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$OXPLQLM MH PHWDO VNXSLQH SHULRGQRJ VXVWDYD HO
organizmu. Povezuje se s nizom bolesti poput: Alzheimerove bolesti, Parkinsonove
EROHVWL 'RZQRYRJ VLQGURPD DXWL]JPD LWG 6YH YHUH
GRYHOH VX GR SRYLaAHQMD UD]LQH DOX Preruindre pgstRjiN R O L & X
PHWRGD ]D QMHJRYR XNQ@DQ ND GWAV R N BrydRIZHEIA fPaxtaka i Y

pRY MHINDV W RaX ténapija protiv trovanja aluminijevim solima je desferioksamin.

Kakoisti LPD YHOLNL EURM QXVSRMDYD |]DGQMLK JRGLQD VH
DOWHUQDWLYQLK QDpPLQD GHWRNVLN xmiod,H primj&i¥eP LQLMD
N R UL a WZe@itel KiRoptilolita koji VX SR]QDWL LRQVNL L]JPMHQMLYDDL
RWSXawDMX RUWRVAWRFMMHXXNRDWHNMONXX GHWRNVLNDFLI
LIX]JHWQR YDaQ 8 ovornRibkiokat R V W U D a fiziRdnok&mijska svojstva

prirodnih zeolitnih klinoptilolitnih materijala, WULERPHKDQLPpNL DNWLYLUDQR
708= GYRVWUXNR WULERPHKDQLPpNL DNWLYLUDQRJ JHROLMW
aktiviranog oksigeniranog zeolita PMAO?2 te je kao kontrolni spoj ko ULAWHQ VLQWHW
zeolit A. Fizikalno-kemijska svojstva zeolitnih materijala bitna su za objadQMHQMH
interakcije s ionima i biomolekulama u ELRORA&NLP MeX3dW bverh Edktoratu

provedeni eksperimenti infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom,
RGUHVYLYDQMH ]HWd Z2atiniiHspdpendifa @ Rodi i modelnim otopinama
FULMHYD Ln &H®O XIBPBDFLWHW YH]DQM Ba xédlitadN mkterifalé W D O D
RGUHYLYDQMH YHOLPLQH pHVWLFD GLQDPLpNdsRvaUiDV SUZaH(
izgleda SRYUALQH PDWHULMDOD PHWRGRPMWIDEBQL JHROLWQL
PDWHULMDOL SRND]DOL ]|QDpDMDQ NDSDFLWHW YH]DQMD
aH O X Erieva te arsena, kroma i nikla u modelnoj otopini crijeva. Nadalje, svi su

zeolitni klinoptololitni materijali pokazali detoksikacijska svojstva na aluminij in vivo

QD PRGHOX LQWRNVLFLUDQLK &WDNRUD VXENURQLpPQLP
Mehanizam dMHORYDQMD RYRJ VYRMVWYD LVWUDAaHQ MH ]D 30¢
metodom '1$ P LNUR pkdmRer pokazala aktivaciju gena Sfrpl,Cryl, Rassf8 i

supresiju gena Nrld2 u tkivu jetre koji su ukj XpHQL X PHKDQL]JPH.GHWHWRNVLN

rezultati govore u prilog primjeni zeolita klinoptilolita u medicinske svrhe.

.OMXpQH &aunkhli pottosilicijeva kiselina, zeolit klinoptilolit, fizikalno kemijska
VYRMVWYD '1$ PLNURDpLS ReYzeolitGrHiRVROY LNDFLMD MHWU



SUMMARY

Aluminum is a metal in the 13th group of the periodic table of elements and has no
physiological role in the body. It has been linked to a humber of diseases such as
Alzheimer's, Parkinson's, Down syndrome, autism, etc. Increasing global climate
change has led to an increase in the concentration of aluminum in the environment
and its entry into the biota. Currently, there is no method to remove it from the
environment, or to detoxify living organisms, including humans. The existing therapy
for aluminum salt poisoning is desferrioxamine. As it has large number of side
effects, in recent years possibility of using alternative ways of detoxification of
aluminum in living organisms has been investigated, for example by using
clinoptilolite zeolites which are known ion exchangers, adsorbents and orthosilicic
acid realising compounds which is also extremely important in the context of
aluminum detoxification. Therefore, the physicochemical properties of natural zeolite
clinoptilolite materials tribomechanically activated clinoptilolite TMAZ, double
tribomechanically activated zeolite PMA and double tribomechanically activated
oxygenated zeolite PMAO2 were investigated in this doctorate and synthetic zeolite
A was used as a control compound. Physicochemical properties of zeolite materials
are important for explaining interactions with ions and biomolecules in biological
systems and in this doctorate were performed experiments with Fourier transformed
infrared spectroscopy, determination of zeta potential, pH of zeolite suspensions in
model solutions of intestine and stomach as well as in water, in vitro binding capacity
of heavy metals, determination of particle size by dynamic light scattering and
surface analysis of the materials by XPS / EDS. All investigated clinoptilolite
materials showed a significant binding capacity of lead cations in model solution of
stomach and intestines and arsen, chromium and nickel in the model solution of the
intestines. Furthermore, all zeolite clinoptilolite materials showed detoxifying
properties on aluminum in vivo in a model of intoxicated rats by subchronic doses of
aluminum chloride. The mechanism of action of this property was investigated for
PMAO2 analysis of animal liver by DNA microchip method which showed activation
of Sfrpl, Cryl, Rassf8 genes and supression of Nrld2 genes in liver tissue involved
in detoxification mechanisms. These results support the use of clinoptilolite zeolite for

medical purposes.



Keywords : aluminum, orthosilicic acid, zeolite-clinoptilolite, physicochemical

properties, DNA microarrays, detoxification of liver with PMAO2 zeolite
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1. UvOD
1.1. Zeoliti

AYHGVNL PLQHUDORJ $[HO )UHGULN &URQVWHGW RWN
QD]YDR JD SR JUPNLP ULMHpPLPD AJHR3 3WR ]QDpL NOMXpEL
=ERJ DGVRUELUDQH YRGH NRMD MH SULOLNRP ]DJULMDY]
kamenije vrije, oddDWOH QD]LY NOMXpDMXiH NDPHQMH 3RGULMHW:C
YXONDQVNLK DNWLYQRVWL WRPQLMH ODYH NRMD LVWMH]|
SR]QDWD VLQWHWLpPND JHROLWD WH SULURGQLK JHROL

Svi zeoliti imaju aluminosilikatnu strukturu s aluminooksidnim i silikatnim tetraedrima

povezanih kisikovim atomima. Kako je aluminij trovalentan, zamjena sa silicijem u
VWUXNWXUL GDMH RYRM NULVWDOQRM UH&GHWNL XNXSQL
kompenzira se pozitivno nabijenim ionima alkalijskih i zemnoalkalijskih metala koji su
XMHGQR KLGUDWL]JLUDQL L YHAX VH ]D VWUXNWXUX HOHNW
YRGH 6WRJD EL VH PRJOR UHUOL GD MH RSuUD
(M™)x/n[AIO2)x(SiO2)y]xmH20. [3]. Silikatni i aluminooksidni tetraedri prikazani su na

slici 1.

Slikal. 6LOLNDWQL L DOXPLQRRNVLGQL WHWUDHGUL NDR MH

zeolita. Preuzeto iz [1].



.ULVWDOQD VWUXNWXUD |JHROLWD VDVWRML VH RG SULPDU
EXLOGLQJ XQLWV VDPpLQMHQLK RG VLOLNDWQLK L DOXPLQ
SUHNR DWRPD NLVLND WH pLQH VHNXQGDUQD JUDYHYQL
XGMHORP SULVXWQL X SRMHGLQRP JHROLWX D pLQH MH 1
razlLpbLWL SROLHGUL VOLND

Slika2. 3ULPMHU VHNXQGDUQLK JUDYHYQLK EORNRYD 3



SRUHG MHGLQLpPpQLK JUDAHHNDR@®D UJPIIROLWL PRJX VDGUAD®
NRPSR]JLWQH JUDYHYQH EORNRYH HQJOLHMRP®WYWXMN XBIXHL (
U D] OL p Liwako e Prikéizhno na slici 3.

Slika3. .RPSR]JLWQH JUDYHYQH MHGLQLFH JHROLWD 33U



Nakon VWUXNWXULUDQMD NRPSR]JLWQLK JUDYyHYQLK EORNRYD

zeolita koje su prikazane na slici 4.

Slika 4. Struktura zeolita A. Adaptirano prema [5].

Iz slike zeolita A vidljivo je kako VH VDVWRML RG NDYH]D L NDQDOD X N
molekule poput kationa te malih organskih molekula. Zamjenom kationa iz otopine s

kationom iz zeolita nastaje ionska izmjena. 8 UHDNFLML V YRGRP JHROLWL C
premaslHGHURM MHGQDGAEL

Ktgp+H22 O f(aq) + OH @g)tH" )

JGMH ] R]QDpDYD ]HR O L*\Wafox KejMulzpe.U X D .

SUHPD 3HUHJX LRQVND L]|PMHQD WRWUXNWXUWRLEHRDNWRHL
HOHNWURVWDWVNR SROMH NRMH pLQL UHastaWworwpne®&ULURGD
pH otopine u kojoj je zeolit [6]. Zeoliti se mogu upotrebljavati zbog svojstva ionske

izmjene za izmjenu WRNVLPpQLK NDWLRQD VPDQMHQMH WYUGRUH
7TDNRYHU PRPXRELIBMHQWBL ]D UD]OL p:Lamdhijak® b@riRofddodka,sS X W
GXaALNRYLK RNVLGD VXPSRURYLK RNVLGD -L]PMHOQNOQWRIPpGE L |
svojstava, |[HROLWL SRVMHGXMX GREUD VYRMVWYD DGVRUSFLM

opisati Langmuirovom i Freundlichovom izotermom. Osim toga, poznata je njihova



NDWDOLWLPND XORJID X LQGX\ackingV VYNV R NROROFGIVOL\P\I L KW DYt
izomerizacija i alkilacijske reakcije) [8].

1.2. Prirodni zeolit klinoptilolit
1.2.1. Struktura klinoptilolita i neka fizikalno-kemijska svojstva

.OLQRSWLOROLW MH MHGLQL SULURGQL JHROLW NRML N
najrasprostranjeniji je zeolit u prirodi [9]. Europeian Food Safety Authority (EFSA)
panel za aditive ili tvari NRMH VH NRULVWH X KUDQL ]D 4aLYRWLQMH
klinoptilolita po kilogramu ukupne hrane dnevno sigurno za konzumaciju u svih
ALYRWLQMVNLK YUVWDVRULEBIRPDVX OROMMO X HYPpHI MDPR QHNL
D RVWDWDN VIRQIBRPXMHAOVVWULURGQL L]YRUL NOLQRSWLO
SAD-u ,WDOLML *UpNRM -XaQ R hjhigkad Liekim ébugidzenvjdhiaM 8N U D

.OLQRSWLOROLWQD MHGLQLpQD UHOLMD MH PRQREEOLQVND
O E, O =F Oi f + SUHP Digdnsk@) strukturnoj analizi.
BWUXNWXUX pLQH GYD NDQDOD NRML VX SDUDOHOQL V F R
NULVWDOD 1MHJRYD JXVWRiUD @Q]QRMID IRURXPM NOLQRS
(Na,K)6AlsSiz0072x20H20, dok omjer Si/Al iznosi od 4 do 5,3 [11]. Ovaj mineral ima
PLNURSRUH L PH]JRSRUH JGMH MH PLNURSRUR]JQRVW SR
PHIRSRUR]QRVW SRWMHpPpH RG SXFDQMD NULVWDI®BQH UHA&H
SRND]XMX Mielis kipapilQli¥a te SEM sliku lamelarne strukture klinoptilolita.

Klinoptilolit pripada heulanditnom strukturnom tipu i omjer Si/Al iznosi > 4 prema
LOQWHUQDFLRQDOQRM PLQHUDORANRM XGUX]L > @



Slika5. -HGLQLpQD UHOLMD NOLQRI[SWLOROLYV

Slika 6. 6WUXNWXUD W UL Bjgridpgl Kibdptldiitd.L SIKa/ je Wiobivena uz
SRPRU PLNURWER $i&trunienta (JSM-7800F, PRIME, JEOL Ltd., Tokyo,
-DSDQ X &HQWUX ]D PLNUR L QDQR]JQDQRVWL L
]JDKYDOQRA&UX SUBRMHWUDDYAHIQD

8 SRUDPD J]HROLWD GRJDYD VH LRQVND L]JPMHQD-V LRQL!
klinoptilolit pokazuju sSiHGHUL DILQLWHW LRQVN# >INHPMBGHCHDWLRQD
> 7Zn%*, Co?* > Ni* > Hg?* [13]. % XGXUMKEBRYUALQD NOLQRSWLQROLWD ¢
PRaH VH PRGLILFLUDWL UD]JOLpLWLP VXUIDNWDQWLPD NR!I
GXJDpNL QHXWUDOQL UHS SD MH PRJXiUH QD SRYUALQX DG

poput kromata, bromida, benzena i perkloroetilena kako prikazuje slika 7. [11].



Slika7. $GVRUSFLMD QD PRGLILFLUDQX SRYU&EURX ]

Za medicinsku primjenu Klinoptilolit je potrebno usitniti, a jedan od postupaka je
WULERPHKDQLpPNR XVLWQMDR@®IMHG R OWPHDYHOHMHWPD YHOLD
promjene QMLKRYH GLVWULEXFLMH YHOLPpLQH pHVWLFD L SRYF
[14].

1.2.2. Primjena klinoptilolita

.OLQRSWLOROLW QDOD]L SULPMHQX X UD]OLpLWLP OI
vrijeme [ernobilske katastrofe upotrijebio za dekontaminaciju radioaktivhog stroncija i
cezija s obzirom na visoki afinitet vezanja radioaktivnih iona, a i danas se koristi za
dekontaminaciju otpadnih voda iz nuklearnih elektrana, osobito za dekontaminaciju
stroncija i cezija [11@ 8 SROMRSULYUHGL VH NRULVWH NDR A]JHRS
DPRQLMHYL JHROLWL NRML EODJR RWSXawDMX QDYHGHQH
ELOMDND WH WLPH RPRJIJXUDYDMX].QMLKRYX EROMX NXOWLY

U katalizi, posebno izomerizaciji ksilena, hidrodemetilaciji toluena, izomerizaciji n-
butena i dehidrataciji metanola, klinoptilolit se pokazao kao dobar katalizator reakcije,
a njegove primjene su SURXpPDYDQH X RWNODQMDQMX WHA&aNLK P
poljoprivrednih i industrijskih otpadnih voda [2,13]. U veterinarskoj i humanoj medicini
JHROLWL LPDMX A&LURNX SULP Mptkazuje d&QDoRyoVelkathehbptD LW HU D



GROD]L GR RWSXaWDQMD RUWRVLGIL HaKkd tpinijeridé Lol OLQH L
PLOQMHQLFD PRAaH REQM® WERVIR RMHBXRMMIPQMH DNXPXOLUDQ
RUJDQL]PX awR VH LQDpH SRYH]XMH \Y PQRJLP QH
kardiovaskularnim oboljenjima, bolestima bubrega i reproduktivnim problemima,
osobito poticanje urinarne ekskrecije aluminija, antimona, arsena, bizmuta, kadmija,
RORYD aLYH QLN&D Pretpodlari)p Lse/ deaDje >za ekskreciju odgovorna
RUWRVLOLFLMHYD NLVHOLQD NRMD UDGL NRPSOHNVH V Q
pokazano s kobaltom [17]. Naime, pri pKa=9,8 ortosilicijeve kiseline u tjelesnim
WHNXULQDPD NUY SRVWRML L XGLR QHIJDWLYQR QDELMHC
NRPSOHNVLUDWL QDYHGHQH PHWDOH O6WYDUDQMHP NRPS
VWYDUDQMX RUWRVLOLNDWQRJ DQLRQD SUHPD /D &KDWH
WHANLKOPHRMIDNADYD QH XWMHpXuUL Q DNareQthte QIVWUHRIEL M X H
udio negativnog ortosilikatnog anionavezao SR]JLWLYQR QDELMHSQwdras/ HANH P |
komplekse s istima WH QD W DRDidMok&drdolLdpganizam. Nadalje, pokazano je
NDNR NOLQRSWLOROLW Wm® &hibibati XeplMadijy Lherpesvirusa 1,
adenovirusa 5 i enterovirusa (cocksackievirus B5 i ehovirus 7). 1IDYHGHQL XpLQFL
vjerojatno su posljedica adsorpcijskih svojstava klinoptilolita [18]. Klinoptilolit nalazi
svoju P R JX {pMXmjenu i u tretmanu dislipidemije @8 W R dW#htij@no za prevenciju

aterosklerotskih bolesti [19].

2SLVDQL VX L LPXQRPRGXO D F L Nairmé,Luziriahj® Eihoptll@ita@&RISWLOR O
QHVSHFLILPQLK LPXQRGHILFLMHQFLMD UH]XOVWQUNAOR MH E
ALYRWLQMDPD V UD]JOLpPLWLP Y (jp\awitDrRdoskavi¥ftiRetdsaldkaG RN D] D Q
djelovanje [21]. To je vjerojatno posljedica interakcije zeolita s M-stanicama

SUREDYQRJ WUDNWD NUR] NRMH QDQRpHVWLFH L VXEPLNU
XODVNRP X 3H\HURYH SORpH SRWDNQXWL GLIHURZ.FLMDFLN
M-VWDQLFH VX VODER JOLNR]JLOLUDOQH i Hntigee. XDANR S UR S
tumorskih VWDQLFD SRWHQFLMDO QD PHPEUDQL MH SR]JLWLY(
QMHJD ODNR PRJOD SURUL %XGXuL GD WXPRUVNH VWDQLF
vodikovog peroksida koje mogureaJLUDWL VD |JHROLWR Bodd&JBdkXd-LUD M X
koji dovode u smrt stanice zbog jakog oksidativhog stresa. Membrana normalnih

VWDQLFD QHJDWLYQLMH MH QDELMHQD WH QRUPDOQH VWD
peroksida, |[D UD]JOLNX RG WXPRUVNLK $SRSWRWVNL XpLQDN

minoran [22]. Nadalje, antioksidativha svojstva zeolita pokazana su posredno



GMHORYDQMHP QD HQ]JLPH DQWLRNVLGDWLYQRJ VWVWDYD
SHUDGL JGMH GRO [g] laktiBsti SRitatiod Hp@roksidaze (GSH-Px) i

superoksid dismutaze (SOD-a) X MHWUL L VHUXPX WH VQLAHQH UD]LC
7TDNRYHU MH XNXSQL DQWLRNVLGDWLYQL NDSDFLWHW X P
razina malondialdehida u jejunumu i ileumu bilD V Q L aa& &kfivnost superoksid

dismutaze (SOD-a) i glutation peroksidaze (GSH-Px) e ELOD SRYL&AHQD X RGQR
zdravu kontrolnu skupinu [23]. Pokazano je i pozitivho djelovanje klinoptilolita u

VSRUWDA&AD NRG NR Mterikivihitdi DSHULFOAQIIRP YMHAEL MDYOMD R&a&w
barijere, dijareja te razne bakerijske infekcije. Klinoptilolit je pozitivno djelovao na

ispitanike koju su ga primali u sklopu svoje dnevne prehrane te je kod njih

zabLOMHAaHQD REQRYD FULMHYQRJ LQWHJULWHWD a4WR MH L
JRQXOLQD ELRPDUNHUD MDpLQH SRYHIDQRVWL HQWHURFL
crijevne barijere [24]. Studije na ljudima pokazale su GD SULPMHQD WULERPHI
aktiviranog NOLQRSWLOROLWD SRPDaH X 8@D GBMHKGN Xl HH W D GRVIDD\
LOQWRNVLFLUDQLP QHXUR YRaxalel b d® pridjehB LkliidRilBlita

detoksicra @WDNRUH RG 6@XRUWGEHRPHKDQLpPpNL DNWLYLUDQ ]
aktivnost superoksid-d LVPXWD]H X PRGHOX WUDQVJHQLpPQLK PLaAHYL
(x- DPLORLGQH SHSWLGH X KLSRNDPSXVX 7DNRYyHU GROI
peptida i smanjenja plakova u hipokampusu 27@ /LMHN (QWHUH[ NRML X V
klinoptilolit smanjioje GLMDUHMX NRG OMXGL NRML L®DMX UD]JOLpPLW

,DNR YLWDPLQL $ L & SRPDaX RGUaADYDQMX RNVLGDWLYQFR
SRSXwW SULPMHULFH SDUFLMDOQH KHSDWRHNWRPLMH QM
awHwWQ@ED 6WRJD MHMKX MMHGQ/PM ROLRGLNRULAWHQ NOLQRS!'
razine malondialdehida u plazmi i jetri S RYHUDR dihk-bak@rHsuperoksid

dismutaze (Cu-Zn SOD) i glutationa (GSH) u jetri, te smanjio razinu alanin
aminotrasferaze (ALT) i aspartat transaminaze (AST) u plazmi nakon 70%
KHSDWRHNWRPLMH X a8WDNRUD >

S obzirom na to da je klinoptilolit pokazao SR]LW LY Q H nix{ st@liMiHorovedena

VX LVWUDAaLYbQMbD QMHIJRYRJ SRWHQFLMDOQR QHJDWLYQR.
u organizmu s obzirom na ionsko-L]PMHQMLYDpND VYRMVWYD PDWHUL
kako klinoptilolit QH PLMHQMD IL]JLRORA&NH UDJRORH PLQHUDOD L YLV



8pLQFL RUWRVLOLFLMHYH NLVHOLQH

6LOLFLM rasprogttabjéhNiRrirodi, dok se X ELRORANLP VXAXWDYLPD
PDORM NROLpPpLQL WH VH VPDWUD HOHPHQWRP X WUDJRYLF
ljudskom tijelu). =HROLWL RWSXaWDMX PDOX NROQUfosil@ipvaR UWRV L
kiselina jedina e ELRORANL GRVWXSQD IRUPDRVILDQELDFPD PNRRAM X
DSVRUELUDWL 6XSOHPHQWDFLMD VLOLFLMHP LQGXFLUD SI
ukupnih proteina [31].

=DQLPDQMH ]D XORJRP VLOLFLM&a SR grivatraM lda NeRsAliciR G

povezan sa stvaranjem kolagena i elastina u vezivhoP WINLYX 8NXSQD NRO
unesenog silicija u ljudski organizam dnevno iznosi 30 mg. U razinama pH blizu

neutralnog i koncentracijama od 2 mM, silicij je prisutan kao ortosilicijeva kiselina. U

YHULP NRQFHQWUDFLMDPD GROD]L GR [gsRliDd. Rézaad QD FLMH
GD GHILFLW VLOLFLMD X RUJDQL]PX VWYDUD GHIHNWQR
kostiju, stoga se pretpostavlja njegova uloga u povezivanju polimernih molekula

elastina i kolagena kako je prikazano na slici 8. [32].

