednost

referentnog raspona od 11,7 pg L™ prema Rodushkinu (94).

Posebno znacajno za ovo istrazivanje predstavlja regresijska analiza koja je pokazala vrlo visoku
povezanost izmedu koncentracije arsena u vodi i arsena u urinu (R? = 0,8). Ovaj rezultat
snazno podupire zakljucak da je pitka voda dominantan izvor izloZenosti arsenu u-ispitivanoj
populaciji. Sli¢ni rezultati opisani su i u medunarodnoj literaturi. U podru¢jima s poviSenim
koncentracijama arsena u podzemnim vodama, poput Bangladesa, Indije, Argentine i Cilea, Gesto
se biljezi snazna linearna povezanost izmedu arsena u vodi 1 arsena u urinu (R? priblizno 0,6-0,9),

osobito kada je pitka voda glavni izvor izlozenosti (95).

6.2.1.2. Arsen u kosi
Koncentracije arsena u kosi pokazuju razlike medu naseljima, no njihova interpretacija zahtijeva

odredeni oprez zbog mogucih metodoloskih ograni¢enja. Vladislavei (X = 32,34; SD = 95,95; max
=647,35) 1 Cepin (x= 28,70; SD = 106,29; max = 526,78) imaju visoke vrijednosti aritmeticke
sredine, ali relativno niske medijane (0,37 ug g1 0,99 ug g!). Takav obrazac upucuje na €injenicu
da na aritmeticku sredinu u velikoj mjeri utjeCe manji broj ekstremnih vrijednosti. Ovakva
raspodjela moze odrazavati heterogenu izlozenostt, npr. koriStenje razli€itih izvora vode unutar
naselja, ali i metodoloske ¢imbenike poput duljine i dijela uzorka kose, kozmetickih tretmana ili
taloZenja arsena 1z okoliSa na povrSinu kose. Izmjerene vrijednosti medijana nalaze se unutar
referentnog raspona za opéu populaciju u veéini zemalja. U studijama provedenima na neizlozenim
populacijama koncentracije arsena u kosi najéesée su ispod 1 ug g (96). U podruéjima s poznatom
kontaminacijom podzemnih voda arsenom koncentracije u kosi &esto prelaze 1 pg g™, a u nekim
sluéajevima mogu dosegnuti i vise od 7 ug g™ (97). Naselja Voéin, Caginci i Velika pokazuju niske
1 relativno homogene koncentracije arsena u kosi bez izraZenih ekstremnih vrijednosti, §to je u
skladu s niskim koncentracijama arsena u vodi za pi¢e na tim podruc¢jima. Regresijska analiza
odnosa arsena u vodi 1 arsena u kosi pokazuje umjerenu povezanost (R? = 0,45). Takav rezultat
odgovara nalazima iz literature prema kojima kosa rijetko predstavlja pouzdan kvantitativni
biomarker izloZzenosti, ve¢ se prije smatra dopunskim pokazateljem dugotrajne izlozenosti.
Izmjerene vrijednosti medijana i srednje vrijednosti u naseljima Vladislavci, Osijek, Cepin, Nasice
i Dalj veée su od referentnih literaturnih vrijednosti po Rodushkinu (medijan 0,067 ug g%, raspon
0,034-0,319 g gt) (98).
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6.2.1.3. Arsen u serumu
Serum se u ovom istrazivanju pokazao slabijim indikatorom kroni¢ne izloZzenosti arsenu u

usporedbi s urinom. Rezultati pokazuju izrazenu varijabilnost koncentracija te povremene
ekstremne vrijednosti. Dalj se izdvaja relativno visokom srednjom vrijednoséu (x = 19,77 pg L)
uz veliku standardnu devijaciju (SD = 55,19) i maksimalnu vrijednost od 335,90 pg L', dok je
vrijednost medijana relativno niska (4,81 pg L'!). Takav odnos upuéuje na utjecaj manjeg broja
ekstremnih vrijednosti na aritmeti¢ku sredinu. Naselja Voéin, Ca¢inei i Velika pokazuju stabilno
niske koncentracije arsena u serumu (oko 0,11-0,12 pg LY uz vrlo uske raspone vrijednosti, $to
je u skladu s niskom izloZeno$¢u u tim podrucjima. Arsen U serumu opéenito se ne smatra
pouzdanim biomarkerom kroni¢ne izloZenosti zbog relativno brze eliminacije iz krvi. U velikim
populacijskim studijama medijan koncentracije arsena u krvi kod osoba bez profesionalne
izlozenosti najéesée iznosi izmedu 113 pg L (99). U podrucjima s povisenim koneentracijama
arsena u vodi za piée, primjerice u nekim regijama Indije, medijani mogu prelaziti 5 pg L™ (100).
Takoder, vrijednosti medijana i srednje vrijednosti w naseljima Vladislavci, Osijek, Cepin , Nasice
i Dalj veée su od referentnih literaturnih_wvrijednosti prema Rodushkinu -3.6 pg L (101).
Regresijska analiza u ovom istrazivanju pokazuje slabu do umjerenu povezanost izmedu
koncentracije arsena-u vodi 1 serumu (R? = 0,44). Ovaj nalaz dodatno potvrduje da je serum

najmanje pouzdan biomarker-za procjenu dugotrajne izloZenosti arsenu na populacijskoj razini.
6.2.2. Uran — rezultati biomonitoringa

U kontekstu biomonitoringa izloZenosti uranu urin predstavlja najpouzdaniji biomarker nedavne
izloZenosti zbog Cinjenice da se uran iz organizma primarno eliminira putem bubrega. Zbog brzog
uklanjanja iz cirkulacije i akumulacije u bubrezima i kostima koncentracije urana u krvi obi¢no su
vrlo niske ¢ak 1 kod izlozenih osoba (102). Kosa moZe odrazavati dugotrajniju akumulaciju urana,
alinjezina interpretacija takoder je optere¢ena moguc¢om vanjskom kontaminacijom i nedostatkom
standardizacije u metodologiji analize (103). Uran je poznati nefrotoksin s primarnim djelovanjem
na proksimalne tubule bubrega. Kronicna izlozenost uranu, ¢ak 1 pri relativno niskim
koncentracijama moze uzrokovati subklinicku tubularnu disfunkciju koja se o€ituje pove¢anom
ekskrecijom kalcija, fosfata, glukoze 1 niskomolekularnih proteina u urinu (104). Unato¢ tim
ucincima, epidemioloSki dokazi o povezanosti izlozenosti uranu i karcinoma bubrega ili
mokraé¢nog mjehura ostaju ograniceni i nedovoljno konzistentni (105). Rezultati ovog istrazivanja

ukazuju da su koncentracije urana u svim analiziranim biomarkerima niske i nalaze se unutar
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raspona koji se smatra tipicnim za opcu populaciju, uz manja odstupanja koja se mogu pripisati
geogenom utjecaju. Takoder, nisu uocene znacajne spolno specificne razlike u koncentracijama

urana, Sto upucuje na slican obrazac okoli$ne izlozenosti kod muskih i Zenskih ispitanika.