Slika8. 8PUH&DYDQMH VL O LAdaMitanolpranRa@sB]J H Q D

6LOLFLM Xpabkpeljp BluQimija,Coakra, magnezija i drugih elemenata. Studije in

vitro pokazale su da ortosilicijeva kiselina stimulira stvaranje kolagena tipa 1 u

1C



ljudskim osteoblastima i uzrokuje njihovu diferencijaciju [34]. 6LOLFLM VHu WDNRY
obliku silikatne keramike i bioaktivnog stakla upotrebljava kao implantat koji uzrokuje
oStHREODVWLpPQX SUROLIHUDFLMX VWYDUDQMH [3BB|]SDWLWD
Eksperimenti in vitro pokazuju da monometilsilanetriol u koncentraciji od 10 mg/L
uzrokuje proliferaciju limfocita i smanjuje proliferaciju limfoblasta. Monometilsilantriol
se u kontinentalnoj Europi koristi kao nadomjestak za silicij. To je organosilikonska
molekula koja poziIWLYQR XWMHpH QD YH]JLYQR WNLYR NRVWL NU
se pretvara u ortosilicijevu kiselinu [36 @ 9LaAD NRQFHQWUDFLMD RUWRVL
vodi povezana je s manjim rizikom obolijevanja od Alzheimerove bolesti. Nakon
ingestije ortosiiFLMHYD NLVHOLQD VH L]OXpXMH XULQRPUX UD]GR
PHIHQKLPDOQLP PDWLPQLP VWDQLFDPD RUWRVLOLFLMHYI
osteokalcina i alkalne fosfataze. Pozitivha regulacija osteoblastne diferencijacije
odvija se putem miR-146a i suprimiranjem TNF-. LQGXFLUDQH DNWBYDFLMH 1)

6LOLFLM VH QDOD]JL X NRaL NRVWLPD NRVL L QRNWLPD
mg/danu za odrasle, a njegov unos u organizam slabi starenjem sve do 20 mg/danu

awR MH SRWPGBEPODPUDQD NRQWUROLUDQD VWXGLMD QD
Britaniji [39]. Kolinom stabilizirana ortosilicijeva kiselina u dozi od 1 mg/kg tjelesne
WHALQH SUHYHQLUD JXELWDIENi¢ RodHtahjiR duatriekioxhizkan® D
awDNRUD >

1.3. Oksidativni stres

ODOH NROLPLQH UHDNWLYQLK RNVLGDWLYQLK YUVW
superoksidnog aniona i vodikovog peroksida uvijek su prisutne u stanici. lako su
WDNYH NHPLMVNH MHGLQNH XNOMXpHQH X ELRORANH S
proliferacija, diferencijacija, smrt stanice i regulacija rasta stanice [41, 42], njihova
SUHNRPMHUQD NROLPpLQD SDN PRaH RaAWHWLWL VWD
deoksiribonukleinsku kiselinu. Stanje u kojem su reaktivne oksidativne vrste prisutne
X YHINRMOLpLQL RG HQGRJHQLK DQWLRNVLGDWLYQLK YUVWI
WM VWDQLFD DQWLRNVLGDWLYQLP YUVWDPD QH PRAaH H
NLVLNRYLK L GX&ALNRYLK MHGLQNL 7R VWDQMH PRAaH YRG
bolest. SWDQLFD VH QD VYRM QDpLQ PRaH EUDQLWL RG W
ELOLUXE{tdRd®elrolom, vitaminom C, vezanjem prooksidativnin metala za

11



RGUHYHQH SURWHLQH NDWDOL]JRP HQ]JLPVNLK VXVWDYD L

enzima katalaza, superoksid dismutaza (SOD) i glutation peroksidaza. Postoje i

PROHNXOH V DQWLRNVLGDWL Ydagamza punGsdl Rrenod Robpit VH X
primjerice biljnih flavonoida [43].

Slika 9. Mehanizmi djelovanja polifenola protiv reaktivnih kisikovih vrsta. Preuzeto iz
[43].

1.4. Jetra

-HWUD MH JODYQL PHWDEROLpPNL RUJDQ D QMH]LQD IX

X SURGXNFLML &XpL UHJIJXODFLML SURWHLQD SOD]PH

toksina. Oko 80% apsorbiranih tvari iz crijeva dospijeva do jetre portalnom venom,
GRN RVWDWDN XQHVHQ GUXJLP SXWHYLPD GROD]JL X MHWL
VDVWRML RG pHW bépatodhi L ehBotaljwine Qtarficde, Kupfferove stanice i

zvjezdaste stanice (slika 10.). Glavna funkcija hepatocita je sinteza i sekrecija

JO

mnogobrojnih proteina, proizvodnja glikogena i detoksikacija organizma P450 (CYP)

HQ]JLPLPD (QGRWHOQH VWDQLFH VOXaH NDR EDULMHUD

XSITHURYH VWDQLFH LPDMX IXQNFLMX PDNURIDXDI =YMH]

vitamin A. Komunikacija ovih stanica primarno se odvija putem citokina [44,45] .

12



Slika 10. & LWRORAND JUDYyD MHW U46]. SIRDOPivvije Stin@RkapgUHP D >

grade jetru te vene i arterije jetre.

JRUPLUDQMH 3§ |zh sEKratlj@Q Rtpadnih tvari iz jetre, a detoksikacija
ksenobiotika odvija se X GYLMH IDJH 8 DNWLYDFLMVNRM UHDNFLM
oksido-UHGXNFLMH L KLGUROL]H GRN VH X GUXJRM ID]L GI
sulfatom, glukuronskom kiselinom, glutationom, acetatom i glicinom gdje jetra

prevodi metabolite u ekskrecijske produkte. U fazi | detoksikacije organizma sudjeluju

enzimi P450 (CYP) koji se nalaze u membrani hepatocita. Tijekom ovog procesa

PRJX VH IRUPLUDWL VORERGQ LI jetiD.Qétrd [2 OmuhbBnvokgad I X RaWH
obzirom da se tijelo mora braniti od direktnog napada koji u jetru dolazi iz crijeva u

krv. Glavne stanice imunosonog sustava u jetri su Kupfferove, NK, NKT i CD4* T
VWDQLFH L GHQGULWLpQHOXWERRHF&EURMWUQHWDNRWQH 1D]
komplementa, citokine i kemokine [45]. Tijekom akutne faze bolesti jetre, aktivirane

Kupfferove stanice mogu producirati IL-1, IL-6 i TNF-. 7LPH GROD]L GR UHJUX
leukocita i formiranja fibroze na mjestu upale. Fibrozna jetre PR4H VH UHJHQHULU
npr. antitijelima usmjerenim na TNF-. NDNR MH SRND]DQR X PL&a&HYLPD

lijekovima (biljni preparati poput Purena lobata, Astragalus complanatus, Glycyrrhiza

13



glebra, Cichorium glandulosum, Silypbum marianum [47]) odnosnho funkcionalnom
KUDQRP QSU SROLIHQROL L] NDM&.ONN-R MNHDIR LP®D X IR RRW R
koji LJOXpXMX . XSIIHURYH VWDQLFH PRAaH DNWL XdsppeWL SURD
LOL SDN DQWLDSRSWRpPpNH SURWH L O B 49N Sigiialry puQkoji X VLJIQL
inducira TNF-. SULND]DQ M H QD 11IVOLFL

Slika 11. Signalni put TNF-. X NNHWPWHKDQL]PL R a®VithiMdrQ dgivgéhirmW U

X]1UR p QL PteBZeto i adaptirano prema [50]. R-receptor, ConA-konkanavalin A,
LPS-lipopolisaharid, MHV3-P L& ML tisH/BU3-B/ LCCls-tetraklorugljik, RIPK (1,3)-

receptor LQWHUDJLUDMXUOD GRBRWADDQDMLOQDRFLUDQD DSRSWEF
domena, TRAD- TNFF-UHFHSWRUVNL DSRISWRRBI4p NIl SURMHEDQ
receptor, IKK-podjedinica inhibitora nuklearnog faktora kapa B-kinaze, TRAIL-TNF-

receptorska superobitel;.

Oksidativni stres u jetri WDNRyHU GRSULQRVL ILEURJHQH]L VWYDUI
]JYMH]GDVWLK VWDQLFD NRMH RWSXaWDMX SURILEURJHC(
prostaglandine. Citokin TNF-. PRaAH SRYLVLWL RNVLGDWLYQL VWUHYV
mitohondrijske disfunkcije. Redoks osjetljivi signalni putevi poput JNK i p38MAPK

LIJUDMX ]QDpDMQX XORJX X MHWUH L RNVLGDWLYQRP VWUH
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1.5. Metali

Svi se elementi u prirodi mogu razvrstati u metale, polumetale i nemetale. Od
SR]QDWLK HOHPHQ D W Dserdlagificiiatidu skupiftRmdthla. S obzirom
na njihovu ulogu u ljudskom organizmu, metali se mogu podijeliti na esencijalne, one
V PRJIXULP NRULVQWH XPR W HIQFD Mak® j@ Rrikaxarie W @blici 1.

[51].

Tablica 1 . Podjela metala s obzirom na njihov efekt na ljudski organizam

Neki esencijalni metali

OHWDOL V PRJ
NRULVQLP XpL

Metali s potencijalno
AWHWQLP XpL(

Kobalt (Co)
Krom (lIl) (Cr)

Bakar (Cu)

AHOMH]R )H
Mangan (Mn)
Molibden (Mo)

Selen (Se)

Cink (Zn)

Bor (B)
Nikal (Ni)
Silicij (Si)

Vanadij (V)

Aluminij (Al)
Antimon (Sb)
Arsen (As)
Barij (Ba)
Berilij (Be)
Kadmij (Cd)
Olovo (Pb)

aLyb +1J
Srebro (Ag)
Stroncij (Sr)
Talij (TI)

Esencijalni elementi (minerali i metali) u ljudskom tijelu su podijeljeni u skupine [52]:

YyHWLUL ED]L p @ji gade-orgeraRke Epojeve:H, C, N, O
.ROLPLQVNL HOHPHQWL 1D 01J &D 3 6 &O

Esencijalni elementi u tragovima: Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo, Se, |

(OHPHQWL NRML QHPDMX VSHFLILPQR LGHQWLILFLUDQX E
ILILRORJLML pRYMHND /L 9 &U % ) 6L $V
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7TRSOMLYRVW MH NDUDNWHULVWLPpDQ IDNWRU NRML RC
(makrominerala i mikrominerala koji mogu biti metali i nemetali) i metala i njihovih
spojeva. Topivost RYLVL R YUVWL S+ L SULVXWQRVWL GUXJLK VS|
awR MH EROMD WRSLYRVW PHWDOD YBRB@® MK DOQWILKRMDPHA
koje se korisWH ]D NYDQWLWDWLYQR RGUHYyLYDQMH PHWDOD
spektrometrija, induktivno spregnuta plazma s atomskom | masenom
spektrometrijom, atomska fluorescencijska spektrometrija, X-ray fluorescencija,
neutronska aktivacijska analiza i elektrokemijske metode. Separacijske tehnike u
RGUHYLYDQMX PHWDOD D PRJX ELWL VSUHJQXWH V NYDQ
PHWDOD X' N O M XX MpomatdgraMX U pli@sku  kromatografiju, ionsku
kromatografiju i kapilarnu elektroforezu, tako da postoje mnogobrojni spregnuti
VXVWDYL SRSXW WHN X i {aQriskeDadsdobrijka \aprkiroskdija (RC-
AAS), LC-$(6 WHNXULQVND NadBia WrRisljtkd spékttbskopija), LC-
ICP-06 WHNXULQVND NddriRNNW R $pwdgmitdl D plazma-masena
spektrometrija), GC-MS (plinska kromatografija-masena spektrometrija), CE-ICP-MS
NDWLRQ L]PMHQWkiVwidspiedhuta plazma-masena spektrometrija) itd.

1.6. Aluminij

Aluminij je metal trinaeste grupe periodnog sustava koji u organizmu nema
ILJLRORANX XOWYX QHQ DV W U D a Lsvi BQWHD ISYRXN WVIRIOWL P QRV W ]D
Naime, nakupljanje aluminija u tkivima povezuje se sa EROHVWLPD QHXUROF
VXVWDYD SRSXW $O]KHLPHUD 3DUNLQVRQRYH EROHVWL
Downova sindroma [53@ -HGLQD SRVWRMHUD WHUDSLMD SURWLY
SULPMHQD GHVIHULRNVDPLQD NHODWQRJ OLJDQGD NRML \
NROLPLQH aHOMH]D %XGXiUL GD GHVIHULRNVDPLQ SRND]XM
bi svrsishodno ustaQRYLWL WHUDSLMX EH] QHAHOMHQLK QXVSHF
RUJDQL]PD DOXPLQLMHP %XGXuL GD JHROLWL RWSXaWDMX
NRMD VWYDUD NRPSOHNV V DOXPLQLMHP ORJLPQR MH ]D
koristiti prilikom ttotDQMD DOXPLQLMHP ]D XEOD&ADYDQMH XODVND
WLMHOX $OXPLQLM VH PRAaH QDUL X KUDQL YRGL DOL L
DQWDFLGD L FMHSLYD 3ULMD aQim godhamaGKkakivdleREM BY OMHQH

kako aluminij nije prijetnja ljudskom organizmu [55]. Globalne klimatske promjene s
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SRVOMHGLFRP NLVHOLK NL&D SRYHUDOH VX RWDSDQMH DO
LPD SRYHUDQMH UD]JLQH DOXPLQEB®LD X pLWDYRP HNRVXVWD

2EUDPEHQL VXVWDY QD&a&HJ RUJDQL]PD QD ]DGRYROMDYDM
kontaminacije aluminijem, no GRJDYDXLVH VOXpDMHYL WRNVLPQRJ WI
QDMYLAH XWMHFDOR QD SDFLMHQWH QD GLMDOL]JL .RQF!
SRYLAHQD @&WR MH ]D SRVOMHGLFX LPDOR L VPUW®H VOXDp
dorazvoa HQFHIDORSDWLMH RVWHRPDODFLMH L PLNURFLWLpPN
QDUX&aHQRP EXEUH a GBR|PDanaQ ¢ Btoda RdPiste suvremene metode za

SURpLaAauDYDQMH YRGH JGMH UD]LQD DOXPLQLMD QH VPLMH
NOLQLNDPMH NGRWH QU]|X EXEUHKHBIQLK EROHVQLND

Kemija aluminija jako je kompleksna. Dokazane aluminijeve forme u vodi ovise o

QMHJRYRM NRQFHQWUDFLML S+ OLJDQGX L VROL 3RWH
elektrosprej ionizacie-PDVHQH VSHNWURPHWULMH GRND]DOD VX SR
VH PRaH YLGMIEWL QD VOLFL

Slika 12. Topljivost aluminijevih vrsta (Alt predstavlja ukupni aluminij) u odnosu na

S+ X VXVWDYX X UDYQRWHAL V PLNURNKNM+VODYLYEPQLP JLE

8 YRGHQRM RWRSLQL DOXPLQLM SRGOLMHaH KLGUROL]L L

ligandom. Anorganske soli aluminija kao klorid, sulfat i perklorat u koncentraciji od 10
PO SRND]XMX WRSOMLYX

IRUPX DOXPLQLMD X NRQFHQWUDF
poput laktata i maltonata oko 55-

—0 D PDOWDODW L JOXNRQDW X 1
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4000- — 060}. Sve je to bitno za njegovu biodistribuciju u organizmu jer se

topljivi kompleksi apVRUELUDMX X SUREDYQRP WUDNWX L WRNVL
SRND]XMH DILQLWHW ND YH]DQMX IRVIRUD L NLVLND NDR
fosfatne skupine koje su prisutne X VWDQLFL SRSXW QXNOHRWLGD L VW
tako s karboksilnim kiselinama poput citrata[54 @ 7RNVLPpQRVW ]D SRMHGLQL
dozi koju je primio, a postoji hipoteza da aluminijev klorid inducira stvaranje
superoksidnog kation-radikala [61]. % XGXuL VX VORERGQL UDGLNDOL
NHPLMVNH PROHNXOH PHKDQL]DP WRNVLPpQRJ GMHORYDQ
ukazati na nastanak oksidativhog stresa u stanici [61]. Poznat je i njegov utjecaj na
KRPHRVWD]X aHOMH]D NRML PR ksidaivid) NtReg HeéhtoXduWmR NRY D W L
reakcijom [62]. Naglom eksploatacijom aluminija iz ruda u industrijske svrhe puno
DOXPLQLMD ]DYUAL NDR RWSDG X RNROLaAX WH PRaH XuL X |
ULED LOL VODEL UDVW ELOMDNIRODRSERB WX/[SNKIARMESER MR 1 DX
,DNR MH X OMXGVNRP RUJDQL]PX SULVXWQR PJ DOXPLQL
ljudski organizam [63]. Ustanovljeno je da dnevni unos aluminija u organizam danas

iznosi oko 30 mg/danu 56 @ 3 UHWSRV WD Y BBD. dhélnubDostidtuntnia

biti oko 100 mg/danu, dok gastrointestinalni trakt apsorbira oko 0,1%-1%. [56].
7DNRYHU VX SR]Q@QMWUSAHAWHYUDJQOLPpLWLK VSRMHYD DOXPLQI
slici 13.
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Slika 1 3. Prikazuje prijenos aluminijevih spojeva preko membrane.

1) paracelularno (ioni aluminija), 2) transcelularno (niskomolekularni neutralni
aluminijevi spojevi), 3) aktivni transport (visokomolekularni neutralni aluminijevi
spojevi), 4) preko ionskih kanala (niskomolekularni nabijeni aluminijevi kompleksi) 5)
apVRUSFLMD LOL UHFHSWRURP SRVUHGRYDQD HQGRFLWRI]LC
Preuzeto iz [56].

Smatra se kako su evolucijski silicij i njegovi topivi oblici poput primjerice ortosilicijeve
NLVHOL QiHu d&l@dMND FLML YLALK RUJD Q®&4,65D Ired@i BpojePLQLMD
aluminija koji se mogu stvarati u reakciji s ortosilicijevom kiselinom prikazani su na
slici 11. Naime radi se o hidroksialuminosilikatima (kratica HAS) koji postoje u dvije
forme: HASa i HASD, ovisno o omjeru aluminijevog hidroksida i ortosilicijeve kiseline.
IMLKRYD JUDYD X RYLVQRVWL R4S+ SULND]DQD MH QD VOLF
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Slika 1 4. Prikazuje nukleaciju i rast hidroksialuminosilikata ovisno o pH vrijednosti.

Preuzeto iz [64].

7RNVLPQRVW DOXPLQLMD L Vkitd DnaddetirbaQ Dakd/jd pnderiéed Y RW L Q|
SRND]DQR NDNR VX PLAHYL LQWRNVLFLUDQL DOXPLQLMHYL
MHWUL GRN MH UD]JLQD SURWHLQD ELOD WDNRYHU & QLAHQD
VXSHURNVLG GLVPXWD]H VQLAHQD NDR L UD]JLQH NDWDOD]!
RaWH UHQ M BspaMatitvdnsfdraza (AST), alkalna fosfataza (ALP), alanin-
aminotransferaza (ALT) ELOL VX SRYLAaHQ Q & VRR WXHNIDE, caMaHW& H W U
SRWYUYyHQR KLVWRSDWGE@RANLN WREBOWROCRE&NHNADHUIRPMHQF
WUHWPDQD UD]OLpLWLP GR]DPD DOXPLQLMHMRJI NORULGD S
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Slikal5. 3URPMHQH QD MHWUL SUL tljevp@ kidridayCEkeRojiaP D DO X P |
grupa, LG-niska doza aluminija, MG-srednja doza aluminija, HG-visoka doza
aluminija, a-infiltracija imunosnih stanica, b-nejasni rubovi stanica, c-fuzionirani
hepatociti, d-SRUHPHUDM KH S D Wdapddikndzd, Y-iRttalepaHNV L p N D
hemoragija. Preuzeto iz [67].

U drugom pokusu pokazano je, W D N RKaKdJse aluminij u ovisnosti o duljini

tretmana aluminijevim solima nakuplja u jetri, snizuje razinu enzima CYP450 i
SURWHLQD X PLNURVRPLPD MHWUH $S R&Msé] pokazatsiD WR FL W
bolesti jetre i fibroze. Letalna doza aluminijevog klorida u eksperimentalnim
AWDNRULPD L]J]QRVL 67]. PJ NJ >
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1.7. Visokopropusne tehnologie ]D DQDOL]X PHWDOD L QMLKRYLK XpLQ
organizam

1.7.1. Atomska apsorpcijska spektrometrija s grafitnom tehnikom (AAS-GF)

Atomska apsorpcijska spektrometrija s grafitnom tehnikom (AAS-GF) (Slika
16 NRULVWL VH |D HOHPHQWX DQDOL]X UD]OLpLNMLK X]RUI
uzoraka iz okol L § brane i lijekova. Ovom tehnikom PDOD NROLPLQD X]J]RUND V
aXsSsoMX JuDILWQX FLMHY JGMH VH ]DJULMDYD GR WRp
VDIJRULMHYDQMD QHpLVWRUD GR XVLMDYDQMD AWR QD
Atomizirani analit stvara prolazni apsorpcijskL VLIJQDO aWR VH XMHGQR L
tehnikom [68].

Slika 16. Shematski prikaz metode AAA-GF.
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1.7.2. Induktivno spregnuta plazma s masenom spektrometrijom (ICP-MS) i

emisijska spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES)

Induktivno spregnuta plazma s masenom spektrometrijom [ICP-MS
NRPHUFLMDOQR MH XYHGHQD JRGLQH D VOXaL
(submikrogramskih) koncentracija mnogih elemenata u vodenim uzorcima,
ekstraktima i digestivnim uzorcma. OHWRGD MH SRJRGQD ]D RGUHYLYDQ
HOHPHQDWD X UD]OLGSLWOP PHDWRGBEDWMB BQDOLWLPpNL RVMH
]D RGUHYLYDQMH UD]LQD QL]DNRBWHBHQ@\N ULD RHPIHRNDD PN XM H (
trilion. Danas se primjenjuje i za detekciju organskih i organometalnih spojeva,

nukleinskih kiselina, fosfolipida i metaloproteina [71].

8NROLNR VH HOHPHQW PRA&H R-®IB,HGeYdh jeXia Biganski |, & 3
molekulu, mogXiH MH RGUHGLWL NROLpPLQX NHPLMVNRJ VSRMD
QMH]LQ VWHKLRPHWULMVNL VDVWDY 1D WRP VH SULQFLS

ovom metodom.

Metoda se sastoji od induktivno spregnute plazme i masenog spektrometra.

Induktivno VSUHJQXWD SOD]JPD NDR L]JYRU NRULVWL HOHNWULFE
HOHNWURPDJQHWVNRP LQGXNFLMRP 8JODYQRP VH XSRWUF
]D SURGXNFLMX SOD]P HnhtRémperRtiRé& bd TOBOVK tako da svaka

molekula ili atom pri takvim temperaturama bivaju raspadnuti na gradivne elemente

(ione) koji se mogu odrediti masenom spektrometrijom prema omjeru mase i naboja

m/z [71].

2VRELQH RYH PHWRGH VX YLVRND RVMHWOMLYRVW &LURN
WH VSHFLIRPQRVW GHWHNFLMH ORJX VH NRULVWLWL WHN X/
SRVWRMH L UD]JOLpLWR VSUHJQXWL afipZa\pnvuite SEROEXW SOLQ'
WHNXULQVND NURPDWRJUDILMD L NDSLODUQD HOHNWURIF

ablacija za krute uzorke [71].
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Slika 17. 2GUHYLYDQMH JODW Q LMSCRIPQ RNICHR/ W IGH M HBCGBR Y L X U H §

Preuzeto i adaptirano prema [72].

1.8. DNA-PLNURPLSRYL

Tehnologiia DNA-PLNURpPLSRYD VH SRMDYLOD GHYHGHVHWLI
VWROMHUD QOBQRWNR®RORJLMH L PLQLMDWXHMLIEDFLMH X
VLPXOWDQRP DQDOL]RP HNVSUHVLMH JHQRPD RGUHYHQRJ
SUHPD GHILQLFLML VNXSLQD VX PHWRs$:kreKcapBstalljeria MH VSH
ili sintetizirana kovalentno ili nekovalHQWQR QD SRYUALQX pLSD OHWRC
razvija 1990-tih i 2000-tih kao odgovor na flurescentnu detekciju koja ima prednost
QDG SRMHGLQDpPQLP HN ¥6& terodlj® haQanaliZ Bksptésiie jednog ili
manjeg broja gena uz detekciju kemiluminiscencijom ili radioaktivnin RELOMHAaDYDQMH
OHWRGD MH LGHMQR L WH K& RaO=R &N Gillgdpip H VEpiegiman
LPRELOL]JLUDOL '"1$ QD PHPEUD gxplahiemdadnuPANAHII DNY D W L
VSHFLILPQRP KLEULGL]DFLMRP .RPSOHWQL HMXM®ULRWYVN
(Saccharomyces cerevisiae) je objavljen 1997. kao prvi analizirani genom [73].

SRVWRMH GYLMH YUVWH PLNURPLSRYD F'1$ PLNURPLSR
OLNURpPLSRYL F'1$ VH VLQWHWL]LUDMX QD VWDNOX NDR
robotskih igala. 2Z0LJRQXNOHRWLGQL PLNURPLSRYL VH VLQWHWL
SRYUGLQX RGUHYyHQLP UHGRVOLMHGRP XSRWUHEOMDYDM?’
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VLQWHWL]LUDQL PLNURPLSRYL NHPLMVNL VH VLQWHWL]LUI
SRWUHEQD RriaGkbmikdlRaOM pnukleotida te reagensi za deblokiranje i

sastavljanje) [74,75 @ THKQRORJLMD PLNURPLSRY® kajuRsvh¥ NRULV
primijenii X RYRP GRNWRUDWX WHPHOML VH QD PHWRGL W]Y Al
VLWX VLQWH]X ROLJRQXNOHRWLGD SUL pHPX GROD]L GEF
fosforamidita s hidroksilnim skupinama na staklenoj podlozi. Metoda DNA

PLNURPLSRYD Mzd giohaB® gel@hiske analize. Danas na raspolaganju

SRVWRMH PLNURS51$ PL51$% PLNURPLSRYils é&kBoktsieD VH D
QHNRGLUDMXULK PL51% PROHNXOD PpLSRYL ]D NRPSDUDWLY
&*+ pPpLSRYL NRMLPD VH DQ D @uplifadijp MixutaG gedilaL MH LOL
HNVSUHVLMVNL PLNURPLSRYL NRMLPD VH DQDOL]JLUD HNVSL
PLNURpPpLS DQDOL]D GLIHUHQFLMDOQD HNVSUHVLMVND DQD

1. RNA ekstrakcija iz stanica ili tkiva

2. 2]1QDp DY BNAMradlekule (primjerice fluorescentnim nukleotidima ili biotinom,
pHVWR WLMHNRP UHYHU]J]QH WUDQVNULSFLMH

3. +LEULGL]DFLMD ROLJRQXNORWLGD '1$ PLNURPLSD V F
PROHNXODPD QD SRYUaLQX pLSD

4. Skeniranje signala
5. Analiza slike dobivenH VNHQLUDQMHP '1$ PLNURPLSD

6.2EUDGD WHNVWXDOQH GDWRWHNH X ELRLQIRUPDWLpPN
QRUPDOL]DFLMX ILOWULUDQMH L VWDWLVWLPpNX DQDOL]X
eksprimiranom genu sa zadanom VWDWLVWLPpNRP ]1QDpRPMOFFa0X QDMPDC(
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Slkal18. 3URFHV PLNURpPLS DQDOL]H 3UHXPHWR L DGDSWI

OLNURpPLSRYL '"1$ QDOD]H YHOLNX SULPMHQX X ELRPHGLFL
GLIHUHQFLMDOQH JHQVNH HNVSUHVLMH G HnbldkiNafrioyl L ELRPL
SURILOD ELROR&GNLK X]J]RUDND LGHQWLILNDFLML SURJQR
SRUHPHUDMD HSLJHQHWLFL L PHWLODFLML '1$ JHQVNRP S
transkripcijskoj regulaciji te detekciji patogena [77,78 @ 8 GDQD&@éMH YULN
VHNYHQFLRQLUDQMH 51%$ PROHNXOD SRVWDMH VYH MHIWLQ
PHWRGD YMHURMDWQR LVWLVQXWL '1$ PLNOIRpPLSRYH L] NRI

1.9. Proteomika

SURWHRPLND MH PHWRGD L]J]XpDYDQMD XmtEiSsgK SURW
NRPSOHPHQWD JHQRPD X VWDQLFL WNLYX LOL RUJDQL]PX
SURWHRPLNH PR&H VH SRGLMHOLWL QD HNVS8IBWY.LMVNX
%XGXiuL MH NRUHODFLMD JHQVNH HNVSUHVLMH \anii$ PLNUF
SURWHLQD UHODWLYQR QLVND ]D SRGUREQLMH DQDOL]H S
i proteom stanice [82].
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Metode koje se koriste u ekspresijskoj proteomici dijele se na one temeljene na
poliakrilamidnim gelovima i onima bez gela. Jednodimenzionalna i dvodimenzionalna
elektroforeza se u prvoj grupi metoda koriste za separaciju proteina iz smjese koji se

SRWRP LGHQWLILFLUDMX X] SRPRI VSHNWURPHWULMD
elektroforezi ukupno ekstrahirani proteini iz stanice ili tkiva podvrgnuti su SDS-
elektroforezi. Nakon toga slijedi analiza slike i izrezivanje diferencijalno eksprimiranih
SURWHLQVNLK WUDND GLIHVWLML SURWHLQD NRML U0H VI
svrhu identifikacije diferencijalno eksprimiranih proteina. U dvodimenzionalnoj

elektroforezi prva metoda razdvajanja proteina iz smjese je LIRHOHNWULpPQR IRNX\
u kojem proteini u amfolitnom gelu bivaju odijelleni QD WHPHOMX L]JRHOHNWULD
zatim slijedi elektroforeza u drugoj dimenziji na SDS-SROLDNULODPLGQRP JHOX
se proteini odvajaju na temelju mase. Diferencijalne razZlLNH WRpNH QD JHOX L
dva uzorka na temelju analize slike izrezuju se iz gela i podvrgavaju masenoj
spektrometriji radi karakterizacije [83@ 1DMpHauUH VH X RYDNYRP HNVSH
set-upu koristi masena spektrometrija MALDI-TOF/TOF, matricom potpomognuta

ionizacija laserskom desorpcijiom MALDI (engl. Matrix assisted laser
GHVRUSWLRQ LRQL]DWLRQ X XUHYyDMX V D@-DELTORVRURP S|
0$/', VSDGD X APHNH?® WHKQLNH LRQL]DFLMH X SURWHRPLF
analizumMHaD V PDWULFRP QDQRVL VH QD SORpPLFX WH VH SF
NRML LRQL]JLUD X]RUDN 0%$/', MH VSUHJQXW V 72) DQDOL]I
YULMHPH OHWD VH VQLPDMX WH VH VLJQDO SUHYRGL X PD
nanesen omjer m/z,anay-RVL UHODWLY Q DNaNSReOIOp LQOL NBPQ MH WLS
MALDI-72) PDVHQL VSHNWURPHWDU VD VYRMLP JUDYHYQLP GL

U gel slobodnoj proteRPLFL X]J]RUDN X RWRSLQL VH RGPDK SRGYUJI
QDNRQ pHJD VOLMHGIRFMR® DVUHDNXMBXNH NURPDWRJUDILMH
SURWHLQD X] SRPRU VSHNWURPHWULMH PDVD pHVWR WD

[84]. Slika tandemske masene spektrometrije prikazana je na slici 20.
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Slika 19. MALDI/TOF spektrometar. Preuzeto i adaptirano prema

Pharmaceutical

Microbiology (pharmamicroresources.com)

Slika 20. Tandemska masena spektrometrija. Preuzeto i adaptirano prema [85].
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2. CILJEVIIHIPOTEZE ,675%$4,9%$1-%

Cilj ovog doktorata bio je utvrditi potencijal klinoptilolita za detoksikaciju,
posebice aluminija in vitroiinvivo ,VSLWLYDQMD VX VH X WX VYUKX SU
zeolita:. JHROLWRP $ VLQWHWVNL JHROLW MHGQRVWUXNR
klinoptilolitom TMAZ (prirodni zeolit), dvostruko aktiviranim Kklinoptilolitom PMA
(prirodni zeolit) i dvostruko aktiviranim oksigeniranim klinoptilolitom PMAO?2 (prirodni

zeolit).
6SHFLILPpQL FLOMHYL

x Analiza fizikalno-kemijskih karakteristika zeolita.

X In vitro DQDOL]D NDSDFLWHWD LRQVNH L]JPMHQH LOL I
(kontaminanata) zeolita in viro X PRGHOQLP RWRSLQDPD NRMH LPLYV
L FULMHYD pRYMHND

X In vivo analiza detoksikacijskog potencijala zeolita, s naglaskom na aluminij, u
AWDNRUD NRML SULPDMX VXENURQLPQH GR]JH DOXPLQ
testiranim zeolitima.

X Analiza sistemskih molekularnih mehanizama djelovanja klinoptilolita analizom
globalne ekspresije gena i proteina u jetri AWDNRUD NRML SULPDMX V.

doze aluminijevog-klorida u kombinaciji s testiranim zeolitima.
+LSRWH]H LVWUDALYDQMD

1. Fizkalno-NHPLMVNH NDUDNWHULVWLNH WHVWLUDQLK ]JHF
SRVOMHGLFD U D] Orufiurd\unjktndd 260MitB iypbrodnt zeolita kao i
JERJ UD]JOLNH X DNWLYQRM SRYU&LQL LVWRJ JHROLWCL
razlika proizvodnog procesa testiranih klinoptilolitnin materijala.

2. 6YL |HROLWL SRND]DW UH RGUHYH®NLERRMHWPBEQ@DIDO X )
PRGHOQLP RWRSLQDPD NRMH LPLWLUDMX S+ aHOXFD L

3. .DSDFLWHW LRQVNH L]JPMHQH LOL DGVRUSFLMKEh WHAaNLK
vitro X PRGHOQLP RWRSLQDPD NRMH LPLWLUDMX S+ aHOX
o afinitetu zeol LWQRJ PDWHULMDOD SUHPD RGUHYHQLP NDWL
obzirom na vrstu zeolita.

4, . OLQRSWLOROLWL UH XVSMH&QR VPDQMLWL NROLpPLQX
AWDNRUD NRML SULPDMX VXENURQLPQHG&RI]HMBOPHARLALLY
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nestabilan, u uvjetima in vivo WH SRVOMHGLpPpQR XODVND DOXPLQL
GRUL UH GR SRYHUDQMD NROLpPLQH DOXPLQLMD X NUYL
zeolitom A.

. Klinoptilolitni zeoliti promijenit G Hekspresiju gena i proteina u jetri AW DNRUD NRML
piPDMX VXENURQLpQH GR]J]H DOXPLQLMHYRJ NORULGD
HNVSUHVLMH JHQD L SURWHLQD NRML VX XNOMXpHQL

oksidativni stres.
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3. MATERIJALII METODE

3.1. Uzorci zeolita

Zeolitni klinoptilolitni materijali dobiveni su od tvrtke Panaceo International
Active Mineral Production Gmbh, Austrija. Sintetski zeolit A bio je od tvrtke A. E.
Fischer-& € KHPLH 1MHPDpPND SBULURGQL NOLQRSWLOROLW 70:¢
WULERPHKDQLpPpNH PLN WPRRPhbaeeoMitro Bctjudtvl) phizveden je
tehnologijom dvostruke aktivacije (mikronizacije) (patent WO / 2018/100178). Zeolit
PMAQO?2 dobiven je istom metodom kao PMA uz oksigenaciju.

3.2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovo  m transformacijom
3.2.1. Infracrvena spektroskopija tehnikom KBr pastile

Postupak: . RULAWHQD MH WHK Methda prigréve Saswjivse @
KRPRJHQL]JLUDQMD PDOH NROLpPLQH X]J]RUND L .%U X RPMI
WDULRQLNX 7DNR SUL UHgdd QizbakiRse RiJ¢iiQdar za uzorke i
KLGUDXGUpHERRP LVSUH&D X Wik QHQADSSRNWIXO BWIH SRWRP X
RGIJRYDUDMXiUL QRVDp X]JRUDND ]D VQLPDQMH YLEUDFLMVN
SRGUXpMA0 cm? na Spectrum RXI, FT-spektrometru (Perkin-Elmer, SAD).
'RELYHQL SRGDFL VX REUDYHQL SRPRUX MDYQR GRVWXS
Spekwin32 (https://www.effemm?2.de/spekwin/index_en.html| ). Za potrebe analize
NOLQRSWLOROLWQLK PDWHULMDOD RGUHYHQH VX SRYU:?
NOLQRSWLOROLWQH PDWHULMDOH X PRGHOQRM RWRSLQL
$&' /IDEV 6SHFWUXP SURFHVVRU 7LPH VH PR&H JHQHULUD
omjera Si/Al X UD]J]OLpLWLP NOLQRSWLOROLWQLP PDWHULMDOLPI
dobivenim rezultatima XPS-DQDOL]H QD WHPHOMX EDaGDUQLK SUDYD
SRVOXAaLWL |]D EU]X SURYMHUX NYDOLWHWH RPUDR®RBOGLLORO
speNWUL SRPRUX $&' /IDEV 6SHFWUXP SURFHVVRU
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3.2.2. Infracrvena spektroskopija tehnikom atenuirane totalne refleksije

Postupak: Uzorak stavise QD GLMDPDQW XUHYyDMD GRVWDWQLP
snimi spektar. (Carry 360 FTIR-$75 XUHYyDM *HUPDQ\

33. 2GUHYyLYDQMH YHOLpPpLQH pHVWLFD GLQDPLpPpNLP UDVSUA&H

'LQDPLPNLP UDVSUGHQMHP VYMHWORVWL QD LQVWUXPHQ
%URRNKHDYHQ ,QVWUXPHQW &RUSRUDWLRQ 86$% PRJXUH
PHVWLFD RG QP GR QP X NRORLGQRM RWRSLQL

Postupak: Koloidna otopina pripremljena je P L MmjedrD250 mg zeolita u 250 mL

ultra- p L VWwadd do finalne koncentracije zeolita od 0,001 mg/L. Nakon tretmana u
XOWUD]YXPQRM NXSHOML RG PLQYaNO DLYHNORWHR & H QB/ X/
RGUHYHQD YHOLPLQD pHVWLFD

34. 2GUHYLYDQMH ]havizoR&R WHQF
Sve kemikalije bile su od Sigma Aldrich, MO, USA.

Postupak: 50 mL alikvota prethodno pripremljene otopine zeolita stavljeno je na
magnetsku mifMHADOLFX WH MH RGUHYHQ S+ RWRSLQH JHROLWD

elektrode (Lab pH meter, OHWURKP AYLFDUVND =D =HROLW $ QL
SRGH&ADYDWL LQLFLMDOQL SRNNMML]MHRVYWIROOHRHROLWH S+
SRPR{D moldm® 1D2+ GR S+ § SRWRP MH RGUHYHQ JHWD ¢

rasponu od 3-11 dodavanjem 0,1 moldm=2HCl. 2GUHyYHQL VX L |JHWD SRWHQFL

Ni2* i Pb%* u koncentraciji 0,001 mol/dm?.

3.5. Fotoelektronska spektroskopija ren  dgenskim zrakama (XPS)

Fotoelektronski spektri snimljeni su na XPS instrumentu opremljenim Phoibos
MCD 100 elekr RQVNLP DQDOL]DWRURP L L]YRURP RIKQR-NURPDW
rays of 1486.74 eV (SPECS Surface Nano Analysis Germany). Tlak u UHV komori
tijekom mjerenja je 107 3D )RWRHPLVLMVNL VSHNWUL REUDYHQL VX
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http://www.casaxps.com/). 1D WHPHOMX SRGDWDND L]JUDpXQDWD MH
SRYUEGLQH NDRROLWDPRGHOQLP RWRSLQDPD @8HOXFD L FULMH

3.6. Brunauer -Emmet-7THOOHU DQDOL]D VSHFLILPQH SRYU&LQH

=D RGUHYLYDQMH VSHFLIIGEH NRpsEdgdkiaidesop&lskoj
izotermi upotrebliava se Brunauer-Emmet-Teller analizator TriStar 11 3020
OLFURPHULWLEFV 1RUFURVYV *$ 86% 6 SHFéréhdp @D SRYU:
RGUHYLYDPYRUEFDMH X UHODWLYQRP UDVPSIRQX SHQVMLQYND
SRUD RGUHYHQD MH ALYLQLP SRUR]JLPHWURP 3%$6&$%$/
Rodano, Italija) u rasponu od 0 do 10000 nm.

Postupak: Uzorci su se vagali 2 puta, aproksimativnho po 0,1 g uzorka u suhom

stanju. Standardna devijacija mjerenja iznosila je +/- 3,7%.

3RYUALQD MH NRUHOLUD QB omjevorh LAl KiRddfolinih\materfal
L]JUDpXQDW-a.K L] ;36

37.2GUHYyLYDQMH NDSDFLWHWD LRQWMHENLRMHMHD DG VRU ¥ EW

2YLP SRNXVRP SUDWLR VH NDSDFLWHW L VYRMVWYD

VXVSHQ]J]LMH DGVRUSFLMRP QD UD]OLpLWH JHROLWH 3UHP
iznosi od 1- 8 RYRP HNVSHULPHQWDOQRP SULVWXSX RGDEUDO!
pH prije jela. Postupak: ORGHOQD RWRSLQD a8HOXFD LPDOD MH S+
(Gram Mol d.o.o. (Zagreb, Croatia) i 2 g NaCl (Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA),

anhydrous, ACS reagent, 99%) X / GHVWLOLUDaQI + RGHR STRMH RGUHVYHQ
metrom (FiveEasy Benchtop Meter FE20 (Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland).

Jednako se modelna otopina crijeva pripremila pri pH=6,5 s 8,649 g s NaCl

otopljenim u 1L destilirane vode. U Erlenmeyerove tikvice od 200 mL dodalo se 100

mL destilirane vode i 98 mL modelnih otopina. SljeSD SURED VDGw@DYDOD |
sastojke osim zeolita. U 8 tikvica ELW UH UDVSRUHFRGHOQH RWRSLQH a
FULMHYD GRGDOR VH — O P RO Sfdnéarti\PD, @@ Rs] N, WD QG D U G
at 100 mg/L each, VHG labs, LGC Standard, USA), L —WNMQGDUGQH RWRSLQI

(Hg). U otopinu se dodala destilirana voda do 200 mL. U tikvice s otopinama dodali
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VX VH |[DVHEQR NRULAWHQL JHROLW Lalikypt @8R YNLKzaRW R SLQ
RGUHYLYDQMH SRPpHWQH NRQFHOQ VéuspeRZijdfrid afokhdnO QLK LF
apsorpcijskom spektroskopijom (GF-AAS) (AAS800, Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA) tj., koncentracije metala prije inkubacije sa zeolitima. Atomska apsorpcijska
VSHNWURVNRSLMD WHPHOML VH QD DWRPL]DithbjMitetH OHNW UL
VWUXML LQHUWQRJ SOLQD WH DQDOL]L PMHUHQMD NDUDNMW
RWRSLQH L VOLMHSH SUREH VX VH LOQNXELUDOH X] PLMH&D
SRQRYLR SXWD 3R ]DYU&ZHQRP SRNXVX RGe&ivMQIR LQNXE
JHROLWLPD SRQRYQR MAS ¥inj&iR Réhdentracija metalnih iona u
VXVSHQ]LMDPD =D DQDOL]X &4LYH RGUHYLYDQMH VH SUI
(AMA254, Leco, St. Joseph, Michigan) koji se temelji na direktnom sagorijevanju
uzorkaustruML NLVLND L SRVOMHGLpQH DWRPL]DFLMH A&aLYD VH
VSHNWUX 1DSUDYOMHQD MH NRUHODFLMD VD 6L $O RPMHL

Pb?* iona s klinoptilolitnim materijalima radi procjene ionske izmjene.

3.8. Mjerenje pH vrijedn osti zeolita

Postupak: Po 2 g testiranih zeolita TMAZ, PMA, PMAO2 i A dodano je u 200 mL
ultra-pLVWH. ¥RGIHILSUHPX aHOXpDQRJ PRGHOD RWRItB&tQH SRPI
PLVWRIGH L P/ RWRSLQH QD piaQSmQMdrRIG(St.ILALB,MD,

USA) i 7 mL 37% HCI (Gram Mol d.o.o. (Zagreb, Croatia)) u 1 L ultra-pLVWH. 24RGH

SULSUHPX PRGHOQH RWRSLQH FULMIta¥pL SWPLYHRGEEHQR MH

RWRSLQH QDPpLQMHQH RWEIIDQMitaPpLVWH YB&BHAHQH QD S+
ULMHGQRVW S+ FPGEHWHYRIQDSMHADE+OHWHU OHWURKP AayYL

1DSUDYOMHQD MH NRUHODFLMD V 6L $O0 RPMHURP L XGMH
L ] U Dddaxn@aksimalna topljivost zeolita.
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3.9. Analiza elektronskom mikroskopijom spregnuta s disperzivnom

rendgenskom spektroskopijom

Zeolitni materijali snimljeni su elektronskim mikroskopom (SEM analiza) FE-
SEM instrumentom (JSM-7800F PRIME, JEOL Ltd., Tokyo, Japan). Elementna
DQDOL]D ('6 SURYHGHOQD -MAN8OXAzt&CR(PRaid jnstruments, UK)
SULpYUAUHQRJ QD -SEWWUXPHQW ) (

Postupak: YHVWLFH kaReeWdD QD QRVDp SUHPD]DQ XJOMLNRP
ubrzavanja za SEM bila je 2 kV (0,5 kV) i za EDS 15 kV. Za EDS mjerenja odabrano

M H UD]OLpLWLK SRORADMD UDGL SURFMHQH UHSURGXFLE
u frakcijama dekantiranog zeolita, centrifugiranog na 4000 rpm, 14000 rpm, 140000

USP 7HVWLUDQrbzedlxa.vVYD pHW

3.10. 6WXGLMD QD awh®NRULPD

=D SRNXV VX NRULAWHQL aHQVNL awDaoRr)Unstitua/za % U O + D C
PHGLFLQVND LIVPHGDFLYQYDXQWMDGD =DJUHE ALYRWLQMH VX X]
patogen-slobodnim uvjetima te su hranjene standardnom hranom za laboratorijske
aAaWDNRUH */3 OXFHGROD 5) OXFHGROD 6HWWLPR OLODQ
slobodnim pristupom vodi i ciklusima svjetla koji su se izmjenjivali svakih 12h prema
VPMHUQLFDPD ]D RGUADYDQMH ODERUDWRULMVNLK aLYRW|I
Laboratory Animals: Eighth Edition, National Academies Press, 2010). Pokus i
procedure su odobrene od strane Instituciske MHGLQLFH ]D RGUADYDQMH
Komiteta (Use Committee, IACUC).

Za potrebe in vivo HNVSHULPHQWD podjdljehB V& LuQeMsperimentalne
VNXSLQH |]D WUHWPDQ LQWUDJDVWULPNRP VRQGRP UD]JOLp
WMHOHVQH WHALRRQWU M) VD LOL EH] VXENURQLpPQLK
klorida, AICls finalne koncentracije aluminija 23, PJ NJ WMHOHVQH WHALQH
Germany) tijekom 42 dana. 6 XENUR QL p Q D 3 GZRddlla £A18&0Omg/kg/dan. S
REJLURP NDNR MH KLSRWH]D LVWUDALYDQMD GD VLOLFLMH
Alinvivo MHGQD MH JUXSD 4aLYRWLQMD WUHWLUBQ@DSL NRORL
HS-40 colloidal silica, 40 wt. % suspension in H20, Sigma-Aldrich, SAD) gdje je u

1ml koloidne suspenzije bilo 243 mg SiO2, odnosno kombinacijom AIClz i SiOa2.
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Tablica 2. Prikazue UDVSRUHG AaLYRWLQMD SR VNXSLQDPD

.RQWUROQH JUXSH &l *UXSH ALYRWLQMD LQWH
_ Grupa 1: pozitivha kontrola
Grupa 0: negativna kontrola *voda za .
LQWRNVLFLULDQH -Bard R
SLUH
AlCl3)
Grupa 2A: Zeolit A Grupa 2: AlClIz+Zeolit A
Grupa 3A: TMAZ Grupa 3: AlICIs+TMAZ
Grupa 4A: PMA Grupa 4: AlCIzs+PMA
Grupa 5A: PMAO2 Grupa 5: AICIz+PMAO2
Grupa 6A: Koloidna silika Grupa 6: Koloidna silika+AICl3

1DNRQ ]DYU&HQRJ SRNXVD &LYRWLQMH VX &UWYRYDQH
WRWDOQRP DQHVWH]LMRP 1DUNHWDQ PJ NJ WMHOHVQH \
WHALQH L S &KDVVRW $* % Hak@ljerdi:Youbregy jethaDmoxsld  V X

NRVW SOXiuD MDMQLFL WH NUYQD SOD]PD V NRMLPD V
RGUHYyLYDQMD NROLpPLQD PLQHUDOD L WHANLK PHWDOD Q
NDOFLM &HOMH]R PDQJDQ N R E@OKeadmiE kbsitar blovoli Raj) DUV HQ
X] SRPRi LQGXNWLYQR VSUHJQXWH SOD]JPH X VSWS)L V PDV

(Agilent 7500cx Series ICPMS).

Postupak: Za potrebe te analize oko 0,5 grama tkiva dodano je 2 mL koncentrirane

nitratne kiseline (Merck, Germany) (prethodno se destilirala kako bi se uklonili tragovi

WHaNLK PHWDUr® p LV WP/ ShigeGaHse u teflonskim epruvetama (PTFE,

China) stavila X 8OWUD&/$9( , Milxstbrey B.M. Italy) za destrukciju pod
PLNURYDOQLP JUDpHQMHP L YLVRNLP WODNRPRa-HEDWRIE GH
vode YRGOMLYRVWL se-zofke i uhRIGSE Bpiema u polipropilenske

epruvete (Agilent, Germany) za mjerenje na ICP-MS. Standardna otopina metala

priprema se iz 1000 mg/L ICP multi element standard solution IV (Merck, Germany).

1DNRQ PMHUHQMD SURYHOD VH VWDWLVWLpND DQDOL]D H
(StatSoft; p < 0.05). Za neparametrisN X VWDWLVWLPNX DQDOMWAISNRULAW I
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ODQQ :KLWQH\ 8 L OHGLDQ WHVW ]D LQWRNVLFLUDQH alL
XVSRUHGEL V SR]IJLWLYQRP NRQWURORP LQWRNVLFLUDQH
tretirane samo zeolitima u usporedbi s negatvQRP NRQWURORP ALYRWLQMH
tretmana). Za aluminij u jetri MedCalc program-test razlike proporcija. (Prilog 2.).