6.2.2.1. Uran u urinu
Analiza koncentracija urana u urinu pokazuje izrazito homogenu raspoedjelu u veéini panonskih

naselja (Vladislavci, Dalj, Cepin, Nagice i Osijek). Medijan koncentracije iznosi priblizno 0,010
ng/L (10 ng L), dok su 25. i 75. percentil identi¢ni ili gotovo.identiéni medijanu, $to upuéuje na
minimalnu varijabilnost medu ispitanicima. Naselja na podru¢ju Papuka (Voéin, Caginci i Velika)
pokazuju nesto viSe medijane koncentracija (oko 0,050 pg L), ali uz relativno uske raspone
vrijednosti. Takav obrazac ukazuje na stabilnu, kroni¢nu, ali Kvantitativno nisku izlozenost,
najvjerojatnije geogenog podrijetla. Ove vrijednosti predstavljaju uobicajene koncentracije urana
u biomarkerima stanovnistva istrazivanog podrucja te su u skladu s rasponima koji se u literaturi
navode za opéu populaciju izloZzenu prirodnim razinama urana u okoliSu, ali su nesto vise. od
vrijednosti koje Rodushkin definira kao referentne (0,019 pg L") (94)./Analiza prema spolu
pokazuje vrlo male razlike izmedu muskih i Zenskih ispitanika. Koncentracije urana u urinu kod
muskaraca nalaze se u rasponu od 0,010 do 0,052 pg L™, a kod Zzena od 0,010 do 0,058 pg L. i
nalaze se unutar referentnog raspona izmjerenog u opcoj populaciji u razliCitim zemljama.
Primjerice, medijani koncentracija urana u urinu u opéoj populaciji iznose priblizno 7,5 ng L-' u
Ceskoj, 15 ng L-' u Svicarskoj i oko 16 ng L-! u Finskoj (106).

6.2.2.2. Uran u serumu

Za ukupnu populaciju ispitanika (muski 1 Zenski zajedno) koncentracije urana u serumu krecu se
u rasponu.od priblizno 0,020 do 0,124 pg L™, Rezultati koncentracija urana u serumu pokazuju
izrazene razlike izmedu panonskih i1 papuckih naselja. U panonskim naseljima medijan
koneentracije iznosi priblizno 0,020 pg/L uz vrlo uzak interkvartilni raspon. Naselja na podrucju
Papuka imaju medijane oko'0,103-0,104 pg/L, takoder uz relativno uske raspone vrijednosti. Kod
muskaraca koncentracije urana u serumu krecu se u rasponu od priblizno 0,020 do 0,127 pg L,
dok kod Zena iznose priblizno 0,020 do 0,130 pg L. Ovakav obrazac ukazuje na ujednaceno
poviSenje na razini populacije povezano s lokalnim geoloskim izvorima, uz izostanak znacajnih
razlika izmedu spolova. Dobivene koncentracije ne predstavljaju znac¢ajno odstupanje u odnosu na
vrijednosti zabiljezene u neizlozenoj populaciji u drugim europskim 1 sjevernoameri¢kim

studijama iako u dijelu naselja oko Papuka premasuj referentne vrijednosti prema Roduskinu
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(0,005- 0,019 pg L) (101). Pri tim razinama izloZenosti ne ocekuju se klinicki znacajni

nefrotoksi¢ni uéinci.

6.2.2.3. Uran u kosi
U kosi ispitanika koncentracije urana krecu se od priblizno 0,001 do 0,028 pg g ; u kosi

muskaraca koncentracije urana kre¢u se izmedu priblizno 0,001 i 0,036 pg g, dok su'kod Zena
nesto nize 1 iznose priblizno 0,001 do 0,024 png g'. Koncentracije urana u kosi pokazuju nesto vise
vrijednosti medijana koncentracija u papuckim naseljima (Cacinei, Voéin i Velika), gdje
vrijednosti iznose priblizno 0,011-0,012 pg/g. U panonskim naseljima medijani su nizi (0,001—
0,004 pg/g), sto upucuje na minimalnu kroni¢nu izlozenost. Vladislavci pokazuju nesto visi
medijan u odnosu na ostala panonska naselja, no interpretacija ovog nalaza zahtijeva oprez jer
kosa integrira dulje razdoblje izloZenosti 1 Siri spektar potencijalnih izvora. Dobivene vrijednosti
usporedive su s nalazima iz drugih europskih zemalja 1 opcenito su nize od koncentracija

zabiljezenih u podrucjima s poviSenom prirodnom radioaktivnoscu (98,102).

6.3. Povezanost koncentracija arsena u vodi i biolo§kim uzorcima

Analiza odnosa koncentracija arsena u vodi za pice 1 bioloSkim uzorcima stanovnistva pokazala je
jasnu i statisticki zna¢ajnu povezanost izmedu koncentracija arsena u vodi i urinu, dok su
povezanosti sa serumom i Kosom bile slabije izrazene. Takav obrazac ocekivan je s obzirom na
poznatu toksokinetiku anorganskog arsena. Nakon ingestije arsen se brzo apsorbira u probavnom
sustavu, prolazi biotransformaciju metilacijom u jetri te. se primarno eliminira renalnim putem.
Zbog toga urin predstavlja najpouzdaniji biomarker recentne izloZenosti arsenu u populacijskim
biomonitorinskim istrazivanjima (107). Dobiveni rezultati pokazuju da se varijacije koncentracija
arsena u vodi najdosljednije odrazavaju upravo u koncentracijama arsena u urinu ispitanika,
osobito u naseljima s poviSenim koncentracijama arsena u vodi za pice. Takav obrazac posebno je
izrazen u naselju Cepin, gdje su zabiljeZene najvise koncentracije arsena u vodi i istodobno najvise
koncentracije arsena u urinu ispitanika. Ovaj nalaz potvrduje temeljnu pretpostavku
biomonitoringa, prema kojoj okoliSna razina izloZenosti prelazi u mjerljivu internu dozu u
organizmu, $to se u ovom istrazivanju jasno o€ituje kroz povezanost koncentracija arsena u vodi i
urinu (R? = 0,8). Sli¢ne nalaze opisuje i velik broj epidemioloskih i biomonitorinSkih studija
provedenih u podru¢jima s geogenim arsenom u podzemnim vodama. U preglednom radu Hughesa

navodi se da je urin najpouzdaniji biomarker izloZenosti anorganskom arsenu jer odrazava nedavni

99



unos arsena putem vode 1 hrane te omogucuje procjenu individualne izlozenosti u populacijskim
studijama (107). Upravo zbog toga biomonitoring urina predstavlja standardni pristup u
epidemioloskim istrazivanjima koja ispituju zdravstvene ucinke kroni¢ne izlozenosti arsenu.
Nasuprot tome, koncentracije arsena u kosi pokazale su slabiju povezanost s koncentracijama
arsena u vodi za pice. lako kosa moze ukljucivati izloZenost tijekom duljeg vremenskog razdoblja,
ona je istodobno podlozna utjecaju brojnih ¢imbenika koji nisu nuzno povezani s vodom za pice.
Vanjska kontaminacija, kozmeticki tretmani, individualne higijenske navike te prehrambeni izvori
arsena mogu znacajno utjecati na koncentracije arsena u kosi 1 otezati interpretaciju rezultata (108).
Zbog toga se kosa u istraZzivanjima najceS¢e koristi kao ‘dopunski pokazatelj dugotrajnije
izlozenosti, dok urin ostaje primarni biomarker za procjenu aktualnog unosa arsena. Koncentracije
arsena u serumu u ovom su istrazivanju bile relativno niske i pokazivale su. ograni¢enu
varijabilnost medu naseljima i nisu pokazale sli¢an trend s vrijednostima koncentracija u vodi za
pi¢e. Takav nalaz takoder je u skladu s poznatom toksokinetikom arsena, buduéi da se arsen
relativno brzo uklanja iz krvotoka i redistribuira u tkiva ili eliminira putem bubrega. Zbog kratkog
poluvijeka arsena u krvi serum se smatra manje pouzdanim biomarkerem kronic¢ne izloZenosti u
populacijskim studijama. Za razliku od arsena, korelacije izmedu koncentracija urana u vodi za
pi¢e 1 bioloskim uzorcima bile su slabije izrazene 1 u vecini slucajeva statisticki neznacajne.
Ovakav rezultat moze se objasniti vrlo niskim koncentracijama urana izmjerenima u vodi za pice
na vecini ispitivanih lokacija. U uvjetima niskih koncentracija biomarkeri izlozenosti ¢esto su
ogranic¢eni granicama detekcije analitiCkih metoda, Sto. moze otezati preciznu procjenu odnosa
izmedu okolisne 1 interne izloZenosti. Dodatni ¢imbenik predstavlja heterogenost stvarne
izlozenosti stanovnistva. Razliciti izvori vode za pice, individualne navike konzumacije vode te
koriStenje alternativnih izvora poput flasirane vode mogu znaéajno utjecati na stvarnu izlozenost
pojedinaca uranu i drugim elementima prisutnima u vodi. U takvim okolnostima povezanost
izmedu koncentracija u vodid biomarkerima moZe biti oslabljena ili prikrivena. U kontekstu urana
eliminaciju ovog elementa. Medutim, za razliku od arsena, uran se u okoliSnim uvjetima najcesce
pojavljuje u znatno nizim koncentracijama, zbog ¢ega rezultati biomonitoringa mogu biti slabije
izrazeni. U brojnim studijama istaknuto je da je urin najpouzdanija matrica za procjenu izloZenosti
uranu, dok su koncentracije u serumu i drugim bioloSkim uzorcima cesto preniske za pouzdanu

interpretaciju (109). Dobiveni rezultati ukazuju na postojanje jasne izloZenosti arsenu u pojedinim
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podruc¢jima istocne Hrvatske. Povezanost izmedu koncentracija arsena u vodi i biomarkerima,
osobito u urinu, potvrduje da pitka voda predstavlja dominantni izvor izloZenosti u promatranim
populacijama. Takav obrazac posebno je vazan u kontekstu procjene zdravstvenih rizika, jer
omogucuje povezivanje okoliSnih mjerenja s internom dozom u organizmu. Istodobno, slabija
povezanost biomarkera izlozenosti uranu s koncentracijama u vodi ukazuje na potrebu oprezne
interpretacije rezultata i dodatnih istrazivanja koja bi ukljucivala vec¢i broj uzoraka 1 detaljniju
procjenu individualne izlozenosti. Klaster analiza nije pokazala jasno razgranicenje izmedu
skupina u odnosu na tri dobne skupine, a niti lokacije. Ispitanici nisu bili grupirani u zasebne
klastere koji bi odgovarali unaprijed definiranim dobnim kategorijama, ve¢ su se dobne skupine
medusobno preklapale unutar mjeSovitih klastera postavljenih na vrlo bliskim udaljenostima.
Ovakav obrazac upucuje na to da dobna skupina ispitanika ne predstavlja dovoljnodiferencirajucu
varijablu za stvaranje homogenih klastera.. Rezultati regresijske analize pruzili su informaciju o
pozitivnim ali vrlo slabim korelacijama praéenih varijabli pri ¢emu su doprinijeli boljem
razumijevanju njihovog medusobnog odnosa. S obzirom na vrlo niske koncentracije urana u
analiziranim bioloskim uzor¢ima, nije bilo moguce uspostaviti pouzdan regresijski model koji bi
opisao odnos izmedu koncentracija urana u bioloskim uzorcima i vodi. U slu¢ajevima kada su
vrijednosti koncentracija metala u vodi unutar uskog raspona, varijabilnost podataka je ogranic¢ena,
Sto oteZava odredivanje znacajnih trendova i smanjuje statisticku snagu modela. Uspostavljanje
modela s veéim koeficijentom regresije bilo bi moguée pri Sirem rasponu koncentracija, ¢cime bi

se postigla bolja procjena smjera i jacine povezanosti.

Objedinjavanje okolisnih mjerenja, biomonitorinskih podataka i epidemioloskih analiza u ovom
1strazivanju omogucilo je sveobuhvatan uvid u obrasce izlozenosti arsenu i uranu u ispitivanim
podrucjima, stoga predstavlja vazan temelj za daljnju procjenu njihovih potencijalnih zdravstvenih

ucinaka.
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6.4. Povezanost izloZenosti arsenu i uranu sa pojavnos¢u karcinoma uropoetskog sustava

6.4.1. Arsen i karcinom bubrega (C64)

Epidemioloska povezanost izmedu kroni¢ne izloZenosti arsenu 1 karcinoma bubrega znatno je
manje konzistentna nego za karcinom mokra¢nog mjehura. lako je arsen dobro poznat karcinogen
za urotel mokra¢nog mjehura, njegova povezanost s malignim bolestima bubrega ostaje predmet
rasprave u literaturi (110). U ovom istrazivanju graficki prikazi odnosa izmedu koncentracija
arsena u vodi za pice i bioloskim uzorcima te incidencije karcinoma bubrega (C64) ne pokazuju
jasan odnos na razini promatranih naselja. lako su u pojedinim naseljima s vi§im koncentracijama
arsena zabiljeZene neSto viSe vrijednosti incidencije, takav obrazac nije bio konzistentan niti
proporcionalan razinama izloZenosti. Posebno je zanimljivo da naselje Cepin, unato¢ najvisim
koncentracijama arsena u vodi za piée i urinu, ne pokazuje proporcionalno najvecu incidenciju
karcinoma bubrega. Ovakav nalaz nije u suprotnosti s postojeCom literaturom. Sustavni pregled
epidemioloskih studija koji obuhvaéa wiSe od trideset godina istraZivanja pokazuje da je
povezanost izmedu arsena i karcinoma bubrega slabija i heterogenija nego za karcinom mokraénog
mjehura. Autori navode<da su procjene rizika Cesto osjetljive na metodoloske razlike medu
studijama, ukljucujuéinacin procjene izloZenosti, duljinu prac¢enja 1 kontrolu konfuznih ¢imbenika
(29,111). Jedno od moguéih objasnjenja takvog obrasca jest€injenica da arsen ne uzrokuje jednako
sve histoloke tipove karcinoma bubrega. Studija provedena usjevernom Cileu pokazala je da je
izlozenost arsenu snazno povezana s karcinomom prijelaznog epitela bubrezne pijelone i uretera,
dok/za karcinom bubreznih stanica (Renal cell carcinoma) nije utvrdena znacajna povezanost
(112). Buduci da se u epidemioloskim registrima ¢esto svi maligni tumori bubrega klasificiraju
unutar iste skupine (C64), takva heterogenost moze prikriti potencijalne specifi¢ne ucinke arsena.
Dodatni ¢imbenik predstavlja razina izloZenosti. U mnogim studijama povecanje incidencije
karcinoma bubrega zabiljeZeno je tek pri vrlo visokim koncentracijama arsena u vodi za pice.
Primjerice, studija provedena u Tajvanu pokazala je pove¢anu smrtnost od karcinoma bubrega tek
pri koncentracijama arsena viSim od 350 pg/L, dok pri nizim razinama izloZenosti takva
povezanost nije bila statisticki znacajna (110). Vazan element interpretacije predstavlja i duljina
latentnog razdoblja karcinogeneze. Dugoro¢ne epidemioloske studije pokazale su da se poveéani
rizik od karcinoma bubrega moze pojaviti desetlje¢ima nakon pocetka izlozenosti arsenu. U nekim