3.11. Izolacija molekula RNA iz jetre
3.11.1. Homogenizacija tkiva

Postupak: +RPRJHQL]DFLMD VH YUa&Lu XRobHe,J USA)/ \Rfife U
pokusa, MagNA Lyser *UHHQ %HDGV3 5RFKH 86$% HSUXYHWH VH V
f& D RNUXJOL aHOMH]QL VWEOOND FRWRIEXKD p B&H VWDYL

Postupak se izvodio po Rneasy Mini kit-u od Qiagena .

Postupak:_.8 R KO D HBUXK Y HW H MagROLyder Green Beads3 VW B& 600 R

—/ 5/7 SXIHUD —/ -merkaptoetanola (Sigma, Aldrich) te se u to uronio
NRPDGLdal WHHEMQH RNR PJ 3RWRP VH X]JRUDN FHQWULIXJ
sekundi, tt KODGLR PLQ QD f& WH FHQWULIXJLUDR QD L
WRJD SRWUHEQR MH X]J]RUDN KODGLWL PLOXWX L FHQWUL

rpm/2 minute da se spusti pjena lizata.

3.11.2. Izolacija RNA

Postupak: Odpipetirani supernatant lizata prebaci se u novu epruvetu,
centrifugira na 8200 rpm/2 minute, te se dobiveni supernatant prebaci u novu
epruvetu. Na supernatant doda se —/ (W2+ .HPLND +UYDWVND L
UHVXVSHQGLUD EH] FHQWULIXJLUDQMD 3UdhéghEotk@® V H —
Qiagen Rneasy Mini kolonu iz kita za izolaciju RNA, centrifugiralo pri 8000 g/15
VHNXQGL NRORQD VH SUHEDFLOD X QRYX HSUXYHWX L GRC
toga centrifugirao se uzorak 8000 g/15 sekundi. U posebnoj epruveti SRPLMBRADR
'1$]D L 5" SXIHU —/ "1$]H X —/ 5'" SXitHRNAYeSrBe X]RUN X
DNAze seta od Qiagena .RORQD VH SUHEDFLOD X QRYX HSUXYHWX
PMHADYLQH L LQNXELUDOR VHNXQGL QD VREQRM WHPSFH
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RW1 pufera u kolonu, centrifugiralo se pri 8000 g/15 sekundi, kolonu se prebacilo u

QRYX HSUXYHWX L GRGDOR VH —/ 53( SXIHUD FHQWU
sekundi, kolonu se prebacilo u novu epruvetu i dodalo se —/ 53( SXIHUD 1DNRC
toga se centrifugiralo pri 8000 g/ 2 minute, prebacilo kolonu X VDNXSOMDMXu0X HSU
od 1,5 mL, dodalo se 30- — ultra-p LVWH (RNa&eHfree water) direktno na

kolonu, centrifugira na 8000 g/ 1 minutu da bi se RNA eluirala. Svi puferi, DNAaza,

kolonice, RNAD]D AIUHH ZDWHU3I¥X RVGHPpPND D FHQWULIXJD MH
IMHPDpPpND

3.11.3. Analiza kvalitete RNA

6YL LQVWUXPHQWL L SULSDGDMXuL GLMHORYL WH NH

Analiza je napravljena na Qiaexel instrumentu.
3.11.31. 3ULSUHPD ODYLFH ]D SXIHU

Postupak: Prije svega bilo je potrebno temperirati sve reagense na 15- f &
SULMH XSRWUHEH WH RSUDWL ODYyLFX V WRSORP GHLRQL]!
:3 L :, SRILFLMH ODYVYILAHMXUHI &EXISHUD WH r8kdlp@DijaXaQLOD S)
ODYLFL V P/ VHSDUDFLMVNRJ SXIHUD 3DAaOMLYR VH GRGD
EL VH VSULMHpPLOR LVSDUDYDQMH P/ PLQHUDOQRJ XON
mineralnog ulja na poziciju separDFLMVNRJ SXIHUD /D {slr&agensihalIRVWD Y L
]D WR SUHGYLYHQR PMHVWR QD XUHyYyDMX

3.11.32. BULSUHPD 4; 51$ SRUDYQDYDMXuUHJ PDUNHUD

Postupak: '"RGDOR VH —/ 4;51% SRUDYQDYDMXuUuHJ PDL
epruvetu. Dodala se po 1 kap mineralnog ulja u svaku epruvetu i postavila na to
SUHGYLYyH®RQ®EMXWHAW D M X
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3.11.33. ,QVWDOLUDQMH 4,$[FHO 51%$ VSUHPQLND L SDPHWQRJ

Postupak: ,]JYDGLR VH 4,$[FHO 51% JHO VSUHPQLN L] Q
Otvorila su se vrata spremnika za QIAxcel RNA gel spremnik i postavio se spremnik
X ]D WR SUHGYLVHQR P MeélpogteRio SDRRY QURNDMXp X ]D WR Sl

mjesto.

3.11.3.4. Kalibracija intenziteta

Postupak: Svaki QlAxcel spremnik zahtjeva kalibraciju intenziteta, vrijeme
kalibracije traje oko 16 minuta. Na poziciju MARKERZ2, postavile su se epruvete s 15
—/ NDOLEUDFLMVNRJ PDUNHUD 3RNUHQXOD VH NDOLEUD
NDOLEUDFLMX?3

3.11.3.5. Priprema uzorka za Qlaxel

Postupak: Razrijedila se izolirana RNA u vodi bez nukleaza, pipetirao se
51%$ X]J]RUDN —/ XNXSQR " —J —/ L 4; 51$00BDUNHU
QXNOHRWLGD —/ X HSUXYHWLFH RG P/ 'RGDR VH
denaturaciMVNRJ SXIHUD WH VH XJULMDOD RWRSLQD QD f&
(Applied Biosystems iProFlex, Germany). Uzorak se potom hladio na ledu 1 minutu.
Centrifugiranje uzorka se potom provelo da bi se skupio kondenzat. Dodalo se
nakon toga GR —/ 4; 51%$ SXIHUD 1D UDJUMHYLYDQMH WH VH
4,$[FHO XUHyDMX
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3.11.4. Priprava uzorka za DNA mikrop L S

Sve kemikalije i oprema su od Agilenta, a postupak prema protokolu
SURL]Y RY D p»lorAVRatbEIray-Based Gene Expression Analysis 3

Postupak: ALOMDN PLNV A6 SL N HsePra[femejW koBdghtrBd)eRRNA. S
RE]JLURP GD MH SRWUHEQD NRQFHQWUDFLMD 51% ]D PLNURF
MH ELOR UDGLWL WUL VHULMH UDJUMHYHQMD

5DJUMHYHQMH EU 3ULMH $popéksitabD BULIOWIDRN P IPND XYW D QD
te ponovno vorteksirao. 8 HSUXYHWX RG P/ GRGDOR VH —/ SXIH]
L —/ AaLOMDN P LN Vorteiiale 14eQi \kratko \bedtrifugiralo (kratki puls). U

HSUXYHWLFX RG P/ GRGDOR VH —/ SXIHUD ]D UDJUMHYV!
Vorteksiralo se i centrifugiralo. 8 HSUXYHWLFX VH GRGDOR —/ SXIHUD
—/ GUXJRJ UDMImsksyatoQWHD L FHQWULIXJLUDOR 3UYR UD]JUMFE
na- f& D GUXJR UDJULMHYyHQMH VH EDFLOR 7UHnjH VH UL

eksperiment.

SULSUHPD UHDNFLMH 5D]JULMHYyHQdodalilsh s¢ JlRepraveticu u QJ —/

NROLpPpLQL RG —/ 1D VY#eNLX]RUBDNNGRIGNDVMIR UDJUMHYHQ
BULSUHPD 7 PLNVD SRpHWQLFH —/ YRGH EH] QXNOHD]D
X]JRUNX 8 VYDNL X]RUDN GRGDOR VH —/ 7 SRPHWQLPNF

f &ijekom 10 minuta, te su se uzorci prebacili na led tijekom 5 minuta.

Priprema cDNA miksa: u epruveticu od 1,5 mL po uzorku dodalo V H — pufdra

]D SUYL ODQDF —/ 0 '77 —/ PO PLNVD GHRNVLU|
DILQLWHWQRJ VNULSW 51D]J]H EORNLUDMXuUHJ PLNVD /DJD
nakratko u mikrocentrifugu da bi se pokupile eventualno kapljice sa stijenke (tzv.

A6SLQ GRZQ:3 8 VYDNL X]J]RUDN GRGDOR VH —/ F'1$% F
,QNXELUDOR VH QD f& NUR] GY Dtijgkbriwvis nwtta SRMERSE QD  f &
SUHEDpHQ kro@ b mhittadGte su na kratko stavljeni u mikrocentrifugu da bi se
SRNXSLOH NDSOMLFH VD VWLMHQNH L SRNORSFD NRMH V>
W]Y AVSLQ GRzZQ3

Priprema transkripcijskog miksa: u HSUXYHWLFH RG P/ GRGDROR VH
slobodne RG QXNOHD]D —/ [ WUDQVNULSFLMVNRJ SXIHUD
ULERQXNOHRWLGQRJ PLNVD —/ PLMH&ADYLQH 7- 51% SR

40



&73 WH VH X VYDNL X]J]RUDN GRGDOR —/ WUDQVNULSF
resuspendiralo. NakontoJD LQN X EL U D O Rijekdih Ddata. f &

SURpPLAUDYDQMH XPQRAHQH 51% XSRWURBERP % XHDWH BPOLHEHQ K
epruvetice od 1,5mL. 8 X]JRUDN F51% VH GRGDR —/ YRGH EH] QX
VH —/ 5/7 SXIHUD L GREUR VH VYH UHVXVSHQGLUDOR 1
HWDQROD L GREUR VH UHVXVSHQGLUDOR 2GkowmJD VH

te se centrifugiralo 30s/13000 rpm. Prebacila se kolonica u novu epruveticu i dodalo

VH —/ 53( SXIHUD FHQWULIXJLUDOR VH VYH \ U
FHQWULIXJLUDOH NRORQLFH QD VXKR X VOXpDMkKs&D MH |]D
NRORQLFH X P/ HSUXYHWLFHKENVN QGRRERIGBAH RG-/5YR]H 3UL
V H PLOQXWX L FHQWULIXJLUDOR VH \Y USP QD f& WH
se RNA na led.

Kvantifikacija RNA: KYDQWLILNDFLMD VH L]JYRGLOD QD XUHYyDM;
Ujedinjeno Kraljevstvo). Potrebna je bila konce QW UDFLMD F513% X QJ —/ DE\
QD QP &\ NRQFHQWUDFLMD X SPRO —/ ORUDR VH R

aktivnost svake reakcije.
-HGQDGAED ]D SULQRYV

GKJI?AJPNFOHEEBEFAHRKHQIMHQ=?EEA
. L AC?406

-HGQDGAED |D RGUHYLYDQMH VSHFLILPQH DNWLYQRVW

GKI?AIPNBBEF= o
GKI?AJPNvaDErL " ° '

SBUHSRUXpHQD LVNRULAWHQMD L VSHFLILPpQH DNWLYQRVWL

JRUPDW '1$ PLN ,VNRULAWHQN 6SHFLILpQD DNW
&\ SR —J F51]

1 5 -HGQDNR LOL Y

2 3,75 -HGQDNR LOL Y

4 1,65 -HGQDNR LOL Y

8 0,825 -HGQDNR LOL Y
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Postupak hibridizacije
BULSUHPD [ EORNLUDMXUHJ UHDJHQVD

8 OLRILOL]JLUDQL JHQVNL HNVSUHVLMVNL EORYWRGBMEHI]L U
nukleaze. Resuspendiralo se i vorteksiralo WH JULMDOR Q-Bminfit& NUR]

Priprema uzoraka za hibridizaciju: pUHPD IRUPDWX '1$ PLNURpPLSD PL

fragmentacijski miks:

Tablica 3. Priprema fragmentacijskog miksa

Komponenta Volumen/masa
Cijanin3-RELOMHAHQD XPQ 600 ng
[JHQVNL HNVSUHVLM 5 —/
reagens
Voda bez nukleaze Do24 —/
25x fragmentacijski pufer 11—/
Ukupni volumen —/

,QNXEDFLMD VH SURYHOD QD f& NUR] PLQ}ekODN 1IRGPDK
minutu, dodao se 2xHi-RPM hibridizacijskog pufera, resuspendiralo se te
centrifugiralo 1 minutu na 13000 rpm. Stavili su se uzorci na led i prenijeli na DNA

mikrRpLS

Priprema hibridizacijskog aparata: stavila su se brtvila u Agilent SureHyb komoru s

oznakom prema gore. Barkod R]QDND PRUD ELWL V OLMHYH VWUDQH
se nanio hibridizacijski uzorak od 40 —/ QD PLNURPLS 6 XUH3ULQW * 5DW
poOMD QD PLNURPLSX RG NiRevldligonvkiedthd lprob&).Addab se isti

volumen pufera kao i uzoraka,tese SULPLR '1$ PLNURpPLS QD RED NUDMD
V ADNWLYQRP VWUDQRP3 GRO MS&JLOMHDNDHRBLRO M HEEHQY. L DR P
okrenutit SUHP D G R O M Hu bariod BtkhilLdkienuti prema gore. Stavile su se
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6 XUH+\E NRPRUH X VHQGYLpPpDVWD E.ZaUnv kuOsB is¥eHubsddle GREUR
U KLEULGL]DFLMVNX Sjékar@17rsXti.Q D f&

,VSLUDQMH '"1%$ dodadder pritdhDX-102 u oba pufera (1 i 2) u volumenu od
2mL,a QDNRQ WRJDBeSOBFOMIWHRAD OR S X | H#B put® Magtjavanjel L K
JHQVNRJ HNVSUHVLMVNRJ EBSUUMBMXDRIVEXISXIIHU QD f& \
1L SXIHUD SUHEDFLR X VWHULOQX ERFX DNR MH SRWUHEDQ
VWDYLWL YLaH SXIHUD =DWYRULOD VH ERFD L VWDYLOD
LVSLUDQMD ,VSUDUWrR- pMLH V8 RF XYWRBN Posudu dodao se genski
ekspresijski pufer 1 na sobnoj temperaturi. 3SLQFHWRP VH RGYRMLR "1$ PLN
brtvila u puferu ,VSLUDQMH VH YUALOR X GUXJRM SRVXGL VD JHQ
QD VREQRM WHPSHUDWXUL PLQXWWDH 6DJKQHWMNRLMNNIIRE
ELR QD VWDNOHQRP QRVDpX ,VSLUDQMH X WUHURM SRVXG
QD WHPSHUDWXUL RG f& PLOQXWX SURYRGLOR VH X] PD
'1$ PLNURpPLS ELR QD VWDNOHQRP QRVDpX ryrhehtaMedl VNHQL
PLNURpLS Sor@dzanMietoarray Scanner (Agilent, SAD).

3.11.5 2EUDGD PLNURpPLSD X SURJUDPX A)HDWXUH ([WUDFWLF

Postupak: pRGHVLOD VH REUDGD VLJQDOD PLNURPLSRYD
SureScan Microarray Scanner ( Gene Expression, GE_1105 Oct12). Nakon obrade
GRELR VH L]YMH&AWDM R NYDOLWHW(32QZPOMHMIHRIQRLMU
tekstualnim datotekama koje ulaze u obradu u program Genespring verzija 12 . U
program se unosila tekstualna datoteka dobivena programom Feature Extraction za
eksperimentalne triplikate po svakoj grupi. U opisu eksperimenta odabrala se opcija
A$IJLOHQW VLQJOH FRORXU3® WH VX QRUPDOL]JLUDQL X]JRUFL
NRQWUROD NYDOLWHWH QD X]JRUFLPD X QD&HP &OXpDMX
HNVSUHVLMH V RE]JLURP QD YULMHGQRVW HNVSUHVLMH 1D
za obradu podataka (t-testy na QDpLQ GD VH WUDAaLOD GLIHUHQFLMDO
JUXSD V YMHURMDWQRAaUX RG S L HNVSUHVLMD V F
puta u odnosu na kontrolnu skupinu (engl. fold change 2).
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3116 %LRLQIRUPDWLpPpND REUDGD RGDEUDQLK WUDQVNULSW

'D EL VH VKYDWLOH ELROR&G&NH IXQNFLMH GLIHUHQF
LGHQWLILFLUDQL JHQL VX REUDYHQL (Kilp:BfriRHRigbSQP WIRUP H
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4. REZULTATI

4.1. Infracrvena spektroskopija tehnikom KBr pastile

&LOM DQDOL]JH X]J]RUDND J]HROLWD LQIUDFUYHQRP VSH
razlika u spektrima zeolita TMAZ, PMA i PMAO2 odnosnR SUDUHQMD SURPMI
SRYU4ALQH |HROLWQLK PDWHULMDOD X YDOQLP EURMHYLPD
WUHWPDQD X PRGHOQLP RWRSLQDPD FULMHYD L a@a8HOXFD
brojevima ~ 1075 cm? DV LPHW U L p Q kentijskewmdZeDIPOLE | Si-O-Al), ~ 602
cm? VLPHWULPQR LVWH]DQMH-ON H P4681 ¥riiH(saviihhje il @v.6 L
AEHQGLQJ3 NHP L3it@ NHANBL]H 2

Rezultati ove analize korelirani su s omjerom Si/Al izmjerenim za pojedine zeolitne
materijale te se mogu vidjeti u tablicama 4. i slici 22. Voda adsorbirana na zeolit pri ~
1635cm? RpHNLYDQR MH YLGOMLYD X VYLP SULVXWQLP X]JRUFL
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Slika 21. Spektri dobiveni analizom WHVWLUDQLK JHROLWQLK
infracrvene spektroskopije (IR) tehnikom KBr pastile. Valne duljine ~1063 cm, 608
cm?ti467 cm! WLSkpQBI NOLQRSWLOROLWQH PDWHULM
zeolitnin materijala PMA, PMAO2 i TMAZ odnosno istih zeolitnih materijala
WUHWLUDQLK PRGHOQLP RWRSLQDPD a4HOXFD L FUY
FUQR NUXWLQD FUYHQR PRGHOQD RWRSLQD FULV
Panel B: Zeolit PMAO2 - crno krutina, crveno modelna otopina crijeva i zeleno
PRGHOQD RWRSLQD 3aHOXGDF -XhQ@ k@inak crvehbRniddaa
RWRSLQD FULMHYD L JHOHQR PRGHOQD RWRSLQDt
crno, PMAQO?2 crveno i TMAZ zeleno.

IDMYHUL SRPDFL LVSR Gu SR/alhin dufjidamyaloG ED81dmyt| 469 cm-
111063 cm™. To govori da su razlike u obradi klinoptilolitnin materijala kao i mediju
kojiP VX WUHWLUDQL PRGHOQD RWRSLQD &aHOXFD

navedenih klinoptilolita.

Rezultati izmjeranD YDOQLP GXOMLQDPD WLSLpPpQLP ]D N
70$= 30%$ L 30%2 X IRUPL SUDKD LOL WUHWLUDQ

crijeva prikazani su u tablici 4. Korelacija rezultata prikazana je na slici 22.
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Tablica 4. ,]JPMHUH SRYUALQD NUXWLQD JHROLWD 70%=
PRGHOQLP RWRSLQDPD &4HOXFD L FULMHYD QD WU
klinoptilolitne materijale ~1063 cm, 608 cm™ i 467 cm™ u usporedbi s rezultatima
RPMHUD 6L $0 QD SRY U ZlaQ@bbiyehR @RSNaqalizémP DWH U L M

ZEOLIT/krutina 32954,1% 1% I XPS:Si/Al omjer
TMAZ 8208,68 4,6
PMA 8872,48 5,7
PMAO2 8306,38 4,67
ZEOLIT/MODELNA 32954,1% 1% I XPS: Si/Al omjer

OTOPINA &a(/8&%$

TMAZ 12257,97 5,97

PMA 11351,33 5,94

PMAQO2 9335,93 4,44
ZEOLIT/MODELNA 32954,1% 1% F XPS: Si/Al omjer

OTOPINA CRIJEVA

TMAZ 57068,97 3,91
PMA 36789,66 2,59
PMAO2 53162,59 3,93

$QDOL]RP NRUHODFLMH GRELYHQLK UH]JXOWDWD Y
porastom udjela vibracije Si-O veze na 608 cm™ s obzirom na to da da ista ima
YLAX HQHUJLEMXYHREG 3$XD RYDM MH QDpLQ PRJIXUH
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PHWRGRP NDRR dpakRoskbpija ,pratiti kvalitetu Kklinoptilolitnin materijala.
7TDNRYyHU YLGMHOR VH NDNR SRYHUDQMH RPMHUD
1063 cm?! % XGXdaMH RPMHU DVLPHWULPGRJI YIHMW HBEB (
podjelom ta dva omjeragovorinDP GD MH YHUL XGLR DVLPHWUIL
O-6L ]JERJ YLAH HQHWISi bHSivHjE 64QDORJQR VH PRa
vezu savijanja Si-O-Si (Al) na valnom brojuod 469 cm* X PRGHOQRM RW|

NETRETIRANI KLINOPTIL%I}I-A E“]v v
cnrl

9000

8900
~. 8800
'H 8700 _
< 8600 y = 580,06x + 5568
§8500 Zg A iUBBIO

8400

8200 3

8100

0 1 2 3 4 5 6
Si/Al
A
KLINOPTILOLITI NAKON OBRADE U MODELNQOJ OT
CRIJEMB% }AE“]v v Hioi wu

60000 3,91
550000 s ‘m
L1 40000 e
J y = 13744x + 1225,2
< 30000 Zg A 1UBOITT

20000

10000

0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 45
Si/Al
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Slika 22. Prikaz UH]XOWDWD L]J]UDpXQD NRUHODFLMH RF
]D RGDEUDQH YDOQH EURMHYH WLSLPpQH ]D N
QHWUHWLUDQL NOLQRSWLCREahAVR: KliBdDdltaiLraakerijgliC
tretirani u modelnoj otopinicr LMHYD SRYU3&aLQDPaBl C: klinépHlolitni
PDWHULMDOL WUHWLUDQL X PRGHOQRM. RWRSLQL

4.2. Infracrvena spektroskopija s atenuiranom totalnom refleksijom

Cilj analize uzoraka testiranih zeolita Zeolit A, TMAZ, PMA i PMAO2
infracrvenom spektroskopijom (IR) s atenuiranom totalnom refleksijom bila je analiza
razlika u valnim brojevima vrpci dobivenih tretiranjem zeolita s modelnim otopinama
AHOXGFD L RsépbrktHiYsDneketiranim zeolitom. Rezultati su prikazani na
slikama 23-26. Za razliku od tehnike KBr pastile, ova tehnika ne ovisi o debljini
X]JRUND QLMH GHVWUXNWLYQD L QH RYLVL R NROLpPLQL DG
ove tehnike je u rasponu snimanja valnih brojeva 700-4000 cm™, gdje nisu
REXKYDUHQH YDOQH GXOMLQH NDUDNWHULVWLPQH.]D NOLC
8VSRUHGERP VQLPOMHQLK VSHNWDUD QLVX XRpHQH UD]OL
VWDQMX L PDWHULMDa&imaSdlke 23R26OLpLWLP WUHWP
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Slika 23. $QDOL]D =HROLWD $ X] ifb&Rrénhe spaiividdsRkaepiie s
atenuiranom totalnom refleksijom. Panel A: Spektar dobiven snimanjem krutine
Zeolita A. Panel B: Spektar dobiven snimanjem Zeolita A tretiranog modelnom
RWRSLQRP AHOXGDF 3DQHO & 6SHNWDU GRELY!
PRGHOQRP RWRSLQRP FULMHYD ILVX XRPpHQH L

tretmanima.
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Slka 24. $QDOL]D JHROLWD 70%$= X]nféaenhrRelspekivgkomiel s
atenuiranom totalnom refleksijom. Panel A: Spektar dobiven snimanjem krutine
TMAZ. Panel B: Spektar dobiven snimanjem zeolita TMAZ tretiranog modelnom
RWRSLQRP AHOXGDF 3DQHO & 6SHNWDU GREL®
modelnoP RWRSLQRP FULMHYD 1LVX XRpHQH UD]O]

tretmanima.
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Slika 25. $QDOL]D ]JHROLWD 30%$ X] iff&Rend spditvidRapie s
atenuiranom totalnom refleksijom. Panel A: Spektar dobiven snimanjem krutine
zeolita PMA. Panel B: Spektar dobiven snimanjem PMA tretiranog modelnom
RWRSLQRP 8HOXFD 3DQHO stimah@d RMADitetir@hBgErhodelom
RWRSLQRP FULMHYR 1LVX XRpHQH UD]JOLNH X VSHN'
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Slika 26. $QDOL]D JHROLWD 30%$2 X]niGaBeRaispekirdékomjél s
atenuiranom totalnom refleksijom. Panel A: Spektar dobiven snimanjem krutine
zeolita PMAO2. Panel B: Spektar dobiven snimanjem PMAO2 tretiranog
PRGHOQRP RWRSLQRP &HOXG D Fobi3b Ghintanjén RGN
WUHWLUDQRJ PRGHOQRP RWRSLQRP FULMHYR 1
UD]OLpLWLP WUHWPDQLPD

43. 2GUHYLYDQMH YHOLpLQH pHVWLFD JHROLWD GLQDPLpNLP

'LQDPLpNLP UDVSUAHQMHP N MIHWVOIRINKWL YV HQWW&VHULQJ .
RGUHGLWL YHOLPLQD PLNURQL]JLUDQLK pHVWLFD J]HROLWC
SURPMHQH SULOLNRP WULERPHKDQLpNH DNWLYD&ELMH 1
MHGQRVWUXNRP WULERPHKDQLpPpNRP DNWAO2DdobiveR P GRN
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GYRVWUXNRP WULERPHKDQLpNRP DNWLYDFLMRP EH] L X]

prikazani u tablici 5. s dijametrom i standardnom devijacijom.