populacijama povecana smrtnost zabiljezena je i viSe od Cetrdeset godina nakon smanjenja
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izlozenosti (113). Rezultati ovog istrazivanja stoga su u skladu s literaturom koja pokazuje da je
povezanost izmedu arsena i karcinoma bubrega kompleksna, ovisna o razini izloZenosti,
histoloskom tipu tumora i duljini latentnog razdoblja te opéenito slabija nego za karcinom

mokra¢nog mjehura.

6.4.2. Arsen i karcinom mokra¢nog mjehura (C67)

Za razliku od karcinoma bubrega, povezanost izmedu kroni¢ne izloZenosti arsenu i karcinoma
mokraénog mjehura smatra se jednom od najdosljednije potvrdenih veza izmedu okoliSnog
kontaminanta i malignih bolesti u ljudi. Anorganski arsen klasificiran je kao karcinogen skupine
1 prema IARC, pri ¢emu su dokazi za karcinom mokracnog mjehura osobito snazni (3). Rezultati
ovog istrazivanja su sukladni s tim istrazivanjima. Naselje Cepin, u kojem su zabiljezene najvise
koncentracije arsena u vodi za pi¢e i urinwstanovnistva, pokazuje i relativno povisenu incidenciju
karcinoma mokra¢nog mjehura. Takya podudarnost okoli$nih, biomonitorinskih 1 epidemioloskih
nalaza bioloski je prihvatljiva s obzirom na naéin eliminacije arsena iz organizma. Nakon ingestije
arsen prolazi metabolizam metilacijom te se izlucuje putem urina, ¢cime urotel mokra¢nog mjehura
dolazi u dugotrajan kontakt s arsenovim metabolitima. Upravo zbog tog mehanizma mokraéni
mjehur smatra se jednim od glavnih ciljnih organa karcinogenog djelovanja arsena (114). Jedna
od najpoznatijih epidemiolo8kih studija provedena je u podrucju endemske izlozenosti arsenu u
sjeveroistoénom Tajvanu. U longitudinalnoj studiji koja je obuhvatila vise od osam tisuca
stanovnika utvrdena je jasna doza-odgovor povezanost izmedu koncentracije arsena u vodi za pice
i incidencije tranzicijskog karcinoma mokra¢nog mjehura (110). Relativni rizik razvoja karcinoma
povecavao se's porastom koncentracije arsena u vodi, dosezuci vrijednosti ve¢e od 15 pri
koncentracijama iznad 100 pg/L. Sli¢ni rezultati zabiljezeni su 1 u regiji Antofagasta u sjevernom
Cileu, gdje su koncentracije arsena u vodi za piée tijekom sredine dvadesetog stoljeéa dosezale
iznimno visoke vrijednosti.U. toj je populaciji zabiljezeno viSestruko povecanje mortaliteta od
karcinoma mokra¢nog mjehura, s omjerima smrtnosti od 6,0 kod muskaraca i 8,2 kod Zena u
usporedbi s nacionalnim prosjekom (112). Sustavni pregled epidemioloskih studija dodatno
potvrduje postojanje povezanosti izmedu izloZenosti arsenu i1 karcinoma mokra¢nog mjehura ¢ak
1 pri relativno niskim koncentracijama arsena u vodi za pi¢e. Autori navode da koncentracije blizu
preporucene grani¢ne vrijednosti od 10 pg/L mogu biti povezane s povecanim rizikom od malignih

bolesti mokra¢nog sustava (29,111). U tom kontekstu, rezultati ovog istrazivanja mogu se

103



interpretirati kao dio Sireg epidemioloSkog obrasca koji povezuje kroni¢nu izloZenost arsenu

putem pitke vode s povecanim rizikom od karcinoma mokra¢nog mjehura.

6.4.3. Uran i karcinomi bubrega i mokra¢nog mjehura

Za razliku od arsena, dokazi o povezanosti izmedu kroni¢ne izloZenosti uranu i malignih bolesti
mokraénog sustava znatno su slabiji i manje konzistentni. Uran je prvenstveno poznat kao kemijski
nefrotoksin koji djeluje na epitelne stanice proksimalnih tubula bubrega, dok su dokazi o njegovoj
karcinogenosti u okoliSnim uvjetima ograniceni. Nakon ingestije uran se djelomicno apsorbira u
probavnom sustavu te se distribuira u krvotok, gdje se veze na proteine plazme. Glavni ciljni organ
njegove kemijske toksi¢nosti su bubrezi, osobito‘proksimalni tubuli, u kojima se mogu razviti
funkcionalne promjene povezane s tubularnom disfunkecijom (115). Epidemioloske studije koje su
istrazivale povezanost izmedu urana u vodi za pice 1 karcinoma bubrega ili mokraénog mjehura
dale su heterogene rezultate. Vec¢ina studija provedenih u populacijama izloZzenim prirodnom
uranu nije utvrdila statisticki znacajnu povezanost izmedu izlozenosti i povecane incidencije
malignih bolesti mokra¢nog sustava (116). Nedavni sustavni pregledi i meta-analize takoder
zakljucuju da kroni¢na izloZenost uranu u okoli$nim koncentracijama nije dosljedno povezana s
povecanim rizikom od raka bubrega ili mokraénog mjehura. U tim se analizama isti¢e da je
najdosljedniji zdravstveni «ucinak urana subklini¢na tubularna disfunkcija, dok dokazi o
karcinogenosti ostaju nedovoljni (117,118). Rezultati ovog istrazivanja uklapaju se u takav
obrazac. lako su u nekim bioloskim uzorcima zabiljeZene povisene koncentracije urana,
epidemioloski<podaci ne pokazuju konzistentno povecanje incidencije karcinoma bubrega ili
mokraénog mjehura u naseljima s povisenim Koncentracijama urana u vodi za pi¢e. Ovakav nalaz
sugerira da u promatranim uvjetima uran prvenstveno predstavlja okoliSni nefrotoksin, dok

njegova potencijalna uloga u karcinogenezi mokra¢nog sustava ostaje nejasna (119).

6.5. Ispitivanje citotoksi¢nosti arsena primjenom MTT testa na stani¢noj liniji MDCK1

Eksperimentalni dio ovog istrazivanja ukljucivao je ispitivanje citotoksi¢nih u¢inaka arsena na
stani¢noj liniji MDCK1 (Madin—Darby Canine Kidney), koja predstavlja dobro karakteriziran in
vitro model epitela distalnog tubula bubrega. Ova stani¢na linija Siroko se koristi u toksikoloskim
istrazivanjima za procjenu ucinaka razliCitih kemijskih spojeva na bubrezne epitelne stanice,

osobito u kontekstu istrazivanja nefrotoksi¢nosti i mehanizama oStecenja tubularnog epitela. U
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ovom istrazivanju stanice su izlozene arsenovu trioksidu (As20s) u koncentracijama od 10 do 200
ng/L tijekom razliCitih vremenskih intervala inkubacije (48, 72 1 96 sati). Odabrani raspon
koncentracija temeljen je na okolisno relevantnim vrijednostima arsena izmjerenima u pitkoj vodi
pojedinih naselja isto¢ne Hrvatske, ¢ime je eksperimentalni model uskladen s realnim scenarijima
kroni¢ne izlozenosti stanovniStva. Citotoksi¢ni u¢inak procijenjen je primjenom MTT testa, jedne
od najcesce koriStenih metoda za procjenu metaboliCke aktivnosti 1 odrzivosti stanica. MTT test
temelji se na sposobnosti mitohondrijskih dehidrogenaza zivih stanica da reduciraju tetrazolijevu
sol MTT u netopljivi formazan. Koli¢ina nastalog formazana proporcionalna je metabolickoj
aktivnosti stanica i koristi se kao indikator stani¢ne odrzivosti proliferacije. Rezultati MTT testa
u ovom istraZivanju pokazali su da pri nijednoj ispitivanoj koncentraciji arsenova trioksida niti u
jednom vremenskom intervalu inkubacije nije zabiljeZzen statistiCki znacajan pad stani¢ne
odrzivosti u odnosu na kontrolne stanice. Drugim rije¢ima, u rasponu koncentracija od 10 do 200
pg/L arsenov trioksid nije inducirao mjerljivu citotoksi¢nost u MDCK1 stanicama. Interpretacija
ovog nalaza zahtijeva uzimanje u obzir molarnih koncentracija primijenjenog arsenova trioksida.
Preracunom koriStenih konceéntracija u molarni raspon dobiva se priblizno 0,05-1,0 uM. Takve
koncentracije smatraju Se relativno niskima u kontekstu eksperimentalnih studija arsenove
citotoksi¢nosti. Brojna istrazivanja pokazuju da se izraZeni citotoksi€ni ucinci arsena na bubrezne
epitelne stanice javljaju tek pri znatno viSim koncentracijama, ¢esto u rasponu od nekoliko

desetaka mikromola.(54,55)

Ovakayv rezultat stoga nije u suprotnosti s literaturom, nego je s njom u potpunosti uskladen. Brojna
in vitro istrazivanja na bubreznim stani¢nim linijama, uklju¢uju¢i MDCK stanice, opisuju bipazni
ili hormeti¢ki dozni odgovor na arsen. U takvom modelu niske koncentracije arsena mogu
potaknuti adaptivne ili ¢ak proliferativne odgovore stanica, dok vise koncentracije dovode do
oksidativnog stresa, mitohondrijske disfunkcije i stanicne smrti. Takav hormeticki odgovor
posebno je relevantan u kontekstu okoliSnih scenarija kroni¢ne izloZenosti, u kojima stanice nisu
izloZzene akutnim visokim dozama, ve¢ dugotrajnom djelovanju relativno niskih koncentracija
toksina. (48,56) U tim uvjetima stanice mogu aktivirati niz adaptivnih mehanizama koji
omogucuju odrzavanje metabolicke aktivnosti 1 preZivljavanje. Vazno je naglasiti da MTT test

prvenstveno odrazava metabolicku aktivnost mitohondrija, a ne nuzno sve oblike subletalnog ili
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funkcionalnog ostecenja stanica. Promjene koje ne dovode do neposrednog pada mitohondrijske

aktivnosti mogu ostati neotkrivene ovom metodom, iako mogu imati znacajne bioloske posljedice.

Primjerice, pri izloZenosti niskim koncentracijama arsena mogu se javiti promjene u organizaciji
citoskeleta, poremecaji stanicnog polariteta, promjene u funkciji ionskih transportera te smanjenje
integriteta medustani¢nih spojeva (tight junctions). Takve promjene mogu utjecati na funkcionalna

svojstva epitelnog sloja, iako ne moraju odmah rezultirati smanjenjem stani¢ne odrzivosti (47,54).

U tom kontekstu izostanak citotoksi¢nog uc¢inka u MTT testu ' ne znaCi nuzno da arsen nema
bioloski ucinak na bubrezne epitelne stanice. Naprotiv, moguce je da pri koriStenim
koncentracijama dolazi do suptilnih funkcionalnih promjena koje bi se mogle detektirati

markera ili mjerenja transepitelijalne elektriéne otpornosti (48).

Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju stoga su u skladu s konceptom kroni¢ne niskodozne
izlozenosti, prema kojem dugotrajna izloZenost relativno niskim koneentracijama arsena moze

dovesti do postupnih bioloskih promjena bez neposredne citotoksi€énosti.

6.6. Ucinak arsenova trioksida i acetilkolinesteraze (AChE)

U ovom istrazivanju dodatno je razmatran potencijalni ucinak arsenova trioksida (As203) na
aktivnost acetilkolinesteraze (AChE), enzima koji ima kljuénu ulogu u kolinergi¢kom sustavu.
lako se AChE prvenstveno koristi kao'biomarker neurotoksi¢nih uc¢inaka razli¢itih kemijskih
spojeva, pojedine studije istrazivale su i njegovu povezanost s izloZeno$¢u arsenovim spojevima
(65).. Acetilkolinesteraza je enzim odgovoran za hidrolizu neurotransmitera acetilkolina u
sinaptickom prostoru, ¢ime se regulira prijenos ziv€anih impulsa. Promjene u aktivnosti ovog
enzima mogu ukazivati na poremecaje u kolinergi¢kom sustavu, ali i na opée toksi¢ne ucinke

razli¢itih kemijskih spojeva (119).

U populacijskim studijama provedenim u podruc¢jima s povisenim koncentracijama arsena u vodi
za pice zabiljezena je inverzna povezanost izmedu izloZenosti arsenu i aktivnosti plazmatske
kolinesteraze. Takvi rezultati sugeriraju da arsen moze djelovati kao inhibitor kolinesterazne

aktivnosti te na taj nacin doprinijeti neurotoksi¢nim i hepatotoksi¢nim u¢incima (119).
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Medutim, koncentracije arsena pri kojima se uo¢ava znacajna inhibicija acetilkolinesteraze znatno
su vise od koncentracija koristenih u ovom istrazivanju. Eksperimentalne studije pokazuju da se
inhibicija AChE javlja tek pri koncentracijama arsena visim od priblizno 10 000 ug L2, $to je

visestruko vise od koncentracija arsena izmjerenih u pitkoj vodi analiziranih naselja’(120).