Tablica 5. $QDOL]D YHOLpLQH pHVWLFD JHROLWD =HROLW $ 70
PHWRGRP GLQDBUWNRIMIDDVYMHWORVWL 5H]XOWDWL VX SU!

devijacija.

TIP ZEOLITA DIJAMETAR
y(67,&% QP
Zeolit A “
PMAO2 .
PMA .
TMAZ .

ORaAaH VH |JDNOMXpLWL NDNR MH SURPMHUobipgddgWLFD P
WULERPHKD QupkafLuBitrfaRavija YHUL RG SURPMHUD pHVWLFD VLQ
A, te dvostruko mikroniziranih klioptilolitnih materijala PMA i PMAO2.

44, 2GUHYLYDQMH JHWZeoBt R WHQFLMD

=HWD SRWHQFLM DWW L [&Nobténkijal WKdjR9¢ Lo@nosi na potencijal
GLIX]QRJ VORMD LRQD NRML RNUXaXMX QDELMHQX NRORLG
za stabilnost koloida. Ovom metodom izmjerili smo zeta potencijal Zeolita A i
klinoptilolitnih materijala u ovisnosti o pH vrijednosti u vodi te u prisustvu iona nikla i
RORYD 8NROLNR MH SRWHQFLMDO NRORLG®HY pODPLIEGHD L]C
VX pHVWLFH WDNR QDELMHQH GD VH RGELMDMX 1LAL
koagulacije. 1zmjereni zeta potencijal u ovisnosti o pH vrijednosti u vodi prikazani su

na slici 27, odnosno izmjereni zeta potencijali uz dodatak nikla i olova na slici 28.
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Slika 27. =HWD SRWHQFLMDO X P9 ]JHROLWD $ 70%$=
YRGL =HROLW $ SRND]XMH ]Q Exprijsk® sojstia] ©ddpasw i
klinoptilolitne materijale.

,] UH]XOWDs¢ PDRRMXpLWL NDNR MH JHWD SRWHQFLMDO NOL
negativan, oko -30 mV u pH rasponu od 3- =QDpL GD NOLQRSWLOROLWQ(
koagulirajui SRQD&a&DMX VH LVNOMXpLYR NDR DQLRQVNH pHVWLF
RSDGD awR MH X VNODGX V SRYUALQVNRP VWUXNWXURP ]
SRYUALQL-RPPDWLOBQRROQH VNXSLQH NRMH SUL YLaAHP S+ S|
imaju negativan naboj (Si-OC WH XNXSQD S ReYydtivab Qabojl [PdRazano je i

GD XGLR NOLQRSWLOROLWD X YRGHQRP Péi@linela @H XWMH |
20% 6@ =HROLW $ SRND]XMH VDVYLP GUXJDpLML ]J]HWD S
SRND]XMH SULEORADMWDR MEBDpPL GD NRDJIJXOLUD X YRGHQRWN
vrijednosti. Pri neutralnom pH, tj. vrijednosti pH pitke vode svi testirani klinoptilolitni

materijali ne koaguliraju. Zeolit A pak u modelnoj otopini crijeva i pri pH pitke vode

koagulira. Ova koaguODFLMD PR&H ELWL L ELRORANL NRULVQD ]D
PROHNXOD X APUH&X3 NRDJXODQVD 2G J]QDpHQMD iMH WR L
RYRP PHWRGRP RVLP RORYD ]D NRMH PRAHPR WYUGLWL
dijelom odvija mehanizmom ionske i ]PMHQH WM RQL XOD]JH X VWUXN
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klinoptilolita jer ne mijenjaju zeta potencijal istih u vodi, tj. njihovi se zeta potencijali u

velikoj mjeri preklapaju.
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Slika 28. =HWD SRWHQFLMDO X P9 oylemd&i pMiuQ dadakRbigvidd |
Ni2* i Pb?*. Zeolit A - panel A; TMAZ *panel B, PMA *panel C, PMAO2 *panel D.

Iz slike 26 PRAH VH ]DNOMX? ORI IOXMRQHWD SRWHQFLMDO ]H
VWRJID ]DNOMXpLWLDGN RWHE LRI QDR SRYUALQX ]JHROLWD L
koagulaciju. Pb* LRQ QH]QDWQR XWMHpPH QD JHWD SRWHQFLMDO
GD NRG QMHJD YHULQRP GRQEHE]LDG@HLRQVRHSIFHPWH LRQD C
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JHROLWD 7LPH EL SUHNR JHWD SRWHQFLMDOD PRJOL UDpX
SRYUEGLQX ]JHROLWD L XGLR LRQD NRML VH LIPMHQMXMX

mehanizam je ionska izmjena.

4.5. 2GUHYyYLY D {end &i/ARZo0lita XPS metodom

2PMHU 6L $O NDUDNWHULVWLPpQR MH VYRMVWYR ]JHRO
kemijskih svojstava materijala. To je broj koji se odnosi na brojnost atoma silicija u
odnosu na atome aluminija, tzv. omjer silicija i aluminija (Si/Al). Vrijednost omjera
6L $O NRULVWL VH X NODVLILNDFLML JHROLWD SD VH pHV
VLOLFD3® |JHROLWL LOL AORZ VLOLFD?3® JHROLWL 2YDM RPMH
MHGLQLpPpQX GUHOLMX JMRGXWWDX ROYHBHRHK SULPDUQH JUDY
JHROLWD awR MH YHuUL XGLR VLOLFLMD X JHROLWX WR MH
hidrofobnim zeolitima. Materijal kvarc, SiO2 J U D jjé{ Qrimjerice samo od SiO4
tetraedara. Smanjeni omjer Si/AlmjerisH NRG KLGURILOQLK JHROLWD 2PM
LIUDpXQDWL QD SRYUaLQL PDWHULMDOD X] SRPRU PHWRGH!
UH]XOWDWD PRAaH L]JUDpXQDWL HPSLULMVEDSIIRUP2XDD SRYU
VH L]JUDPpXQDOD HPSLAdditiV Materij&td) poxéeban je atomski udio
SRMHGLQRJ HOHPHQWD SUHWYRULWL X PDVHQL XGLR D L

grama zeolita.
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Tablica6. 5SH] XOWDWL HOHPHQWQH DQDOL]H ;36 ]D SRYUALQX =

A), u modelnoj otopini crijeva

SDQHO

%

L PRGHOQRM RWRSLQL at

7HPHOMHP SRGDWDND R PDVHQRP XGMHOX Z L PDVH XNX¢
VH PQR&A&LQD RGQRVQR RPMHU

EURMD VLOLFLMD L DOXPLQL

ZEOLIT A Al Si o K Na
w (maseni udio) 0,2023 0,2239 0,3984 0,0327 0,1426
dobiven
m (masa elementa)/ g 0,4046 0,4478 0,7968 0,0654 0,2852
OQRALQD PR| 0,0149 0,0159 0,0498 0,001672 0,012405
(PSLULMVND IRUPXOD SRYU Si/Al
Alg 93Sio,53020,78KNa7 4 1,06
A
ZEOLIT A-CRIJEVA Al Si (@) Na
W (maseni udio) 0,2201 0,2587 0,3906 0,1304
m (masa elementa)/ 0,4402 0,5174 0,7812 0,2608
9
0QRALQD P 0,016315 0,018439 0,0448825 0,011344
(PSLULMVND IRUPXOD SRYU Si/Al
Al 43Si162039,Na 1,13
B
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ZEOLIT A- Al Si O Mg

4(/8'$&
w (maseni udio) 0,1980 0,18528 0,38931 0,22737
m (masa 0,39604 0,37056 1,00182 0,45475

elementa)/ g

OQRALQD ¥ 0,01467 0,01319 0,062613 0,018706
(PSLULMVND IRUPXOD SRY Si/Al
Aly1Si04,7sM01,41 0,90
C

Tablica7. 5H]XOWDWL HOHPHQWQH DQDOL]H ;36 ]D SRYUALQX 7
X PRGHOQRM RWRSLQL FULMHYD SDQHO % L PRGHOQRM

SRGDWDND R PDVHQRP XGMHOX Z L PDVH XNXSQR J
PQRALQD RGQRVEBRIRFMMBUFIEWD L DOXPLQLMD 6L $O QD SR

TMAZ- Al Si (0] Ca K
KRUTINA
w (maseni udio) 0,08613 0,41285 0,463 0,0101922 0,027822
m (masa 0,17226 0,8257 0,926 0,020304 0,05555

elementa)/ g

0QRALQD A 0,006384 0,029394 0,057875 0,000506 0,001428
(PSLULMVND IRUPXOD SRYU Si/Al
Al12,61Si58,080114,37CaKzs 4,60
A
TMAZ-CRIJEVO Al Si O Ca K Fe Na
w(maseni udio) 0,09802 0,399 0,44963 0,00707 0,01912 0,00797 0,01276
m (masa 0,19604 0,798 0,89926 0,01414 0,03824 0,01594 0,025534

elementa)/ g

0QRALQD | 0,007266 0,028408 0,0562 0,000352 0,00098 0,000285 0,00111
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(PSLULMVND IRUPXOD SRYU Si/Al
Als,49Sig9,670197,19Ca1,23K3 43F€ 3,91
B
TMAZ- Al Si o K Fe
a(/8'$&
w (maseni udio) 0,072522 0,45326 0,44458 0,014499 0,005116
m (masa 0,145044 0,90652 0,90916 0,028998 0,010232
elementa)/ g
0,005375 0,032306 0,005725 0,0007433 0,000189
0OQRALQD
Empirijska formula spoja Si/Al
Alpg 37Si175,57031,28K4 061F€ 5,97
C

Tablica 8. 5H]XOWDWL HOHPHQWQH DQDOL]H ;36 ]D SRYUBELQX :
X PRGHOQRM RWRSLQL FULMHYD SDQHO % L PRGHOQRM

SRGDWDND R PDVHQRP XGMHOX Z L PDVH XNXSQR J |
PQRALQD RGQRVQWDRPIMMHIFLEWRL DOXPLQLMD 6L $O QD SR

PMA-KRUTINA Al Si (@) Ca K
w(maseni udio) 0,0707 0,41891 0,47822 0,015965 0,01187
Masa/g 0,1414 0,83782 0,95644 0,03193 0,032374
0OQRALQD H 0,00524 0,029858 0,059775 0,00079805 0,0008298
Empirijska formula Si/Al
Alg 56Si37,41074,0CaK1 o3 57
A
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PMA-CRIJEVO Al Si (0] Ca Fe Na
w(maseni udio) 0,11331 0,3197 0,502 0,010538 0,02427 0,02023 0,0138
Masa/g 0,2262 0,6314 1,004 0,021076 0,04854 0,04046 0,0276
OQRA&LQD H 0,00867 0,0225 0,06275 0,0005267 0,001244 0,00072444 0,0,0012
Empirijska formula Si/Al
Al1g.46Sia2,71011013CaK 2 36F€1,37Na2 27 2,59
PMA-&(/8'$& Al Si O K Fe
w(maseni udio) 0,074311 0,44179 0,44325 0,034952 0,005685
Masalg 0,148622 0,88358 0,8865 0,069904 0,01137
OQRALQD 0,0056986 0,033879 0,05540625 0,00179195 0,000203
Empirijska formula Si/Al
Al2g,07Si166,800272,93Kg 82F€e 5,94
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Tablica 9. 5H]XOWDWL HOHPHQWQH DQDOL]H ;36 ]D SRYU&LQX
$ X PRGHOQRM RWRSLQL FULMHYD SDQHO % L PRGH(
7HPHOMHP SRGDWDND R PDVHQRP XGMHOX Z L PDVH

PQRALQD RGQRVQR RMDHU DBXRMQLWIDDOLEAL $O0 QD SRYUAELQL

PMAO2- Al Si o Ca K Fe
KRUTINA
w(maseni udio) 0,07876 0,39284 0,42872 0,022519 0,02562 0,05155
Masa elementa/g 0,15752 0,78568 0,85744 0,045038 0,05124 0,1031
0OQRALQD P| 0,006 0,028 0,05359 0,0011237 0,00131 0,00184
Empirijska formula Si/Al
Als 33Si24,61047,60CaK1 16F€1,63 4,67
A
PMAO2- Al Si O Ca K Fe Na
CRIJEVA
w(maseni 0,1023 0,41859 0,43595 0,01169 0,014552 0,00663 0,006522
udio)
Masa/g 0,2046 0,83718 0,8719 0,02338 0,029104 0,01326 0,013044
0OQRALQD 0,007538 0,029835 0,05449 0,00005845 | 0,0007443 | 0,0,0002374 0,00056
Empirijska formula Si/Al
Alz1,04Si125,670223,52C82,46K3,13FENa 38 3,93
B
PMAO2- Al Si (0] K Fe
a(/8'$&
w(maseni udio) 0,08864 0,409515 0,478762 0,013205 0,00987
Masa/g 0,17728 0,81903 0,957524 0,02641 0,01974
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0OQRALQD P 0,00657

0,029188 0,059845

0,000677

0,000353

Empirijska formula

Si/Al

AIlS.Glsi82.680169,53K1.91Fe

4,44

2PMHU PRORYD VLOLFLMD L DOXPLQLMD QD SRYU&ALQL L]P
Si/Al za krutine zeolita A, TMAZ, PMA i PMAO2 bez i s tretmanom u modelnim
RWRSLQDPD &4HOXFD L FULMB.BDbGranOnd jd.da/dé onjér bedja F L

s pH modelnH RWRSLQH PRAHPR SUHWSRVWDYLWL NDNR VH L D
LRQD L LRQVNX LIPMHQX PLMHQMD aWR MH DQDOL]JLUDQR X

Tablica 10. 2PMHU EURMQRVWL
odnosno omijer Si/AlodrHYyHQ X] SRPRU PHWRGH ;36 PRAHP®.SULND]I
za krutine zeolita A, TMAZ, PMA i PMAOZ2 bez i s tretmanom u modelnim otopinama

AHOXFD L FULMHYD

VLOLFLMD L DOXPLQLMD QD

ZEOLIT KRUTINA | Materijal tretiran u | Materijal tretiran
modelnoj otopini u modelnoj
AHOXFD | otopinicrijeva
Zeolit A 1,06 0,90 1,13
TMAZ 4,6 5,97 3,91
PMA 57 5,94 2,59
PMAO2 4,67 4,44 3,93
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Omjer Si/Al
N w EaN o

[EnY

Zeolit A TMAZ PMAQO2

o

mKrutna m D} ov }$}%]v 1mi\bdelna otopina crijeva

Slika 29. 3URPMHQD RPMHUD 6L $0 QD SRYU&LQL DQDC
PMA i PMAO2 tretiranh X PRGHOQLP RWRSLQDPD &HOX

4.6. Mjerenje pH vrijednosti suspenzije zeolita u vodi i modelnim otopinama
FULMHYD L AHOXFD

OMHUHQMHP S+ YRGH L PRGHOQLK RWRSLQD FULMHYD L &H
30$ L 30$2 L QD WHPHOMX MHGQDG&EH RWDSDQM™MD JHROLW
xM + yYAI(OH)s +zSi(OH)s SULEOL&QR VPR RGUHGLWL PDNVLPD
RWSXaWHQH RUWRVLOLFLMHYH NLVHOLQH L DOXPLQLMD

vrijednosti pH suspenzija zeolita u vodi i modelnim otopinama prikazane su u tablici
11.
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Tablica 11. Osnovne vrijednosti pH suspenzija zeolita A, TMAZ, PMA i PMAO2 u
YRGL L PRGHOQLP RWRSLQDPD FULMHYD L aHOXFD
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=D PRGHOQX RWRSLQX A&HOXFD L FULMBY)D RGUHYHQD MH NF

Korelacija4H i omjera Si/Al za modelnu otopinu
crijeva

y =-4,6784x + 6,1595
Zg A 1UBOIT

Si/Al
w

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
4HH-10 minuta nakon mjerenja pH

A

Korelacija4oH i omjera Si/Al za modelnu otopinu
I op

¢ y =-1,5571x + 5,4361
Zo A TUGGEE

Si/Al
w

0 0,5 1 15 2 2,5 3
4 %eqdmah nakon dodatka zeolita

B

Slika 30. Prikazuje ovisnost promjene pH o Si/Al omjeru za testirane zeolite:
Panel A: Ovisnost (pH i omjera Si/Al za testirane zeolite u modelnoj otopini
crijeva; Panel B: Ovisnost (pH i omjera Si/Al za testirane zeolite u modelnoj
RWRSLQL AaHOXFD

SURPMHQH S+ RGUHYHQH VX QDNRQ SRVWL]DQMD
otopinu crijeva toje QDNRQ PLQXWD GRN MH |]D PRGHOQ
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nakon dodatka zeolita u otopinu.

Tablica 1 2. Ovisnost pH vrijednosti i razlika izmjerenih pH vrijednosti ( G pH) ultra-
b L WadEl nakon dodatka zeolita A, TMAZ, PMA i PMAO2 uz prikaz omjera Si/Al za

svaki pojedini materijal.

pH zeolitne suspenzije uultra-pLVWRM Y

Tretman zeolit A TMAZ PMA PMAO2

0 min (prije dodatka zeolita)- 5,73 5,74 6,9 5,47
ultra-pLVWD YRG

Dodatak zeolita (nakon1 min) 11,23 9,08 9,2 8,85
Inkubacija nakon 4 sata 9,35 7,51 7,81 7,66
Dekantirana suspenzija 9,32 6,98 7,03 7,12

(centrifuga 14000 rpm)

Dekantirana suspenzija 9,33 7,15 7,42 7,39
(ultracentrifuga 140000 rpm)

0 S {promjena pH) nakon tretmana u ultra -
PLVWRM YRGL

Prije dodatka zeolita 0 0 0 0
Dodatak zeolita (nakon 1 5,5 3,34 2,3 3,38
minute)
Inkubacija nakon 4 sata 3,68 1,77 0,91 2,19
Dekantirana suspenzija 3,59 1,24 0,13 1,65

(centrifuga 14000 rpm)

Dekantirana suspenzija 3,6 1,41 0,52 1,92
(ultracentrifuga 140000 rpm)

Omijer Si/Al (XPS) za pojedini 1,06 4,6 5,7 4,67

zeolit
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Tablica 13. Ovisnost pH vrijednosti i razlika izmjerenih pH vrijednosti ( G pH) modelne
RWRSLQH aHOXFD QDNRQ GRGDWND JHROLWD $ 704=

za svaki pojedini materijal.

pH zeolitne suspenzije u modelnoj otopini

AH@X
Tretman zeolit A TMAZ PMA PMAO2
0 min (prije dodatka zeolita)-
. 1,05 1,01 0,88 1,19
modelna RWRSLQD a
Dodatak zeolita ( nakon 1
) 4,15 1,97 0,93 1,23
minute)
Inkubacija nakon 4 sata 6,97 1,93 1,86 1,91
Dekantirana suspenzija
) 6,66 2,01 1,92 1,95
(centrifuga 14000 rpm)
Dekantirana suspenzija
) 6,81 1,97 1,85 1,93
(ultracentrifuga 140000 rpm)
S+ SURPMHQD S+ QDNRQ

PRGHOQRM RWRSLQL aH

Prije dodatka zeolita 0 0 0 0
Dodatak zeolita (nakon 1
) 3,1 0,96 0,05 0,04
minute)
Inkubacija nakon 4 sata 5,92 0,92 0,98 0,72
Dekantirana suspenzija
) -0,31 0,08 0,06 0,04
(centrifuga 14000 rpm)
Dekantirana suspenzija
) 0,15 -0,04 -0,07 -0,02
(ultracentrifuga 140000 rpm)
Omijer Si/Al (XPS) za
. _ 1,06 4,6 5,7 4,67
pojedini zeolit
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Tablica 14. Ovisnost pH vrijednosti i razlika izmjerenih pH vrijednosti ( G pH) modelne
otopine crijeva nakon dodatka zeolita A, TMAZ, PMA i PMAO2 uz prikaz omjera Si/Al

za svaki pojedini materijal.

pH vrijednost zeolithe suspenzije u modelnoj

otopini crijeva

Tretman zeolit A TMAZ PMA PMAQO2
0 min (prije dodatka zeolita)-
) . 5,69 6,71 8,61 6,50
modelna otopina crijeva
Dodatak zeolita (nakon 1
) 9,99 8,17 8,31 8,10
minute)
Inkubacija nakon 4 sata 8,97 7,09 7,25 7,18
Dekantirana suspenzija
. 8,88 7,05 7,04 7,10
(centrifuga 14000 rpm)
Dekantirana suspenzija
, 9,00 7,06 7,14 7,15
(ultracentrifuga 140000 rpm)

0S+ SURPMHQD S+ QDNRQ

modelnoj otopini crijeva

Prije dodatka zeolita 0 0 0 0
Dodatak zeolita (nakon 1
) 4,3 1,46 0,3 1,6
minute)
Inkubacija nakon 4 sata 3,28 0,38 -1,36 0,68
Dekantirana suspenzija
. -0,09 -0,04 -0,21 -0,08
(centrifuga 14000 rpm)
Dekantirana suspenzija
. 0,12 0,01 0,1 0,05
(ultracentrifuga 140000 rpm)
Omjer Si/Al (XPS) za pojedini
_ 1,06 4,6 5,7 4,67
zeolit
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IzrezutDWD PMHUHQ MeD] BN CPNRALMR.ONNOBW.RUHDJLUDMX OX3aQDWHF
hidroksidne ione u suspenziju bilo da se radi o vodi ili modelnim otopinama.

Posljedica je to ionske izmjene koja se doJDy D reakciji iona u zeolitima s
PROHNXODPD YRGH DOL L RWDSDQMB NRGVYWIROLIDHM HIEG & IO\
stvaranja aluminijevog hidroksida i ortosilicijeve kiseline u reakcijama aluminijevih i

silicijevih tetraedara s molekulama vode. Na temelju rezultata dobivenih mjerenjem

S+ X NRUHODFLML V RPMHURP 6L $0 XMW PHWHRQRRIP]D3IPHB R & /I
VH GR VOLMHGHULK NRUHOBFLMD SULND]DQLK QD VOLFL

Ovisnostomjera 4oH iinicijalnogpHu odnosu na
omjer Si/Al zdestiranel }o]8 p T op p

5,7
5 4,67 4,6
<4 y =-1,4237x + 5,4274
7 Zo A 1UGTSA
3
2
1,06
1
0
0e
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5

Omijer $H/inicijalni pH

A
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Ovisnosiomjera 4H iinicijalnogpHu odnosu namjer
Si/Al zaestiranezeolite u crijevu

. 4.6.67
45 LA

Si/Al
N
o1

y =-6,8078x + 6,2073
15 Zo A TUGGRG e, 108

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

$H/inicijalni pH

Ovisnost omjeradH i inicijalnog pH u odnosu na omjer
Si/Al za testirane zeolite u vodi

.
6
® 57
5
. @ ¢.67
— 4
<
(%)
3 y =-7,5887x + 8,7371
Zo A 1UGIG
2
1 ® 1,06
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
SHH/inicijalni pH
C

Slika 31. Prikazuje ovisnost udjela promjene pH vrijednosti svakog zeolita o
ovisnosti s omjerom Si/Al krutog zeolita za svaku modelnu otopinu i vodu. Panel A:
Ovisnost omjera OpH i inicijalnog pH o omjeru Si/Al za testirane zeolite u modelnoj
RWR SLQ L PatiOBX Bsnost omjera (pH i inicijalnog pH o omjeru Si/Al za
testirane zeolite u modelnoj otopini crijeva; Panel C: Ovisnost omjera (pH i

inicijalnog pH o omjeru Si/Al za testirane zeolite u vodi.
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,] UH]XOWDWD VH PR aH siVani¢® Mdfgal W Lvrii@ddoss Rpatda omjer

6L $O 6WRJD MH J]HROLW $ QDMOXaQDWLML D 30% JHROLW
DQDOL]JH PR&H VH L]JUDpXQDWL RVOR®BRHaaLU U2 @LFLM L D
YROXPHQD YRGH LOL PRGHOQLK RWRSLQD aHOXFD L FULM

SRYU&GLQH 15 DEOLFD

Tablica 15. 3UHGYLYHQH PDVH RWSXdWHQRJ DOXPLQLMD $0O
testiranih zeolitnih materijala LJUDAHQLK X PJ X PRGHOQLP RWRSLQDPI

Modelna otopina crijeva ORGHOQD RWRSLC(
Al Si Al Si
Zeolit A 339 mg 371 mg 355 mg 400 mg
TMAZ 78 mg 85 mg 82 mg 92 mg
PMA 63 mg 69 mg 66 mg 81 mg
PMAQO2 77 mg 84 mg 81 mg 91 mg

% X G Xa [e pH crijeva blizak S+ YRGH X RYRP HNVSHULPHQWX RYL
podaci mogu aproksimirati kao dnevni unos aluminija i silicija u organizam. Mase

Al(OH)3 i Si(OH)4 su stoga stehiometrijski prikazane u tablici 16.
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Tablica 16. 6 WHKLRPHWULMVNL L]JUDRXIQINOHL P Dnddeini®O 2+

RWRSLQDPD FULMHYD L AaHOXFD X] GRGDWDN JHROLWD $ 7
prikazani u mg.