U ovom istrazivanju koristene koncentracije arsenova trioksida (10-200 pg L™) nalaze se u
rasponu okoliSno relevantnih vrijednosti. Pri tim koncentracijama nije zabiljezena znacajna
inhibicija aktivnosti acetilkolinesteraze, Sto je u skladu s literaturnim podacima koji ukazuju da se

neurotoksicni ucinci arsena javljaju tek pri znatno viSim razinama izloZenosti.

Ovakav nalaz dodatno podupire zaklju¢ak da koncentracije arsena prisutne u vodi za pice
analiziranih podrucja vjerojatno nisu dovoljne za izazivanje akutnih neurotoksi¢nih ucinaka.
Medutim, dugotrajna izloZenost nizim-koncentracijama moze potencijalno dovesti do suptilnih
biokemijskih promjena koje se ne morajunuzno manifestirati kao izravna inhibicija enzimskih
aktivnosti. Osim neurotoksi¢nih u¢inaka, arsen moze djelovati i na razli€ite signalne putove
ukljuéene u regulaciju proliferacije i apoptoze stanica. Studijena MDCK stanicama pokazale su
da niske koncentracije arsenova trioksida mogu potaknuti proliferaciju stanica putem aktivacije
transkripcijskog faktora AP-1 1 povecanja aktivnosti Na'/H* izmjenjivac¢a NHE1. Aktivacija ovog
transportnog sustava-dovodi do intracelularne alkalinizacije, §to mozZe potaknuti proliferativne

procese u epitelu (55).

Takav proliferativni odgovor specifican je za odredene stani¢ne linije i ne mora se pojaviti u svim
tipovima stanica. Osjetljivost stanica na arsen u velikoj mjeri ovisi o njihovom antioksidativnom
kapacitetu, ekspresiji antiapoptotskih proteina te ucinkovitosti mehanizama detoksikacije.
Eksperimentalne studije takoder pokazuju da izlozenost arsenovu trioksidu moZe potaknuti
ekspresiju razliCitih antioksidativnih enzima, ukljucuju¢i katalazu, superoksid dismutazu i
tioredoksin (121). Povecéana ekspresija ovih enzima moze povecati otpornost stanica na oksidativni
stres i smanjiti citotoksi¢ni ucinak arsena. U tom kontekstu MDCK stanice mogu pokazivati
relativno visoku otpornost na citotoksicne u€inke arsenova trioksida u koncentracijama koje su
citotoksicne za druge stani¢ne linije. Takva otpornost moZze biti povezana s ucinkovitijim
mehanizmima detoksikacije i antioksidativne zastite (55,56). Dobiveni eksperimentalni rezultati

stoga pruzaju dodatni mehanisticki kontekst za interpretaciju epidemioloskih nalaza ovog
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istrazivanja. Iako kroni¢na izloZenost arsenu moze imati vaznu ulogu u karcinogenezi, rezultati in
vitro eksperimenata sugeriraju da pri okoli$no relevantnim koncentracijama arsen ne mora nuzno

inducirati izravnu citotoksi¢nost bubreznih epitelnih stanica.

6.7. Ogranicenja istrazivanja i implikacije za buduca istrazivanja

Unato¢ znaCajnim nalazima, ovo istrazivanje ima odredena metodoloska ograni¢enja koja je
potrebno uzeti u obzir pri interpretaciji rezultata. Prvo, epidemioloska analiza provedena je na
razini populacije, §to znaci da je individualna izloZenost ispitanika ostalim izvorima arsena i urana
teSko precizno procijeniti. Znacaj i uloga confounding ¢imbenika je u ovakvim istrazivanjima od
velike vaznosti. Drugo, koncentracije arsena i utana u vodi i .bioloskim uzorcima odraZavaju
trenutacno ili recentno stanje izloZenosti, dok razvoj malignih bolesti ukljucuje dugotrajan proces
karcinogeneze s latentnim razdobljem koje moze trajati desetljeCima. Trece, na pojavnost
karcinoma mokraé¢nog sustava mogu znacajno. utjecati drugi ¢imbenici rizika, poput pusSenja,
profesionalne izloZenosti kemikalijama, prehrambenih navika i genetske predispozicije, koji u
ovom istrazivanju nisu mogli biti detaljno analizirani. Cetvrto, eksperimentalni dio istrazivanja
proveden je na jednoj staniénoj liniji bubreznog epitela (MDCK 1), koja predstavlja dobro validiran
model distalnog tubularnog epitela, ali ne moze u potpunosti odrazavati slozenost fizioloskih
uvjeta u-ljudskom organizmu. In vitro modeli omoguéuju detaljno proucavanje stani¢nih
mehanizama, . ali ne uklju€uju sloZene interakcije izmedu tkiva, metabolickih procesa 1
imunolo$kih odgovora prisutnih in vivo. Unato¢ tim ogranicenjima, rezultati istrazivanja pruzaju
vazan doprinos razumijevanju okoli$ne izloZenosti arsenu i uranu u isto¢noj Hrvatskoj te njihovih
potencijalnih zdravstvenih ucinaka. Povezanost arsena sa rakom mokra¢nog mjehura je dokazana,
1 stoga bi trebala imati 1 javnozdravstvenu implikaciju u smislu omogucavanja pravodobne
dijagnostike stanovnika pogodenih podrucja isto¢ne Hrvatske u formi citoloske analize urina.
Nefrotoksi¢nost, nefrokarcinogenost, kaoi opceniti toksi¢ni u¢inak arsena na stanice u navedenim
dozama nije dokazana ali, zbog specificnosti djelovanja arsena kroz desetlje¢a, se ne mogu
jednoznacno iskljuciti. Buduca istrazivanja trebala bi ukljucivati detaljniju procjenu individualne
izlozenosti, dulje epidemiolosko pra¢enje populacije te primjenu dodatnih biomarkera koji bi

omogucili precizniju procjenu zdravstvenih u¢inaka kronicne izloZenosti metalima u okoliSu.
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7. ZAKLJUCCI

Rezultati ovog istrazivanja predstavljaju integriranu procjenu povezanosti arsena iurana u vodi za
pi¢e s biomarkerima izloZenosti te pojavnosti malignih bolesti uropoetskog sustava u populaciji
isto¢ne Hrvatske. Istrazivanje izloZenosti stanovnisStva osam naselja istoéne Hrvatske uranu (U) 1

arsenu (As) putem pitke vode te bioloSkih uzoraka (urin, seruma i1 kose) pokazalo je sljedece:

1. Prostorna varijabilnost: Uran 1 arsen pokazuju jasnu prostornu heterogenost, u skladu s lokalnom
geologijom. Analizom koncentracija arsena i urana u vodi za pi¢e utvrdene su znacajne razlike
izmedu ispitivanih naselja. Najvise koncentracije arsena zabiljeZene suru naselju Cepin, gdje su
vrijednosti u pojedinim uzorcima visestruko premasivale maksimalnu dozvoljenu koncentraciju

od 10 png L.

2. Relativno visoke koncentracije uranazabiljezene su u Vladislavcima, Vo¢inu i Cacineima, dok

su najvise vrijednosti arsena prisutne u Cepinu, Vladislavcima i Osijeku.

posebno za arsen (R? =0.8). Kosa najbolje odrazava kumulativnu, dugotrajnu izlozenost oba
elementa. Serum pokazuje kratkotrajnu izlozenost, s niskom do umjerenom- korelacijom s
koncentracijama u vodi./Analiza bioloSkih uzoraka je pokazala da su koncentracije arsena u urinu
ispitanika povezane s koncentracijama arsena u/vodi za pice, §to potvrduje da voda predstavlja
vazan put izloZenosti stanovnistva. Koncentracije  arsena u kosi‘i serumu pokazale su vecu
varijabilnost, §to je u skladu s razli¢itim kineti€kim svojstvima tih bioloskih matrica. Spolne i
dobne razlike su takoder prisutne. Muskarei su pokazali nesto vise koncentracije u kosi 1 urinu
nego zene. Starije dobne skupine pokazuju vece kumulacije ukosi, dok serum i urin ne pokazuju
sustavne dobne razlike. U nekim naseljima (Cepin, Vladislavci, Osijek) medijani i srednje
vrijednosti premasSuju referentne vrijednosti, a urinarne vrijednosti kod pojedinaca prelaze
literaturne grani¢ne vrijednosti. Unato€ tome, trenutno stanovni$tvo nije izloZeno akutno
toksi¢nim razinama. Sve izmjerene vrijednosti urana u bioloskim matricama su bile ispod granica

za nefrotoksicnost 1 kemijsku toksi¢nost.

4. Analiza epidemioloskih podataka o incidenciji karcinoma bubrega (C64) i mokra¢nog mjehura
(C67) pokazala je varijacije izmedu pojedinih naselja. U naseljima s poviSenim koncentracijama

arsena u vodi i bioloSkim uzorcima uocen je trend poveéane incidencije karcinoma
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mokraénog mjehura dok za karcinom bubrega takva povezanost nije bila jasno izrazena.

5. Eksperimentalni dio istrazivanja proveden na stani¢noj liniji MDCK1 pokazao je da arsenov
trioksid u koncentracijama usporedivima s okoliSnim razinama ne uzfokuje. znacajnu
citotoksi¢nost u MTT testu. Ovakav nalaz upuéuje na moguénost da kroni¢na izloZenost niskim
koncentracijama arsena ne uzrokuje neposredno oSte¢enje bubreznog epitela, ali moze potaknuti
suptilne promjene u stani¢nim signalnim putevima. Ispitivanje utjecaja arsenova trioksida na
aktivnost acetilkolinesteraze pokazalo je da pri okoliSno relevantnim koncentracijama nije
zabiljezena znacajna inhibicija enzimske aktivnosti.

6. IstraZzivanje ima znacajan geoloski kontekst. Prostorne razlike u koncentracijama povezane su s
lokalnom geoloskom podlogom i hidrogeologijom. Uran se akumulira u podrucjima granitne

mineralizacije, dok arsen dominira u aluvijalnim sedimentima bogatim glinom.

Dobiveni rezultati potvrduju da arsen u wvodi za pi¢e predstavlja vazan okolisni ¢imbenik
izloZenosti u pojedinim podruc¢jima istoéne Hrvatske te da moZe biti povezan s povecanom
ucestalos¢u karcinoma mokraénog mjehura: Uran je u ovom istrazivanju pokazao znatno slabiju
povezanost s biomonitorins§kim i1 epidemioloskim pokazateljima. Rezultati ove disertacije
doprinose boljem razumijevanju. okoliSne izloZenosti arsenu 1 uranu u istoénoj Hrvatskoj te
naglaSavaju vaznost kontinuitanog pracenja kvalitete vodeza pice 1 daljnjih istraZivanja. Potrebno
je kontinuirano pracenje maselja s povisenim koncentracijama arsena, posebno Cepina i
Vladislavaca. Urin i kosa ispitanika su najpouzdaniji biomarkeri-za prac¢enje izlozenosti uranu i
arsenom u populaciji. Sveukupno, rezultati potvrduju vaznost kombiniranog pristupa: analiza pitke
vode u kombinaciji s viSe bioloSkih matrica. omoguéava sveobuhvatnu procjenu izloZenosti
stanovnistva, identifikaciju riziénih podru¢ja i pruza temelj za preventivne mjere i

javnozdravstvene smjernice.
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9. SAZETAK

Arsen i uran prirodno su prisutni u okoli$u, a dugotrajna izlozenost putem vode za pice predstavlja
vazan javnozdravstveni problem u mnogim dijelovima svijeta, ukljucujuci/i podrucje. istocne
Hrvatske. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati povezanost koncentracija arsena i urana u vodi za
pi¢e s njihovim koncentracijama u bioloskim uzorcima stanovniStva te s pojavnosti karcinoma
bubrega (C64) i mokra¢nog mjehura (C67) u naseljima istocne Hrvatske.

U istrazivanje je ukljueno 492 ispitanika iz osam naselja Osjecko-baranjske, Viroviticko-
podravske i Pozesko-slavonske Zzupanije. Analiziran je 81 uzorak vode za pice te uzorci urina,
seruma 1 kose ispitanika. Koncentracije arsena 1 urana odredene su metodom masene
spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS). Epidemioloski podaci o incidenciji
karcinoma bubrega i mokra¢nog mjehura prikupljeni su iz Registra za rak Hrvatskog zavoda za
javno zdravstvo za razdoblje 2000.—2018.

Rezultati su pokazali znacajne razlike u koncentracijama arsena u vodi za pice izmedu pojedinih
naselja, pri éemu su najvise vrijédnosti zabiljeZene u naselju Cepin. Koncentracije arsenau urinu
ispitanika bile su povezane s koncentracijama u vodi za pice, $to potvrduje vaznost ovog puta
izlozenosti. Analiza incidencije malignih bolesti pokazala je trend pove¢ane ucestalosti karcinoma
mokra¢nog mjehura u podrucjima s poviSenim koncentracijama arsena.

Eksperimentalni ‘'dio istrazivanja proveden na stani¢noj’ liniji MDCK1 pokazao je da arsenov
trioksid u koncentracijama od 10 do 200 pg/L. ne uzrokuje znacajnu citotoksi¢nost u MTT testu.
Takoder nije zabiljezena znacajna inhibicija aktivnosti acetilkolinesteraze.

Rezultati istrazivanja ukazuju na vaznost kontinuiranog pracenja koncentracija arsena u vodi za
pice te na potrebu daljnjih epidemioloskih 1 eksperimentalnih istrazivanja kako bi se bolje
razumjeli dugoroc¢ni zdravstveni uéinci kroni¢ne izlozenosti.