Modelna otopina crijeva ORGHOQD RWRSLC(
Al(OH)s3 Si(OH)4 Al(OH)s3 Si(OH)4
Zeolit A 980 mg 1270 mg 986 mg 1369 mg
TMAZ 225 mg 290 mg 237 mg 327 mg
PMA 182 mg 236 mg 190 mg 277 mg
PMAQO2 222 mg 287 mg 234 mg 311 mg

7THPHOMHP RYLK L]UDpXagtDda B Zedlit VAHolR Stapa u modelnoj
RWRSLQL aHOXFD GRN VH NO/AVQR SWDL DR SRISEADE [BPNDXV H U L M D
XGMHOD DOXPLQLMD X SRYU&aALQL §HIROH)WdBne sk QMO WUDFL M
17 % X Gdalje pH crijeva blizu pH vode u ovoP HNVSHULPHQWX RYR PR
DSURNVLPLUDWL NDR GQHYQL XQRV DOXPLQLMD L VLOLFL
DIJHQFLMD ]D KUDQX L OLMHNRYH )'$ LPD QD VYRP SRSLV.
160 mg Al(OH)s V PJ PDJQH]LMHYRJ WULVL RotigtitDi & BputdlMd HN VH P
GDQ aWR EL ]QDpLOR GD NOLQRSWLOROLWQL PDWHULMDO
granicu. Zeolit A bi prelazio. Koncentracije aluminijevog hidroksida i ortosilicijeve

kiseline u 200 mL vode prikazane su u tablici 17.
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Tablica 17. 6 WHKLRPHW UL M \Kbincentratlj® pAXAHR W Bi(OH)2 u 200mL
modelnih otopina zeolita A, TMAZ, PMA i PMAQO2. Rezultati su prikazani u mmol/L.

CRIJEVO a(/8'$&
Al(OH)3 Si(OH)4 Al(OH)3 Si(OH)4
A 62 mmol/L 66 mmol/L 66 mmol/L 71 mmol/L
TMAZ 14 mmol/L 15 mmol/L 15 mmol/L 16 mmol/L
PMA 12 mmol/L 12,3 mmol/L 12 mmol/L 14 mmol/L
PMAO2 14 mmol/L 15 mmol/L 15 mmol/L 16 mmol/L

Prema Exeleyu hidroksialuminosilikati tipa HAS» nastaju kada reagira jednak omjer
aluminijevog hidroksida i ortosilicijeve kiseline 4@ 3UHPD RYRM WDEOLFL
NROLPLQX KLGURNVLDOXPLQRVLOLNDWD NRG NOLQRSWLOR
treba napomenuti da analiza nije ispravno napravljena. Ostatak od aluminosilikata
slobodna e RUWRVLOLFLMHYD NLVHOLQD 3UHPD RYLP SRGLEL
ortosilicijeve kiseline daje PMAO2, s obzirom na to da zeolit A koagulira pri toj

vrijednosti pH.
4.7. Brunauer £mmett 7 HOOHU % (7 D Q DeOraidijalaRY U&aL Q

SRGDFL R VSHFLILPQRM DNWLY QRsM z& Bnélidd bvQjstveP DWHUL |
DGVRUSFLMH RGUHYHQLK PROHNXOD PROHNXOD SOLQD LC
YHUD VSHFLILPQD DNWLYQD SRYU&aGLQD WR M¥zavjeluL EUR
PROHNXOD 3RYUALQH WHYVW Lsu BQraKer Ehir@tt fheller RBEDHVYH QH

analizom. Dobiveni rezultati su prikazani u tablici 18.
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Tablica 18. Brunauer F£mmett £Teller analiza zeolitnih materijala Zeolit A, TMAZ,

30 L 30%2
devijacija metode <0,5%.

LIUDAHEIDVHORPLQD SRUD L]JUDAHQD MH X QP

UZORAK 9,4(72y.$67% % ( 9HOLpPLQD SRU
32954a,1% °¢gP)
Zeolite A 3,2 997,4
TMAZ 28,7 996,8
PMA 29,4 374,3
PMAO2 30,7 258,3

S5HIXOWDWL VX SRND]DOL GD NOLQRSWLOROLWQL PDWHULLI
JHROLWD $ 8VSRUHYXMXUL YHOLpPLQX pHVWLFH V QMH]LQR
]JDNOMXpLWL GD aWR MH PDQMD NOLQRSWLOROLWQD QDQI
povUaLQD 7DNRYyHU VH PRA&H YLGMHWL UD]JOLND VYRM
WULERPHKDQLpPpNL REUDYHQRJ NOLQRSWLOROLWD 30% L 3C
70%$= QD QDpLQ GD 30%$ L 30$2 WHRUHWVNL PRJX DGVRU
.RUHODFLMD YHOVUSHGHIpHYAV ISR LWALQH NOLQRSWLOROLWQ

na slici 31.
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Slika 32. 2YLVQRVW YHOLPLQH pHVWLFH
ULMDOD 70%= 30% L 30%$2 R VSHFLILD
tih dvaju svojstava.

48. .DSDFLWHW LRQVNH LIPMHQH DGVRUSFhWt |[HROLWD ]D W

=D RGUHYyLYDQMH NDSDFLWHWD LRQVNH L]JPMHQH DGV
TMAZ, PMA i PMAO2 in viro NRULaAWHQ MH PRGHO PXOWLPHWDOQH
elementarnu analizu GFAAS. Metali Pb, Cd, Hg, As, Cr i Ni su stoga, u suspenziju
GRGDQL NDR PXOWLPHWDOQL VWDQGDUG D NRQFHQWUDF
SRpPHWNX WH QDNRQ LQNXEDFLMH PHWDOD VD JHIROLWLPD
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Tablica 19. GF-AAS elementna analiza koncentracija metala u modelnim otopinama

AHOXFD L FULMHYD X] GRGDWDN J JHROLWD $ 70%$= 30$%
PHWDOD RGUHYHQD MH QD SRPHWNX SRNX\WiDetalnblgSRV UH G (
standarda u suspenziju zeolita te nakon inkubaFLMH 6WDWLVWLPpNL UHOHYDC

R]QDpHQL ]YMH]GLFRP 5H]SOWDWL VX SULND]DQL NDR SF
PHWDOD “UHODWLYQD 6
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Ovim eksperimentom dokazalismo GD |JHROLWL PRJX ELWL DGVRUEHQVL
Najbolji kapacitet uklanjanja metala iz suspenzije zeolita i multimetalnog standarda

imao je Zeolit A koji je jedini vezao i Hg. Svi su zeoliti imali veliku sposobnost

uklanjanja Pb pri niskom pH modelne ot RSLQH aHOXFD S +anje PBNA$, XNODQ
&U X PRGHOQRM RWRSLQL FULMHYD S+ 8 MWAHRUHGEL
vezao Ni, Cr i As a u usporedbi s TMAZ bolje je uklanjao Pb i As u modelnoj otopini

crijeva. U istoj je otopini TMAZ bolje uklanjao ione Cd.

Tablica 200 3UHGORAHQL DILQLWHW YH]DQMD LRQD PHWDOD ]I
podataka iz Tablice 19.

ZEOLIT Masa/g Redoslijed kapaciteta iona
ZEOLIT A 2 Pb2*>Ni?*>Cr3*>Hg?*
TMAZ 2 Hg?*>Cr3*>Ni2*>As3*>Ph?*
PMA 2 Pb2*>Cd2?*>Cr3*>As3">Ni?*
PMAO2 2 Pb2*>Cr3*>As3*>Ni2*>Cd?*
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Korelacija omjera Si/Al i udjela izmjenjenih iona Pb2+ u
u} ov}i }8}%]v] 1T op

TMAZ
6 PMA....®
[T e
DUPMAOZ
3 PMA02 --------------------
G-) ------------------------
5, e
o
33 y = 0,3478x 14,795
%) Zo A iUGRARI
2
1
0
54,5 55 55,5 56 56,5 57 575 o e .
UdioizmjenjenogW - u} ov}i }8}%]v] T op

Slika 32. Korelacija omjera Si/Al i udjela izmijenjenih iona Pb%* u modelnoj otopini
AHOXFD

Ako u obzir uzmemo podatak kako je zeta potencijal pri niskoj pH vrijednosti
klinoptilolitnih materijala bio jednak onima dobivenim u izmjeri s Pb?" ionima,
SUHWSRVWDYOMDPR NDNR MH GRAOR GR LIPMHQH LRQD D

kod Ni%*, jer se za nikal mijenjao zeta potencijal klinoptilolitnih materijala (Slika 28).

6NHQLUDMXUD HOHNWURQVND PLNURVNRSLMD 6(0 V HC

spektroskopijom (EDS)

6NHQLUDMXUD HOHNWURQVND PLNURVNRSLMD 6(0 }
GLIUDNFLMVNRP VSHNWURVNRSLMRP ('6 RPRJXUXMH QD
kristala iz otopinaisusSHQ]J]LMD WH XWYUyYyLYDQMD HOHPHQWQRJ VD\
RYRPH UDGX VPR SURYHOL VQLPDQMH SRYUALQH JHROLWQL

PMAOQ?2, taloga zaostalih nakon dekantiranja i centrifugiranja njihovih suspenzija sa
svthom analL]H UD]JOLND X SRYUA&LQL & Radlize Ipfpteka Btapanjd UL M D O D

zeolitnih materijala u vodi (slike 33- 36).
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C D

Slika 33. Snimke zeolta A te SULSDGDMXULK VXVSHQ]LMD

HOHNWURQVNH PLNURVNRSLMH 6(0 SUL SRYHUDQLU
dekantirane suspenzije ultra- p L WMHE, Panel B: Suspenzija nakon centrifugiranja

pri 4000 rpm; Panel C. Suspenzija nakon centrifugiranja pri 14000; Panel D:

6XVSHQ]LMD QDNRQ FHQWULIXJLUDQMD SUL L
Si/Al opserviranih kristala: za panel A 0,9; za panel B 27,6; za panel C 28; Za

panel D: 3.
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Slka 34. 6QLPNH JHROLWD 70%$= WH SULSDGDMXUuULK
HOHNWURQVNH PLNURVNRSLMH 6(0 SUL SRYWADR

dekantirani suspenzije ultra- p L VWabE; Panel B: Suspenzija nakon centrifugiranja

pri 4000 rpm; Panel C: Suspenzija nakon centrifugiranja pri 14000; Panel D:

6XVSHQ]LMD QDNRQ FHQWULIXJLUDQMD SUL L
Si/Al opserviranih kristala: za panel A 7; Za panel B 100; Za panel C 63; za panel

D samo Si signal.

6(0 DQDOL]D =HROLWD $ L 70$= SRND]XMH NDNR VX pHVWLF
RPMHU 6L $0 SRYUALQH NUXWLQH GRELYHQ ('6 DQDOL]RP
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Nakon prvog centrifugiranja u suspenziji (panHOL % RVWDMX PDQMH pHVW
NULVWDOL IRUPLUDQL RWDSDQMHP SRYU&ALQH NRML SRNCL
RGQRVQR PRJXUH VH RGQRVH QD NULVWDOH WRSOMLYLK IF
IDNRQ GUXJRJ FHQWULIXJLUDHQWMODLFSDRBOQMHIYXGM HVOD p6 L

YHUHJ YROXPHQD aWR ]QDpL GD MH JXVWRUD PDQMD 1DNR

ostaje oligomerna ortosilicijeva kiselina (panel D).

C D

Slika 35. 6QLPNH JHROLWD 30%$ WH SULSDGDMXULK V
HOHNWURQVNH PLNURVNRSLMH 6(0 SUL SRYPMWMADIQ
dekantirane suspenzije ultra- p L WWadEE, Panel B: Suspenzija nakon centrifugiranja
pri 4000 rpm; Panel C. Suspenzija nakon centrifugiranja pri 14000; Panel D:
6XVSHQ]LMD QDNRQ FHQWULIXJLUDQMD SUL L
Si/Al opserviranih kristala: za panel A 4,7; Za panel B 93; Za panel C 114; za panel

D samo Si signal.
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EDS analiza zeolita PMA pokazuje omjer Si/Al u skladu s XPS rezultatima. Nakon

SUYRJ FHQWULIXJLUDQMD X VXVSHQ]LML SDQHOL % RVW
IRUPLUDQL RWDSDQMHP SRYUALQH NRML SRNDMNpKat X YHUL
GUXJRJ FHQWULIXJLUDQMD SDQ wQ L&adjefdoGsHicije,Hh ko WLFH V
ultracentrifugiranja uglavnom ostaje oligomerna ortosilicijeva kiselina (panel D).

Rezultati za PMAO2 zeolit YUOR V X X\ Fe@u@abrpaza PMA zeolit.
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Slika 36. 6QLPNH JHROLWD 30%$2 WH SULSDGDMXULK
HOHNWURQVNH PLNURVNRSLMH 6(0 SUL SRYPMADD
iz dekantirane suspenzije ultra-p LV Wdde; Panel B: Suspenzija nakon
centrifugiranja pri 4000 rpm; Panel C. Suspenzija nakon centrifugiranja pri 14000;
3DQHO ' 6XVSHQ]LMD QDNRQ FHQWULIXJLUDQMD S
omjera Si/Al opserviranih kristala: za panel A 5,8; Za panel B 75; Za panel C 103;

za panel D samo Si signal.
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4.10.Invivo VWXGLMD QD aWDNRULPD
4.10.1. 5D]JLQH PHWDOD L PLQHUDOD X SOD]JPL L RUJDQLPD

3RNXV VD |GUDYLP a4WDNRULPD LPDR MH ]D FLOM DQD
30$ L 30$2 QD UDJLQH PHWDOD L PLQHUDOD X SOD]PL L RU
jajnici, bubreJ L NRVW ALYRWLQMD NRMH VX GQHYQR KduDQMHQH
RG GDQD RGQRVQR DQDORJQR L X &LYRWLQMD NRMH VX
3RVHEQR VPR &HOMHOL SRWYUGLWL LOL RGEDFLWL KLS
klinoptilolitnih matHULMD V REJLURP QD DOXPLQLM WH SUDWLWL
KRPHRVWD]X PHWDOD L PLQHUDOD X ]JGUDYLK &LLYRWLQM]
Koncentracie PHWDOD L PLQHUDOBGRIGBHJWHRHIDRQLPD &LYRWLQN
ILJLRORANLK NRQFHQWUDFLMD2PHWDOD L PLQHUDOD 7DEOL
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Tablica 21. 3SRpHWQH UD]LQH PHWDOD L PLQHUDOD RGUHVHQH
NDR PMHUD ILJLRORANLK NRQFHQWUDFLMD PHNWWO@D L PLQ
.RQFHQWUDFLMH L]JPMHUHQLK HOHPHQDWD X SOD]PL L]JUI
NRQFHQWUDFLMH LIPMHUHQLK HOHPHQDWD X RUJDQLPD X F

Element

ORGAN Na Mg Al Si P Ca Fe Mn

Koncentracija| mg/mL | mg/mL R/L mg/mL mg/mL | mg/mL | mg/mL Ry/L

Plazma 3274,08| 23,86 7,80 3,73 137,77 | 105,69 8,02 2,55

Koncentracija| mg/kg | mg/kg R/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg | mg/kg

Mozak 1270,21} 199,0 | 247,00 1,81 3243,51 | 4602,72| 185,89 | 19,68

Wou 1650,21| 104,54 | 637,06 2,84 1974,49 | 3257,28| 120,60 | 108,12

Kost 7681,03| 5747,96| 952,41 6,18 128332,3| 2202,11| 313003,3| 62,28

Jetra 622,33 | 172,96 | 175,97 2,70 2666,46 | 4014,76| 39,43 | 450,53

Jajnici 1076,83| 128,08 | 128,08 4,93 1520,03 | 2299,95| 56,25 70,78

Bubreg 1689,43| 224,34 | 369,14 1,71 2832,43 | 2989,42| 88,51 99,54

Element

ORGAN Co Cu Zn As Se Cd Sn Pb

Koncentracija| Ry/L Ry/L Ry/L R/L Ry/L Ry/L Ry/L RI/L

Plazma 0,80 | 1660,90| 1620,02| 42,25 382,24 0,04 0,67 0,22

Koncentracija| Ry/kg R/kg R/kg R/kg R/kg R/kg R/kg R/kg

Mozak 444,85 4,31 | 2888,26| 14112,51| 55,27 121,54 0,10 1,60

Wou 223,89 | 7,98 | 1925,11| 26886,11| 936,46 | 319,85 0,87 4,30

Kost 570,47 | 215,72 | 877,26 | 215596,06| 151,66 | 108,55 0,74 17,74

Jetra 2855,95| 21,19 | 5446,44| 33970,60| 418,85 | 1429,98| 13,20 2,48

Jajnici 281,48 | 5,47 | 1107,54| 13412,21| 130,35 | 197,19 0,94 5,25

Bubreg 977,90 | 320,88 | 15719,0) 27243,05| 154,32 | 1367,15| 28,78 11,95
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Tablica 22. Smanjenje ili povisivanje metala i nemetala u plazmi i organima

primjenom Zeolita A, klinoptilolitnih materijala i koloidnog silicija. Strelicama gore i

GROMH R]QDpHQH VX VWDWLVWLPNL ]QDpDMQH SURPMHQH
(p<0.05). 0 xnegativna kontrola; 1 +pozitivha kontrola (AICk LQWRNVLFLUDQH AaLYF
2-AlCIs LQWRNVLFLUDQH ALYRNCEk @tbksici UTHRFD BWYRWLQMH  70$%:
AIClz LQWRNVLFLUDQH ALYRIGILOQOWRNSQFLUDQH ALYRWLQMH
AICk LQWRNVLFLUDQH ALYRWLQMH IXGR]

Na|Mg | Al |Si|P|Ca|Fe|Mn |Co|Cu|Zn|As| Se|Cd| Sn|Pb| K
P1O| p| p|[p|p p| p p p p| p|p
L{2] 9] 9] 9| p 9| p p p 9|l pl p
Al3| 9| 9| p|p Pl p p p 9| p| p
Z|14] 9| 9| pl p 9] p p p 91 p| 9
MIS| 9] 9| p|p Pl P p p Pl p| 9
Al6| p| 9|/ p|p Pl p p p Pl pP| 9
1

Na| Mg |Al|Si|P| Ca|Fe|Mn | Co|Cu|Zn|As| Se| Cd| Sn| Pb| K
MO 9 9| 9 9| p 9
O|2]| p 91 9 9| p 9
Z 3| p 9] 9 9] 9 9
Al4| p 9| 9 9| 9 9
KI5 p pl p 91 9 9

6| p 9| 9 9| 9 9

1

Na| Mg |Al|Si|P| Ca|Fe|Mn | Co|Cu|Zn|As| Se| Cd| Sn| Pb| K
JIO| p p 9 9 p|p
E|2| 9 p 9 plp
T|3| p p 9 9 plp
R4 9 p 9 9 p|lp
AlS5| 9 p 9 plp
6] 9 9 9| p
1

Na| Mg |Al|Si|P|Ca|Fe|Mn | Co|Cu|Zn|As| Se| Cd| Sn| Pb| K
B|O 9 9 9 9 9
ul2 9 p 9 9 9
B |3 9 9 9 9 9
R |4 9 9 9 9 9
E|5 9 p 9 9 9
G| 6 9 9 p 9 9
1

Na|Mg | Al |Si|P|Ca|Fe|Mn |Co|Cu|Zn|As| Se|Cd| Sn|Pb| K
J|0 9 9] 9 9 9 9
A2 9 9] 9 9 9 9
J|3 9 9] 9 9 9 9
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N |4 9 9] 9 9 9 9
I |5 9 9] 9 9 9 9
C|6 9 91 9 9 9 9
I |1
Na|Mg | Al|Si|P|Ca|Fe|Mn | Co|Cu|Zn|As|Se|Cd| Sn|Pb| K
Ol 9] 91 pl 99 9 91 9] 9] 9 9] 9 pl9
2 91 919199 9 91 9] 9] 9 9| p pl9
K|i3| 9] 9| p|l 9]9 9 9] 9| 9| 9 pl p 9] 9
O|4] 9| 9| p| 99 9 91 9] 9] 9 9| p 919
S5 9| 9/ pl] 99 9 91 9] 9] 9 pl p 91 p
T|6] 9] 9| p 9] 9 9] 9] 9] 9 p| p 9|l p
0 9
Na|Mg | Al|Si|P|Ca|Fe|Mn | Co|Cu|Zn|As|Se|Cd| Sn|Pb| K
P|O p 91 9 9| 9 9 919
L|2 p p|l 9 9| 9 9 9| p
Uu|3 p p|l 9 9| 9 9 9| p
4 p p| p 9| 9 9 9| p
A|5 p pl p 9|1 9 9 91 p
6 p Pl p 9| 9 9 p|p
1

Tablica 23. Smanjenje ili povisivanje metala i nemetala u plazmi i organima

primjenom Zeolita A, klinoptilolitnih materijala i koloidnog silicija. Strelicama gore i

GROMH R]QDpHQH VX VWDWLVWLPpNL |1QDpDMQH SURPMHQH >
(p<0.05). 0 xnegativna kontrola; 1 *pozitivna kontrola (AICIs LQWRNVLFLUDQH &LYF
2A - |G UDY blinfeL+Yzeolit A; 3A - AICIs ]GUDYH ALYRWLQM+tkzdrave0$=  $
ALYRWLQMH-]808DYSH ALYRWLQMH]GBDY¥H ABYRWLQMH /XGR]

Na|Mg| Al | Si| P |Ca|Fe|Mn|Co|Cu|Zn|As| Se|Cd| Sn|Pb| K
P| O
L{12] 9| 9] 9] 9 9| 9 9 9 9| 9| 9
Al2Al 9| 9| 9] p 9| p p p Pl pP| P
Z|SA| 9| 9| p| p 9| p 9 p Pl p| p
M| 4A| 9| 9 p| p 9| p 9 p 9] pl 9
A|5A 9| 9 pl p 9| p 9 p p| p
6A| 9| 9| p| p 9| p p p 9| p| p
Na|Mg| Al | Si| P |Ca|Fe|Mn|Co|Cu|Zn| As| Se|Cd| Sn|Pb| K
M| O
Ol 1] p Pl p p| 9 p
Z 2A| p 9| 9 Pl p 9
A[SA] p pl p pl 9 p
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Iz tablica22.i23 PR&aH VH |[DNOMXpLWL GD GROD]L GR RWSXawDQ
kalcijevih iona u plazmu od strane NOLQRSWLOROLWQLK PDWHULMDOD =
u plazmu, dok Klinoptilolitni materijali smanjuju aluminij u plazmi. Isto tako dolazi do
VPDQMHQMD DUVHQD X SOD]PL RG VWUDQH NOLQRSWLORO
GREAOR GR LQWmR NRGLODXIPMRMID X ALYRWLQMD NRMH VX SU|
aluminijevog klorida. U jetri dolazi do smanjenja aluminija u plazmi primjenom
klinoptilolitnih materijala. Svi klinoptilolitni materijali smanjuju razinu aluminija u jetri
nakon intoksikacije DOXPLQLMHYLP NORULGR PdetaRaikaciGKR X PIROMN QML
NRML VH KWLR XRpLWL X RYRP UDGX ,DNR MH KUDQD FHU\

metali poput olova, kadmija i arsena tako da analiza tih metala nije reprezentativna.