Kljucne rijeci: arsen; uran; voda za piée; biomonitoring; urin; kosa; karcinom mokra¢nog

mjehura; isto¢na Hrvatska; okoliSna izlozenost.
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10. SUMMARY

Arsenic and uranium are naturally occurring elements in the environment, and long-term exposure
through drinking water represents an important public health concern in many parts of the world,
including east Croatia. The aim of this study was to investigate the relationship between arsenic
and uranium concentrations in drinking water, their levels in biological samples of the population,
and the incidence of kidney cancer (C64) and bladder cancer (C67) in selected settlements of
eastern Croatia.

The study included 492 participants from eight settlements located in Osijek-Baranja, Virovitica-
Podravina and Pozega-Slavonia counties. A total of 81 drinking water samples were analyzed
together with urine, serum and hair samples obtained from the participants. Arsenic and uranium
concentrations were determined using inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS).
Epidemiological data on kidney and bladder cancer incidence were obtained from the Croatian
National Cancer Registry for the period 2000-2018.

The results revealed substantial differences in arsenic concentrations in drinking water among the
studied settlements. The highest concentrations were recorded in Cepin, where levels frequently
exceeded the recommended guideline value for drinking water. Arsenic concentrations in urine
were associated with arsenic levels in drinking water, confirming drinking water as an important
exposure pathway.

Epidemiological analysis indicated a trend. toward increased bladder cancer incidence in
settlements with “higher arsenic concentrations in drinking water. In contrast, the association
between arsenic exposure and kidney cancer incidence was less consistent.

In vitro experiments using the MDCKZ1 renal epithelial cell line demonstrated that arsenic trioxide
at concentrations between 10 and 200 pg/L did not induce significant cytotoxic effects in the MTT
assay. No significant inhibition of acetylcholinesterase activity was observed at environmentally
relevant concentrations.

The findings of this study highlight the importance of continuous monitoring of arsenic
concentrations in drinking water and the need for further epidemiological and experimental studies
to better understand the long-term health effects of chronic exposure to arsenic and uranium.

Key words: arsenic; uranium; drinking water; biomonitoring; urine; hair; bladder cancer; eastern

Croatia; environmental exposure
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11. PRILOZI-UPITNIK

Anketni upitnik

Lijecnik obiteljske medicine:

1. SPOL: M V4

2. DOB (godine):

3. PUSAC:

a) DA (izrazit preko 20 cigareta dnevno)

b) DA (umjeren do 20 cigareta dnevno)

c) NE

4. KONZUMIRATE ALKOHOLNA PICA:

a) NE uopce

b) DA umjereno (manje od 5 casa/€aSica tjedno)

c) DA (vise od 5 ¢aSa/CaSica tjedno)

5. KONZUMIRATE VODU:

a) Iz javnogwvodovodnog sustava (gradski vodovod)
b) 1z lokalnog vodovodnog sustava (mali «seoski» vodovod)
¢) Iz bunara (vlastitog ili zajedni¢kog za viSe obitelji)

d) Ostalo (kupovna voda,...)

6. DA LI STE BORAVILI (duze od godinu dana) ILI BORAVITE U BLIZINI:

a) U blizini industrijskih pogona

b) U blizini industrijskih pogona metalne industrije

c¢) Odlagalista otpada

d) Velikih prometnica sa gustim prometom vozila na fosilna goriva
e) Benzinskih postaja (crpki)

f) Ostalo:

e) Ne

125



7. DA LI STE U PROFESIONALNOM ZIVOTU, PREMA VASIM SAZNANJIMA
ZNACAJINO IZLOZENI STETNIM TVARIMA I KOJIM:

a) Stetnim metalima (ziva, olovo, kadmij, arsen...)
b) Pesticidima i sli¢nim tvarima (polikloriranim bifenilima, dioksinima...)
¢) Fosilnim gorivima ili njihovim ispusnim plinovima

d) Ostalo:

e) Ne

8. DA LI OSJECATE SMETNIE ILI SE LIJESITE OD POSIJEDICA IZLOZENOSTI
STETNIM TVARIMA

a) DA
b) NE

c) Ako Zelite napiSite dodatno pojasnjenje:

9. SKUPINE ISPITANIKA:

1. Branitelji, ranjeni-ili koji su bili u viSestrukom (dugotrajnom, redovitom) kontaktu s
pjesadijsko-eksplozivnim sredstvima (pjesadijsko streljivo, minsko-eksplozivne naprave,
topnic¢ko-tenkovski projektili 1 sl.)

2. Branitelji kojinisu bili u kontaktu s pjesadijsko-eksplozivnim sredstvima (npr. sanitet, kuhari,
voza€i, opskrba intendantskim sredstvima i matetijalima itd.)

3. Civili ranjeni pjesadijsko-eksplozivnim sredstvima; civili koji su tijekom rata bili u
viSestrukom kontaktu s istim sredstvima; ostali civili iz podrucja koja su bila zahvac¢ena
neposrednim ratnim zbivanjima.

4. Civili iz podru¢ja koja su bila nezahvacena neposrednim ratnim zbivanjima.

5. Civili koji su 1991.—-1995. imali 2 do 14 godina iz podrucja koja su bila zahvacena
neposrednim ratnim zbivanjima.

6. Civili koji su 1991.-1995. imali 2 do 14 godina iz podrucja koja su bila nezahvacena
neposrednim ratnim zbivanjima.

10. KAO VOINIK BILI STE:

a) Pjesastvo
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b) Topnistvo

¢) Oklopno mehanizirane postrojbe

d) Inzenjerija

e) Veza

f) ABKO (atomsko-bioloSko-kemijska obrana)
g) Postrojbe za elektronsko djelovanje

h) Zrakoplovstvo

1) Mornarica

J) ZMIO (zemaljsko motrenje i osmatranje)
k) Odrzavanje elektronske opreme

1) Odrzavanje mehanicke 1 elektricne opreme
m) Opskba

n) Zdravstveni i veterinarski poslovi

0) Administrativni‘poslovi

p) Ostalo:

11. JESTE LI TIJEKOM RATA BILI RANJENI?:

a) DA

b) NE

12.BILI STE RANJENI:

a) Eksplozivnom napravom topnicko-tenkovskog tipa (granata,...)
b) Pjesadijskim streljivom (pistolj, mitraljez, puska, snajper,...)
¢) Ru¢na bomba

d) Nagazna mina

e) Ostalo:
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13. THEKOM RATA BORAVILI STE:

a) U Isto¢noj Hrvatskoj na podru¢jima zahva¢enim ratnim djelovanjima
b) Uz granicu sa Srbijom (ili u Srbiji) gdje je bilo ratnih djelovanja

c¢) Uz granicu sa BiH (ili u BiH) gdje je bilo ratnih djelovanja

d) NE nisam boravio na podruc¢jima zahvac¢enim ratom

e) ostalo

14. Bojite likosu:  a.) NE

b)DA . ( -u koju boju ?)

15. Imate li amalgamske (,,srebrne*) plombe u zubima : a.) NE

b.) DA (upisati broj)

16. POPIS RELEVANTNIH DIJAGNOZA 1Z LIJECNICKOG KARTONA U POSLJEDNIJIH
10 GODINA:
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