4.10.2. Izolacija RNA

Za potrebe provedbe DNA-PLNURpPLS DQDOL]H QDNRQ HNVWUDN
RGUHYHQD MH QMH]LQD NRQFHQWUDFLMD L pLVWRUD 6YL X
WHPHOMHP XWY U psb@ahdijdRA260R280De §u podvrgnuti daljnjoj analizi.

4.10.3. Provjera integriteta izoliranin RNA molekula

1DNRQ SURYMHUH NRQFHQWUDFLMH L pLVWRUOH 51% N
51$ PROHNXOD X] SRPRU DQDOL]JH QD JHOX SUL pHPX VH
6 L 6 ULERVRPVNH 51% SRWRPB EJWDMHGEDNPRNURpPLS D
SRWUHEQR MH LPDWL 5,6 EURM 51% YHuUL RG aAaWR ]JQC
GHJUDGLUDQH 5H]XOWDWL DQDOL]H LQWHJULWHWD 518% X]
PLNURPLS DQDOL]X SULND{P®QRL VX QD VOLNDPD
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Red na Grupa RIS broj
elektroferogramu

A0l ODUNHU YI

A02 0 7,8
AO3 0 7,3
A04 1 9,2
A05 1 9,2
AO6 2 8,6
AQ7 3 8,6
A08 4 7,6
A09 5 8,1
Al0 6 8,9
All 5A 8,3
Al2 pufer

Slika 37. Elektroferogram prvog seta izoliranih molekula RNA. Analiza
HOHNWURIHURJUDPD SULND]DQD MH WDEOLpPQR L (

redak elektroferograma i eksperimentalnu grupu iz pokusa in vivo.
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Red na Grupa RIS broj
elektroferogramu

C0o1 ODUNHU YH

Co02 0 6,8
C03 0 7,0
co4 1 7,6
CO05 1 8,1
Co06 2 7,9
co7 3 8,7
Cco8 4 7,9
C09 5 6,9
C10 6 6,2
Cl1 5A 8,1
C12 pufer

Slika 38. Elektroferogram drugog seta izoliranih molekula RNA. Analiza
HOHNWURIHURJUDPD SULND]DQD MH WD E Odbpi@QRn& ¢

redak elektroferograma i eksperimentalnu grupu iz pokusa in vivo.
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Red na Grupa RIS broj
elektroferogramu

A0l ODUNHU YH

A02 0 7,9
AO03 0 8,0
A04 1 8,8
A05 1 8,7
A06 2 8,4
AO07 3 6,7
A08 4 8,8
A09 5 8,1
Al0 6 7,4
All 5A 8,0
Al2 Pufer

Slika 39. (OHNWURIHURJUDP WUHUHJ VHWD L]JROLU
elektroferograma prikazanaje WDEOLPQR L GRQRVL SRGDWNH

redak elektroferograma i eksperimentalnu grupu iz pokusa in vivo.
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4.10.4. Diferencijalna genska ekspresija po grupama i analiza funkcije gena u
programu PANTHER

1IDNRQ REUDGH '1$ PLNURPLSRYD X] SRPRU NRPHUFLMDOCQC
platformu Feature Extraction, tekstualne datoteke analizirane su X] SRPRuU SURJUDPD
Genespring. $QDOL]D MH SURYHGHQD XVSRUHGERP HNVSUHYV
VNXSLQDPD VD VWDWLVWLpPpNRP 1QDpDMQR&E&UX RG S L S
puta u odnosu na normalizirani, najmanje eksprimiran gen (Tablica 23).

Diferencijalno eksprimirani geni dodatno su analizirani platformom Panther

http://www.pantherdb.org/ V FLOMHP XWYUyYyLYDQMD IXQNFLMH L VLJ

navedeni geni sudjeluju.

Analiza diferencijalno eksprimiranih gena provedena je za grupe:

za grupu O - negativnu kontrolu

grupul- LQWRNVLFLUDQHsALYRWLQMH V $0&0
grupu5A- ALYRWLQMH WUHWLUDQH JHROLWRP 30%2

grupu5- ALYRWLQMH Wt #bdatkehDRMAOR @ediita
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Tablica 24. 3BRSLV GLIHUHQFLMDOQR HNVSULRb$D@IK sIHQD X

ACls L KUDQMHQLK JHROLWRP 30%$2 JUXSD X RGQRVX QD S
intoksicirane AlCls, grupa 1)

Simbol gena Naziv gena Ekspresijski Promjena Funkcija

status (grupa ekspresije

5) (engl. fold

change)
A_43 P20274 3RYLAH 2,5
A_44 P669616 3RYL&EH 55

Sfrpl sekretorni frizzled- 3RYLAH 4,0 6HNUHWRUQL SUI
odnosni protein 1 u vezanje Wnt i

antagonizira Wnt

signalizaciju.
Fam160b2 Obitelj VD VOLY| 3RYLAH 2,3 Stupa u interakciju s
u sekvenci 160, bisfenolom A; C60
b O BZ) fulerenom; aflatoksinom B1
(Ortolog).
LOC683722 Fgfrl onkogeni B3RYLAH 21 Kodira za protein koji
partner ispoljava

homodimerizacijsku
aktivnost (ortolog); protein
kinazno vezanje (ortolog);
protein tirozinski kinazni
LQKLELWRU RUW,
u negativnu regulaciju
protein kinazne aktivnosti
(ortolog); pozitivha
UHJXODFLMD VW
(ortolog); pozitivha
UHJXODFLMD V
migrupamacije (ortolog);
1DYyHQ X FHQWU
(ortolog); jezgrama

(ortolog); perinuklearnoj
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regiji citoplazme (ortolog);
Stupa u interakciju s
2,3,7,8-
tetraklorodibenzodioksino
m (ortolog); 2,4-
diaminotoluenom (ortolog);
4,4-diaminofenilmetanom
(ortolog).

A _64 P007279 3RYLAH 2,2
LOC103691658 Nekarakterizirani 3RYLAaH 2,2
LOC103691658
LOC102555026 Nekarakterizirani 3RYLaAH 2,3
LOC102555026
Sntn sentan, cilijarni 3RYLAH 2,1 Stupa u interakciju s
apikalni strukturni bisfenolom A; furanom ;
protein 3,4-
metilendioksimetamfetamin
om (ortolog).
Cryl Kriptokrom 3RYLAH 3,5 Ovaj gen kodira flavin

cirkadijarni sat 1

adenin nukleotid vezni
protein koji je glavha
komponenta cirkadijarnog
oscilatorskog kompleksa
koji regulira cirkadijarni sat.
Ovaj gen je uzvodno
reguliran s Clock/Arntl
heterodimerima, ali onda
smanjuje ekspresiju
uzvodnom regulacijom u
poviaWQRM VSUH]L
Per/Cry heterodimer za
interakciju s Clock/Arntl.
Polimorfizam ovog gena je

povezan s promjenom
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ULWPD VSDYDQM
protein MH aLURNR |
ELOMNDPD L aL]
*XELWDN JHQD )
UH]XOWLUD X V
cirkadijarnog ciklusa u

potpunom mraku.

Sp8

Sp8 transkripcijski
faktor

B3RYL&H

2,1

Kodira za protein koji
ispoljava vezanje metalnih
iona; vezanje nukleinskih
NLVHOLQD 8N
dorzalno ventralnu
formaciju (ortolog);
HPEULRQVNX O
morfogenezu; proksimalno
distalnu formaciju (ortolog);
Stupa u interakciju s
3,3,5,5-
tetrabromobisfenolom A
(ortolog); 3,4-
metilendioksimetamfetamin
om (ortolog); aflatoksinom
B1 (ortolog).

Hist1h2bh

Histonski klaster
1, H2bh

3RYLAH

2,0

Kodira za protein koji
ispoljava protein
homodimerizacijsku
aktivnost; Sudjeluje u
sistemskom lupus
eritematoznom putu;
1DYyHQ X FLWRVR
ekstracelularnim
egzosomima (ortolog);
nukleoplazmi (Ortolog);
Stupa u interakciju s
oktilfenolom; 6-propil-2-

tiouracilom; 7,12-

9¢



dimetiltetrafenom.

Rassf8 5DV SRYH]X 3RYLAH 2,3 8NOMXpHQ X DG
(RalGDS/AF-6) vezne spojeve ; signalni
obitelj domena prijenos; Povezan s
pbODQ - 1 karcinomom malih stanica
terminalni SOXuD 6WXSD X
6-propil-2-tiouracilk;
alaklor; bisfenol A.
Tac3 tahikinin 3 3RYL&EH 2,3 Navodni tahikininski
protein 3
A _64_P023355 6QLAHC 2,1
A 64 P073829 6QLAHC 3,0
LOC102551726 Nekarakterizirani 6QLAHCQ 2,3
LOC102551726
Nri1d2 Nuklearna 6QLAHCQ 3,3 2YDM JHQ NRGL
receptorska obitelj nuklearne hormonske
*UXSD ' P receptorske obitelji,
VSHFLILp GuRoMitsIlj
UHFHSWRUD .R
protein ima ulogu
transkripcijskog represora i
ulogu u cirkadijarnom ritmu
i metabolizmu
ugljikohidrata i lipida.
A 42 _P829933 6QLAHC 2,1
Slc35d2 6ROXWQL ( 6QLAHC 2,1 B8NOMXpHQ X SI

obitelji 35 carrier
obitelji 35 (UDP-
GIcNAc/UDP-
glukozni
WUDQVSRUY
D2

nukleotid-ugljikohidratni
transmembranski
WUDQVSRUW 1
Golgijevom aparatu
(ortolog); Stupa u
interakciju s 14-
betaestradiolom; 2,4-
dinitrotoluenom; 2,6-

dinitrotoluenom.
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Amdhdl

Amidohidrolazna

domena 1

6QLAHQ

24

Kodira za protein koji
ispoljava hidrolaznu
DNWLYQRVW G|
ugliik-G XaLN YH]H
SHSWLGX X FLN
BNOMXpHQ X KL
NDWDEROLpPNL |
glutamata i formamida;
Sudjeluje u histidinskom
PHWDEROLpPpNRI
histidinemija bolesnom
SXWX 1DYVHQ X F
Stupa u interakciju s indol-
3-metanolom;
troglitazonom; 2,3,7,8-
tetraklorodibenzodioksino

m (ortolog).

RGD1309362

60LpDQ LW
inducibilnoj GTPazi

6QLAHQ

66,7

Kodira za protein Kkoji
ispoljava GTP vezanje;
Stupa u interakciju s 4-

(etoksimetilen)-2-
feniloksazol-5-on; 6 *
propil-2-
tiouracilom;kadmijevim

dikloridom.

Fntb

farnesiltransferaza,
CAAX box, beta

6QLAHQ

2,1

Beta podjedinica
transferaze enzima;
povezuje farnezil Grupama
na cistein u ras i drugih
membranski vezanih

proteina.

Lrtomt

Leucin bogata
transmembrana i
O-
metiltransferazna

domena

6QLAHQ

2,1

Kodira za protein koji
ispoljava katehol O-
metiltransferaznu aktivnost

RUWRORJ 8N
auditivni receptorski
VWDQLpQL UD]Y]
NDWHKRODPLQVN
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proces (ortolog); senzorna
percepcija zvuka (ortolog);
BRYH]DQ V YLaH
DEQRUPDOQRVWL
autosomalno recesivna 63
RUWRORJ XU
JHQH W blpsi rt&log);
I1DyHQ X FLWR
QDVOLMHYHQR
interakciju s bisfenolom A;
furanom; 17 beta-

estradiolom (ortolog).

,GHQWLILFLUDQL GLIHUHQFLMDOQR jHING\HIIWL /LU D Q D QH CBX
stanica jetara:

x

Angiogenezu

x

Cirkadijalni satni geni

*HQD XNOMXPpHQLK X +XQWLIJWRQRYX EROHVW

A % H V N UL36igDaini, guwnt)

x

x



Tablica 25. Popis diferencijalno eksprimiranih gena u zdravih, neintoksiciranih
AWDNRUD KUDQMHQLK JHROLWRP 30%2 JUXSD $ X RGQF
]JGUDYH QHWUHWLUDQH ALYRWLQMH JUXSD

L Promjena
Ekspresijski .
. . ekspresije .
Simbol gena Naziv gena status (grupa Funkcija
5A) (engl. fold

change)

o o OLAML KRPRORJ P
kinezinska obitel]

Kifc2 3RYLAH 2,1 ulogu u aksonalnom
pbODQ &
transportu.

kodira za protein koji

ispoljava vezanje

mikrotubula (ortolog);
XNOMXpHQ X VWD(
QD KODGQRUX H
SRJLWLYQL UHJXO
FLOLMD RUWRO

aksonemalnim mikrotubulima

,GHQWLpD
LOC317471 | KLSRWHWLpPQR 3RYL&H 80
MGC35182.

(ortolog); centriolima

(ortolog);

Kodira za protein koji
ispoljava karbonat
dehidrataznu aktivnost;
XNOMXpHQ X KRH
kloridnih iona; asociran s
Carl2 XJOMLPpQD DQ 3RYLAH 2,2 KLSHUNORUKLGUR
integralnoj komponenti
membrane; stupa u
interakciju s 17-beta-
estradiolom;2,3,7,8-
tetraklorodibenzodioksinom;

bisfenolom A.

LOC102549464 TBC1 domena 3RYLAH 3,5

LOC102553173 3RYL&H 2,2

nekarakterizirani

10
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LOC102553173

Col20al

Kolagen , tip XX, alfa
1

BRYL&H

2,9

1DYyHQ X HNVWUD

SRGUXpMX VWXSIO

s amonijevim kloridom;
bisfenolom A; C60

fulerenom.

Rpl10l

VOLpDQ ULER
proteinu L-10

3RYL&H

4,8

8NOMXpHQ X VSHU
(ortolog); Povezan s

neoplazmom prostate ;

QDVHQ XjNdo<omdlrivj
podjedinici; membrani;

;jezgri; Stupa u interakciju s
amonijevim kloridom;

benzo[a] pirenom;
bisfenolom A.

Hsp90aal

A4DSHURQ
(citosolni), klasa A,

pODQ

3RYL&H

2,3

OROHNXODUQL 4
XNOMXpHQ 1D L]

R & W H {prb@ibdkao i u
ATP-ovisnom strukturiranju

proteina.

Akl

adenilat kinaza 1

3RYL&H

2,1

Katalizira konverziju ATP-a u
AMP do ADP-a u
metabolizmu adenin

nukleotida.

Brd1l

bromodomena
VDGUADYDMX
1

3RYLAH

2,0

Kodira za protein koji
ispoljava vezanje histona:
BNOMXpPpHQ X RG]
HOHNWULPQL VWL
na imobilizacijski stres;
KLVWRQ DFHWLO
u put histonske modifikacije;
povezan s napadajima;
SRUHPHUDMLPD D
VSHNWUD %LSRODO
QDYVHQ X GHQGU
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perikarionu; Kompleksu
MOZ/MORF histon
acetiltransferaze; stupa u
interakciju s 2,3,7,8-
tetraklorodibenzodioksina ;
4-amino-2,6-dinitrotoluena;
bisfenola A.

LOC102554877

Nekarakterizirani
LOC102554877

3RYL&H

2,0

Schip1

AYDQRPLQ
LQWHUHDJLUL
1

3RYL&H

2,0

Kodira za protein koji
LVSROMDYD LG
proteinsko vezivanje
RUWRORJ XN(
PHWDEROLpPNL
estrogena (ortolog);
morfogenezu lica (ortolog);
UD]JYRM aHQVNLH
(ortolog); Stupa u interakciju
s beta-naftoflavonom;
bisfenolom A; dibutil

ftalatom.

LOC100909928

Nekarakterizirani
LOC100909928

3RYL&H

2,2

OIr35

olfaktorni receptor 35

3RYL&H

2,2

Olfaktorni receptor koji stupa
u interakciju s mirisnim
molekulama u nosu ,
]JDSRPLQMH LQL
neuronskog odgovora za
percepciju mirisa. Olfaktorni
UHFHSWRU SURWH
velike obitelji G-proteinskih
receptora (GPCR) koji
dolaze od jednog
kodiraM XiHJ HJ]R(
Olfatorni receptori dijele 7-
transmembransku strukturu s

puno neurotransmitera i

hormonskih receptora i
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ogovorni su za
prepoznavanje za G-protein
signalizaciju. Olfaktorna
receptorska obitelj gena je
QDMYHUOUD X JHQ

A_64_P181171

BRYbhéaH

22,2

Glrx2

Glutaredoksin 2

3RYL&H

2,2

Kodira za protein koji
ispoljava protein disulfidnu
oksidoreduktaznu aktivnost ;
XNOMXpHQ X VWD
odgovor na superoksid;

odgovor na vodikov
SHURNVLG QD}
dendritima; mitohondrijskom

matriksu; tijelu neurona;

intereagira s 2,6-

dinitrotoluenom; bisfenolom

A; dialil sulfidom.

Dtna

distrobrevin, alfa

3RYL&H

3,0

Kodira za protein koji
ispoljava PDZ veznu
domenu: Povezan
kardiomiopatijom (ortolog);
1DYyHQ X DNVRQX
Stupa u interakciju s
bisfenolom A, cisplatinom;

dibutil ftalatom

RT1-A3

RT1 klasa I, lokus A3

3RYLAH

2,9

tetraklorodibenzodioksinom;

Antigensko procesiranje i

DXWRLPXQL WLUR

put; stupa u interakciju s
2,3,7,8-

2,4-dinitrotoluenom; 3-

kloropropan-1,2-dionom.
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Lcn2

lipokalin 2

3RYL&H

2,8

OLaML KRPRORJ L
./ SRY O DindtutirRmno]

apoptozi.

Rgma

RGELMDMXUuD

molekula obiteljski
pbODQ $

3RYL&H

2,3

Kodira za protein koji
ispoljava koreceptorsku
aktivnost (ortolog);
glikoproteinsko vezanje
(ortolog); vezanje receptora

RUWRORJ 8NQ
negativnu regulaciju
aksonske regeneracije;
negativnu regulaciju
neuronskog projekscijskog
razvoja; Sudjeluje u
morfogenezi kostiju-
signalnom putu; Povezan s
epilepsijom; Temporalneg
dijela; Ozljedi oka;
Penetriranju;Srednjoj
FHUHEUDOQRM DU

neuronskoj projekciji;
VWDQLpPpQRM SRYU
endoplazmatskom
retikulumu (ortolog); Stupa u
interakciju s bisfenolom A;
17-alfa-etinilestradiol;
(ortolog); 2,3,7,8-
tetraklorodibenzodioksinom
(Ortolog).

RT1-O1

RT1 klasa Ib, lokus
o1

3RYL&H

50,2

Antigensko procesiranje i
DXWRLPXQL WLUR
put; stupa u interakciju s

tioacetamidom.

LOC102546369

nekarakterizirani
LOC102546369

3RYL&H

3,1

Sema3c

sema domena
imunoglobulinska

domena (lg), kratka

3RYLAH

2,0

Kodira za protein koji

ispoljava semaforinsko

receptorsko vezanje




RUWRORJ XN(

ED]LPQD GRH
sekrecijski,
(semaforin) 3C

aksonsku vodljivost (ortolog);

UHPRGHOLUDQMH
RUWRORJ VUpL
ventrikulnu morfogenezu
(ortolog); Povezan s

artritisom, reumatoidnim
(ortolog); napadajima

RUWRORJ

ekstracelularnom egzosomu
(ortolog); ekstracelularnom

1D\

prostoru (ortolog); stupa u
interakciju 17beta-estradiol;

6-propil-2-tiouracil; bisfenol A

.LVHOL JOLNRSUR

regulaciju gustoj-kori

domesnku domenu 1

Chga kromogrupamanin A 3RYLAH 2,1 grupamanina biogeneze u
neuroendokrinim i
endokrinim stanicama.
nekarakterizirani
LOC103690665 3RYLAH 2,0
LOC103690665
gonadotropin-
RVOREDVDMX{
8NOMXpPpHQ X LQ
OXWHLQL] .
RYXODFLMH PRa
Gnrh1 RVOREDYDMX{ 3RYLA&H 2,0 o
apoptozu prednjeg dijela
hormone 1 . L
o . stanica hipofize.
(luteinizing-releasing
hormone)
Kodira za protein koji
ispoljava vezanje metalnih
LRQD 8NOMXDpH
VDGUAL WX
Tdrd1 3RYLAH 20 PHWLODFLMX X

generiranje gameta (ortolog);
JHQVNR XWLaDYD(
razvoj zametnih stanica
RUWRORJ 1D}
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kromatoidnom tijelu;
citoplazmi; intracelularnom
ribonukleoproteinskom
kompleksu; Stupa u
interakciju s 1,3-
dinitrobenzenom; bisfenolom
A; 2,3,7,8-

tetraklorodibenzodioksinom.

LOC102549526

3RYL&H

2,5

Spirel

spire-tip actin
nukleacija faktor 1

3RYL&H

2,0

Kodira za protein koji
ispoljava vezanje aktina:
XNOMXpHQ X RU/
citoskeleta (ortolog):
SRQDADQMH X VWU
1DYyHQ X VWDQLpPQ
citoplazmatskoj vezikularnoj
membrani (ortolog) ; stupa u
interakciju s 17-beta-
estradiolom;6-propil-2-

tiouracil; bisfenol A.

Clics

intracelularni kanala

za kloridne ione 5

3RYL&H

2,5

Naponom ovisni kloridni
NDQDO NRML PRA&H

funkciji bubrega.

Cdk1

ciklin ovisna kinaza 1

6QLAHC(

3,5

navodni protein koji
NRQWUROLUD VW

homolog S. Pombe.

A_44_P496643

6QLAH

3,4

Tamm41l

TAMA41,
mitohondrijski
translokator i

RGUADYDMXI
homolog

(S.cervisae).

6QLAHC(

2,1

Kodira za protein koji
ispoljava fosfatidat
citidiltransferaznu aktivnost;

XNOMXpHQ X ND
ELRVLOQWHWLpPNL §
mitohondriju; interagira s

bisfenolom A; oksaliplatinom;




topotecanom.

Rbbp4

retinoblastoma vezni

protein 4

6QLAHC

2,0

Kodira za protein koji
ispoljava DNA-ovisnu
ATPaznu aktivnost: histon
deacetilae vezanje;
nukleosomalno DNA
vezanje (ortolog); 8N O M?>
u odgovor na ATP-ovisno
kromatinsko remodeliranje
(ortolog); kromatinsko
SUHXUHYLYDQMI
Sudjeluje u CHD kodiranju
proteina koji ispoljava
DNA-ovisnu ATPaznu
aktivnost; histon
deacetilazno vezanje
(ortolog)histon
deacetilazno vezanje
(ortolog), Hedgehog
signaliziranje, put
histonske modifikacije,
QDYHQ X MHiUUI
kompleksu; citosolu; stupa
u interakciju s bisfenolom
A, stilbestrolom; indol-3-

metanolom.

A_64_P013243

6QLAH

29

Mpv17I

6QLAH

2.2

Kodira za protein koji
ispoljava receptorsko
YH]JLYDQMH RUWR
u negativnu regulaciju
biosinteze vodikova
peroksida (ortolog);
negativnu regulaciju
mitohondrijske vanjske
PHEUDQH XNOM
DSRSWRWLpPNL V
PHWDEROLpPNL SUR
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kisikovih vrsta (ortolog);
QDYHQ X LQWUDI
membrani vezan za organele
(oortolog); mitohondriju
(ortolog); peroksisomu
(ortolog); Stupa u interakciju
s2,3,7,8-
tetraklorodibenzodioksinom;

bisfenolom A .

2ELWHOM Q

otopljene supstance

BNOMXpHQ X %03
RUWRORJ VWDQI
nedostatak cinka; razvoj oka

RUWRORJ 1Dy

bazolateralnoj memebrani ;

Slc39a5 6QLAHC( 2,0
39 (cinkov ekstracelularnim
transport H U bO egzosomima; Stupa u
interakciju s bisfenolom A;
Dekabromodifenil oksidom;
furanom.
faktor odgovora
LOC102549812 | seruma homolog A- 6QLAH( 10,1
like
Kodira za protein koji
patatin-VOLpPpQ ispoljava trigliceridnu lipaznu
Pnpla5 fosfolipazna domena 6QLAH( 5,0 aktivnost; stupa u interakciju
5 s 2,6-dinitrotoluenom;
bisfenolom A.
A 44 P883462 6QLAHC( 2,3
OLAML KRPRORJ PH
o kao transkripcijski faktor da
transkripcijski faktor . ) -
Tcf19 19 6QLaHC( 2,0 regulira gensku ekspresiju
WLMHNRP SURJUH
ciklusa.
proteasom (prosome, .RPSRQHQWD PXO
Psma2 macropain) 6QLAHC( 2,0 komponente proteinaznog

podjedinica, alfa tip 2

kompleksa.
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SULMHQRYV HGLM
spektra organskih aniona
XNOMXUXMXuL ax
Slcola2 6QLAHC( 2,0 estrogenske konjugate,
ouabain i digoksin, mogu biti

XNOMXMHRNVKPQ

digoksina.

ATP-vezna kazeta (ABC),
peroksisomalni polu-

transporter s ALDRP koji
ATP-vezna kazeta

Abcd? podobitelji A, ALD, 6QLAH( 46
pODQ

formira funkcionalni
heterodimer; mutacija u
ABCD proteinu uzrokuje X-
YH]XMXiX

adrenoleukodistrofiju.

,GHQWLILFLUDQL GLIHUHQFLMDOQR HNWGSIUHPY UDDLOIHD B XXV

stanica jetre:

x Kolesticokinin receptorsku signalnu mapu

x De novo sintezu purina

x Signalni put gonadotropin-RWSX&aWDMXuHJ UHFHSWRUD
x Upalni proces reguliran preko kemokina i citokina

x Signalizaciju integrina

X Signalni put Parkinsonove bolesti

x P53 signalni put



Tablica 26. Popis diferencijalno eksprimiranih gena AICls

JUXSD X RGQRVX QD QHJDWLYQX NRQWUROX
Simbol gena Naziv gena Ekspresijski Promjena Funkcija
status ekspresije
(engl. fold
change)
Tmem179 transmembranski 3RYLAH 3,9 1DYHQ NDR LQWH
protein 179 komponenta membrane:
Stupa u interakciju s
bisfenolom A; furanom;
2,2'4,4'55'-
heksaklorbifenilom (ortolog)
Cadps Ca++ ovisni 3RYLAH 2,6 Igra ulogu u kalcijevom ion-
sekrecijski aktivator ovisnoj egzocitozi u
neuroendokrinim stanicama
Tmeml4a transmembranski 3RYLAH 50
protein 14A
Cyp7al citokrom P450, 3RYL&H 51 Katalizira konverziju
obitelj 7, subobitelj kolesterola, NADPH i kisika u
a, polipeptid 1 7- .-hidroksikolesterol,
NADP(+) i vodu. Igra ulogu u
bLRVLQWH]L &XpQ
metabolizmu kolesterola.
Sbkl SH3 domena vezna 3RYLAH 3,0 serine/treonin protein kinaza
kinaza 1 koja se eksprimira
dominantnije u razvoju mozga
LOC103693279 nekarakterizirani 3RYLAH 4.9
LOC103693279
LOC102553864 Nekarakterizirani 3RYLAH 2,6
LOC102553864

11

(¢%)
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Spink1 inhibitor serinske 3RYLAH 4,2 JXaWwWHUDpPLQ VHNU
peptidaze, Kazal tip
1
Nrld2 Nuklearna 3RYL&H 3,5 2YDM JHQ NRGLU
receptorska nuklearne hormonske
subobiteljl, Grupa receptorske obitelji ,
' pODQ VSHFLILp Q RoHlitglji V
receptora. Kodirani protein
ima funkciju transkripcijskog
UHSUHVRUD L PRA&
u cirkadijarnom ritmu i
metabolizmu ugljikohidrata i
lipida.
Sultlc3 Sulfotransferazna 3RYLAH 2,5 =D PXaNL VSRO V
obitelj , citosolna, sulfotransferaza koja
& pODQ katalizira sulfataciju N-
hidroksi-2-
acetilaminofluorena:igra
ulogu u bioaktivaciji N-
hidroksiarilamina u jetri.
LOC292603 VOLPQBHMNDI 3RYL&H 2,5
vezna domena
Tmeml4a transmembranski 3RYLAH 7,6
protein 14A
Klhi25 kelch- obitelf pOD| 3RYLA&H 2,4 8NOMXpHQ X XEL

25

(ortolog);proteinska
XELNYLWLQDFLMI
ubikvitin-RYLVQL NDW
proces RUWRORJ 11
Cul3-RING ubikvitin
ligazijskom kompleksu
(ortolog); citoplazmi (ortolog);
Stupa u interakciju s 2,3,7,8-

tetraklorodibenzodioksin; 2,4-
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dinitrotoluena; bisfenol A

Ackr2 DWLSLpQL N 3RYLAH 2,1 CC-kemokinski receptor;
receptor 2 PRJXUH MH GD LP
imunosti placente i
hematopoezi.
Tnfaip2 Faktor tumorske 3RYL&H 2,3 Asociran s artritisom,
nekroze, alfa- interagira s 2,3,7,8-
induciran protein 2 tetraklorodibenzodioksinom:
benzo [a] pirenom,
bisfenolom A.
Ascl3 achaete-scute 6QLAH( 10,3 OLAML KRPRORJ
obitelj bHLH WUDQVNULSFLMX
transkripcijski faktor XORJX X UD]JYRM
3 slinovnica.
A 43 P16225 6QLAH( 2,8
Rabif RAB 6QLAHC( 2,4 Kodira za protein koji
inWHUUHDJL ispoljava vezanje cinka
faktor RUWRORJ XNOMX
regulaciju GTP-azne
aktivnosti; proteinskog
transporta; male GTPazne
signalne transdukcije;
Interagira s 2,4-
dinitrotoluenom; amonijevim
kloridom; bisfenolom A.
Lingo4 Leucin bogato 6QLAaHC( 2,0 S8NOMXpHQ X SR

ponavljanjeilg 4

domena.

regulaciju slaganja sinapsi
RUWRORJ QDY
integralna komponenta
membrane: stupa u
interakciju s bisfenolom A;
vinclozolinom; 2,3,7,8-

tetraklorodibenzodioksinom
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(ortolog).

Ppm1k Proteinska 6QLAHC( 2,0 Kodira za protein koji
fosfataza , ispoljava vezanje metalnih
Mg2+/Mn2+ ovisha iona;protein serin/treonin
, 1K IRVIDWD]QD DNWLY
u proteinsku defosforilaciju;
QDYHQ X PLWRKH
interagira s 2,3,7,8-
tetraklorodibenzodioksinom;
2,4-dinitrotoluenom;
bisfenolom A
Scd2 Stearoil-koenzim A- 6QLAHC( 3,4 (Q]JLP XNOMXpHQ X
desaturaza sinteze oleinske kiseline u
SHULIHUDOQRP 3
sustavu.
A 44 P194939 6QLAHC( 59
Ascl3 achaete-scute 6QLAH( 9,1 OLAML KRPRORJ
obitelj bHLH WUDQVNULSFLMX
transkripcijski faktor XORJX X UD]JYRM
3 slinovnica.
Ccdc152 6DGUAL ]DY 6QLAHC( 2,1 Intereagira s 6-propil-2-
domenu 152 tiouracil;bisfenol A; diuronom.
LOC103692469 Nekarakterizirani 6QLAHC( 2,0
LOC103692469
A _42_P819067 6QLAHC( 6,6
Proml prominin 1 6QLAHC( 2,4 Inducira ekspresiju 3-fosfat
gliceraldehid dehidrogenaze
*$'3+ PRaH LJUDW
homeostazi glukoze.
Lonrf3 LON peptidaza N- 6QLAHC( 2,0 Kodira za protein koji

terminalna domena

ispoljava cink ovisno vezanje.
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Stupa u interakciju s

L NUp&iGL

bisfenolom A; flutamidom,
furanom.

A_44_P273515

6QLAH(

2,2

2,8

Ovaj gen kodira flavin adenin

Cryl

Kriptokrom
cirkadijarni sat

protein 1

6QLAH (

54

nukleotid vezni protein koji je
glavna komponenta
cirkadijarnog oscilatorskog
kompleksa koji regulira
cirkadijarni sat. Ovaj gen je
uzvodno reguliran s
Clock/Arntl heterodimerima,
ali onda smanjuje ekspresiju
u povratanojspre]L NRUL
Per/Cry heterodimer za
interakciju s Clock/Arntl.
Polimorfizam ovog gena je
povezan s promjenom ritma
VSDYDQMD .RGLU
MH 8LURNR RpXYD
ALYRWLQMDPD *XE
PLAHYD UH]XOWLUI
cirkadijarnog ciklusa u
potpunom mraku

.RGLUD ]D SURWHL

Zbtb16

Cinkovi prstii BTB
GRPHQD NRM
16

6QLAH(

za metilirani histon (ortolog).
Sudjeluje u negativnoj
regulaciji transkripcije s
promotora RNA polimeraze II
(ortolog); pozitivna regulacija
metilacije histona H3-K27
(ortolog); diferencijacija
PDWLpPpQLK VWDQL
sudjeluje u putu modifikacije
KLVWRQD QDYHQ
kompleksu (ortolog); u
interakciji s trans- UHW L Q F




kiselini; bisfenolu A;

kadmijevom kloridu.

Tcplll2

t-komplex 11,

testis- V S H F LKdop

2

6QLAH(

2,1

Stupa u interakciju s 2,3,7,8-
tetraklordibenzodioksinom;
2,4-dinitrotoluenom; 2,6-

dinitrotoluenom.

Ano7

anoktamin 7

6QLAH(

2,0

Ljudski homolog se
eksprimira epitelnim
stanicama prostate i tumoru

prostate.

A_44_P883462

6QLAH

2,0

A_44_P1364260

6QLAH(

2,7

Identificirani geni uneseni su u web platformu za Kklasifikaciju gena Panther

http://www.pantherdb.orqg/

SUHPD NRMRM MH XWYUVHQR GD VX

XN O M X p H Q LsignainDputisténitai jetre: cirkadijalni satni geni.
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5.  RASPRAVA

Trovanje topljivim aluminijevim solima opisano je u literaturi, a povezuje se s
nizom bolesti, poput PLNURFLVWLpPpQH DQHPLMH RVWHRPDODI
neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimera, Parkinsonove bolesti, autizma itd.
[54]. lako je aluminij zastuplien u ljudskom organizmu, njegova uloga smatra se
QHIJDWLYQRP L QLMH X FLMHORVWL UDIMDaAaQMHQD 'RVDGLEL
QD QMHJIRYX WhRershup@ REMWRP EROHVWL 7R VH QDMbpHAuU!
kemijskom interfere QFLMRP DOXPLQLMD V IL]JLROR&NLP PHWDO
SRUHPHUDMD X UDGX HQ]JLPD L ELRORAGNLK SURFHVD 7DNF
OLSLGQX SHURNVLGDFLMX RNVLGDWLYQL VWUHV UHPHW
biomolekule, te remeti hormonsku homeostazu [87]. Terapija nakon trovanja
DOXPLQLMHYLP VROLPD XN OpMXdiRkeHré&ta AlukhidijuR&lik, Dd® L Q
izaziva QL] QHAHOMHQLK QXVSRMDYD SRSXW JXELWND
WURPERFLWRSHQLMD UHQDOQIB88W & NGVOLQ Q&RYMWH. GNRIEW D UD N W
GRND]D R SRYHUDQRP RSWHUHUHQMX HNRVXVWDYD SD WDN
MH DOXPLQLM WUHUOL SR I DVWXSOMHQRVWL X =HPOMLQRM |
QMHJRYH VYH YHUH HNVSORDWDFL MdagahjeL @u@xijavinkaL ML 1H
XWMHFDM QD aLYL VYLMHW SD WDNR SULPMHURR&BHL QD
nagomilavati yRYMHN VWRJD LPD NDR pODQ KUDQLGEHQRJ OI
SRYHUDQH NROLPLQH DOXPLQLMD X HNRVXVWDYX MHU Mt
VYMHGRFL VPR VYH YHUHJ XWMHFDMD L NLVHOLK NLaD QD ¥
ciklus i trenutho nH SRVWRML QDpLQ ND[BBR BSOVRHIDL MK LMVUYCDMNIL QI
GHWRNVLNDFLMH DOXPLQLMD NRML EL LPDR PDQMH LOL QH
OMXGH L ALYRWLQMH

8 RYRP GRNWRUDWX SURYHGHQR MH LVWUDALYDQMH XS
prirodnog zeolita klinoptilolita, za koji se G U arema prethodnim rezultatima iz
znanstvene OLWHUDWXUH VPDWUD GD PRaH LPDWL YDaQX XORJ>
aluminija[22]. 6SHFLILPQR LVWUDAHQALMXND]|VNRBRO®QOR/ YD L ELROF
zeolta kKILQRSWLOROLWD SULSUDYOMHQRJ ]D RUDOQX DS
PLNURQL]DFLMH QD VXENURQLpPQR WURYDQMH DOXPLQLMH
organizma tijekom 42 dana. Od fizikalno-kemijskih svojstava klinoptilolitnih materijala
REUDYHQD Wuenal spekirbgkopija tehnikom KBr pastile, atenuirana totalna
UHIOHNVLMD REMH V )RXULHURYRP WUDQVIRUPDFLMRP Gl
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potencijal, rentgenska fotoelektronska spektroskopija, mjerenje pH vrijednosti u vodi i

modelnim otopinama, % (7 DQDOL]D VSHFLIIlpQtid assndijadioeka
LIPMHQD WHaGNLK PHWDOD WH VNHQLUDMXuUD HOHNWUR
elektronskom disperzijskom spektroskopijom.

=HROLWL X SULURGL GROD]H NDR QDNXSLQH PLQHUDOD NR
MH VDGUADM ]J]HROLWD L YLAH OLQHUDOL V QLALP SR
bentonit, kristobalit, kalcit, feldspar ili kvarc [3] 9D&aQR MH PHYXWLP QDSRPHQ
naspram ovih kristalnih oblika zeolita u prirodi VH QDOD]H L |JHROLWL NRML VD
bLMH MH Gddasrd RY DR MWLAsko zdravije [89] RVRELWR VWRJD aWR LC
ELRPROHNXOH XNOMXpH Q H[9%,98 DEMEOEKR adehntijs 24 RifuHINd$t

hrane (EFSA) u svom L]Y M Havodi kako je prirodni zeolit klinoptilolit siguran za
RUDOQX DSOLNDFLMX ALYRWLQMD L OMXGL pD/Nrahe)X YUOR
[10]. Zadnjih desetlje ia stoga je provedeno niz ispitivanja V. SR]JLWLYQLP ELROR
XpL@NRYRJ PDWHULMDOD X23LY%RWROQEWDL LXPIMXAL ]DVLIXUCQC
SURL]JOD]H L] VSHFLILPQH SRUR]JQH VWUXNWXUH NOLQRSWL
izmjene pL &&Hromjene RpHNXMX X NLVHOLP SBYDUREDMRRD VX RWR
radu je, primjerice, detaljnom analizom tehnikom KBr pastile pokazano kako dolazi

do strukturnih promjena klinoptilolitnih materijala nakon njihove obrade u modelnim
RWRSLQDPD FULMHYD L AHOXFD XVOLMHG WwDihMiojdtd X S+ 6
400-4000 cm?. Zeolitni su materijali, W D N Ry lewdm radu snimani i metodom

atenuirane totalne refleksije 700-4000 cm™. Promjene na ATR-,5 QLMH ELOR PRJX]
GHWHNWLUDWL ]JERJ RJUDQLPHQRJ UHALPD VQLPDQMD .R
valnim brojevima 1075 cm, 602 cm? te 468 cm? s omjerom Si/Al testiranih
klinoptilolitnih materijala. U obzir su uzete vrpce koje govore o Si-O-Si, Si-O-Al, Al/Si-

0O, 0O-Si-O, O-AlI-O istezanjima ili savijanjima vezama prijavljenim u literaturi za

klinoptilolit i aluminosilikate [92,93]. Dobivene jake korelacije omjera Si/Al s
SRYUALQRP YUSFL SUL Y DO QY B02GCck® MAB6& &P Didu u prifdy

razvoju metoda baziranim na ovoj metodologiji za brze testove kontrole kvalitete
klinoptilolitnih materijala s obzirom na to da su zeoliti podijeljeni s obzirom na omjer

6L $O NDR JHROLWL V QLVNLP VUHGQMLP L YLVRNLP XGMH
RGUHYLYDQMX VSHFLILPpQ it d8dapatuN DX LNV HzdH @inidvieRzeolite

klinoptilolite TMAZ, PMA i PMAO2 kako MH SRYUELQD!QBIuD &WR MH YHUL X
VLOLFLMD 7R MH X VNODGX L L]IPMHUHQ Lra ty ¢thije. Fe2deGMHORP
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Si-2 RQD V YLAH HQHUJ2ZMWRRMBH H]SERYWAaLQD |JHROLWD DQDO|
LIPMHUH YHUD ,VWR WDRWR3LPRGHOQRHYD MH YHUD GHD
SRVOMHGLFX LPD SRYLAHQMH BRY YEHEILGHE XEMHOBPVLOLFLMD
O-6L DVLPHWULPQRJ LVWH]DQMD .DNR VX 30%$ L 30%$2 ]HR
WULERPHKDQLpPNRP DNWLY D F ldM$RnténhRvnkbmRnikiiz&cbXp L W L
PDWHULMDOD SRYHUDYD XGLR VLOLFOWMDe QdBenadiar UAaLQL
SRWY UnjdtoQdmma BET i ;36 %X@XMH JHROLW $ RGOLpPpQR RWDSTE
mediju [94] na aluminatne ione i ortosilicijevu kiselinu, a ima omjer Si/Al oko 1,1
RpHNLYDOL VPR NDNR UH VH L WHVWLUDQL NOLQRSWLOROL
ali u manjoj mjeri. Rezultati XPS analize pokazali su, naime, u za TMAZ, PMA i

PMAQO?2 omijer Si/Al iznosio je redom 3,91, 2,59 te 3,93. Kod PRGHOQH RWRSLQH aH
GRAOR MH GR YHUH GHDO XP L &ibrfaLuvoitbpibu, RIDKO&R &rDkbeQ M D $ O
VDGUADYDOD YHUL XGLR VLOLNDWQH VWUXNWXUH 8 PRGHC
je redom za TMAZ, PMA i PMAOZ2 5,97, 5,94 i 4,44.

'LQDPLpNLP UDVSUGHQMHP VYMHWORVWL RGUHYHQD MH Y
SRND]DQR MH GD VWXSDQM WULERPHKDQLPpNH DNWLYDFLM}
dvostruko aktivirani PMA i PMAO2 manji od TMAZ-D NRML MH MHGQRP WULER
REUDYWHIOWQR MH WR ]D ELRORANX IXQNFLMX RYLK PDWHULN
QP PRJX XiuL X 0 VWDQLFH HSLWHOD FULMHYD WH YMHL
SRWLpX SUROLIHUDFLMX L GLIHUHQFLMDFLMX LPXQRVQLK \
procese [22]. 8 RYRP UDGX PHYXWLP QLMH LVWUDAHQ XpLQTE
LPXQRORANH SDUDPHWUH ALYRWLQMD JRNXV MH VWDY (
DGVRUSFLMRP L LRQVNRP L]IPMHQRP WH VX SUDUHQD L
VDVWDYD SRYUALQH X VinleHde Xanhfot®@rbosQKreRildita Blokazana je
QMHJRYLP |JHWD SRWHQFLMDORP NRML SUHGVWDYOMD 3HIH
QMHJRYR SRQDADQMH X YRGL @D vidioseFda je potshtljal S+
klinoptilolitnih materijala relativno konstanWDQ 3UL S+! SRQDalkawH PHYX
NLVHOLQD MHU GROD]L GR GHSURWRQDFLMH VLODQROQLK
QHJDWLYQR QDELMHQ 3UL S+ VLODQROQH VNXSLQH VH
GHVWUXNFLMH NULVWDOQH U egetrvoRéshij@wi Rnd IdtoSERGE D UHQR
zeta potencijal olovhog LRQD X YHURM PMHUL SUHNODSD VD JHWD
klinoptilolita. Uz dodatak niklovog iona, zeta potencijal se mijenjao u kontaktu s
klinoptilolitom. Metodom preklapanjai PLMHQMDQMD SRWHQFLMDOD PRJOR

121



li se radi o ionskoj izmjeni ili adsorpciji iona na KiNoSWLOROLW 8 VOXpDMX RO
VWRJD YHULP GLMHORP R LRQVNRM L]PMHQL GRMNovMIH NRG (
metala naime, svi testirani materijali pokazali afinitet u uvjetima in vitro. Isto tako svi

zeoliti pokazali su afinitet prema olovu (II), niklu (I), kromu (lll) dok je arsen(lll)
VSHFLILPQR YH]DQ ]D NOLQRSWLOROLWQH VWUXNWXUH .DC(
dvostruko aktivirane klinoptilolitne materijale. To je vjerojatno posljedica interakcije
HOHNWULpPQRJ SROMD NRMH VWYDUD NOLQRSWLOROLWQL
VSHFLILpDQ MH ]D VYDNL LRQ D XNOMXpXMH NRPELQDFLNM
SRYUALQX Watafiald UD QLK

Iz empirijskih formula klinoptilolitnin materijpgla PRa4H VH YLGMHWL GD VYL NC(
PDWHULMDOL X PRGHOQRM RWRSLQL @8HOXFD L FULMHYD VD
7DNYR EL &aHOMH]R PRJOR L]D]YDWL Nid Perfgkgitosh WHDNFL VM
JHOQOWRQRYRM UHDNFLML &aWR MH YMHURMDWQL PHKDQL]D
RSLVDQ X OLWHUDWXUL QD WXPRUVNH VWDQLPQH OLQLM
vodikovog peroksida [22]. Naime dokazano je konfokalnom mikroskopijom da

JHROLWQH QDQRPHVWLFH PRJX XuL X WXgiRjoréél Helaty WD QL F+
tumorske stanice i u njima inducirati oksidativni stres[95] 1DGDOMH SURPMHQH X
QD SRYUaALQL WHVWLUDQLK JHROLWQLK PDWHUdpised OD SUL
RSVHUYLUDQL XpLQDN QD GHWRNVLNDFLMX DOXPLQLMD LQ
aluminij iz samih materijala ne ulazi u krvotok. Mjerenjem pH vrijednosti zeolita

YLGMHOR VH QDLPH NDNR VYL GMHOXMX OX&aQBWR MHU .
RWRSLQH aH O Xuwta- pEV WNHHPORjEtita je to zamjena oksonijevih iona

ionima alkalijskih i zemnoalkalijskih metala u strukturi zeolita, ali i posljedica

protoniranja aluminijevin AlO4 i SiO4 tetraedara. Na slici40 SUHGORAHQ avhH PHKDC

otapanja zeolita u kiselom mediju.



Slika 40. 3BUHGORAHQL SULND] QDSDGD RNVRQLMHBSIkK LRQD (
SULND]XMH JHROLWQX VWUXNWXUX L RNVRQLMHYH LRQH 3
napadi oksonijevih iona na aluminijeve ione, a kao posljedica su pomaci elektrona
R]QDpHQL SODYRP LV N U LPYeOzdtbliQdrptirahd/pudvhad [Q]L F R P
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2WDSDQMH JHROLWD X YRGL PRAHRBRR QDGDOMH SULND]DWL °

Slika 41. 2WDSDQMH JHROLWD X YRGL L SRVOMHGLBIRR RWSXa
prikazuje zeolitnu strukturu, molekule vode i hidroksidne ione. Plave ravne strjelice
RIQDpDYDMX QDSDG QD DOXPLQLMHYH LRQH L RVOREDYVYD
iskrivljena strjelica pomak elektrona. Preuzeto i adaptirano prema [1].

8 OLWHUDWXUL MH RSLVDQR L RWDSDQMH ] hpRIOEW® NOLQR
PHKDQL]DP RWDSDQMD DOXPLQLMD L VLOLRLMBODaRBSLVDQ V
deprotoniraju -2+ VNXSLQH QD SRYU&ALQL DOXPLQLMD L VLOLF
QHIJDWLYQR QDELMHQD VWUXNWXUD NRMD VH UD]JJUDyXM
kiselinu [15] 3URPMHQD SRYUALQH WHVWLUDQLK JHROLWQLK
VNHQLUDMXURP HOHNWURQVNRP PLNURVNRSLMRP VSUHJQX
VSHNWURVNRSLMRP 2YRP VPR PHWRGRP GRELOL XYLG
centrifugiranih  klinoptilolitnih materijala u ultra-p Ly W RGL =QDpDMQR MH G
NOLQRSWLOROLWQL PDWHULMDOL RWDSDQMHP VWYDUDOL
preparatima u kojima se moglo pratiti formiranje oligomerne silike (na slikama 33-36,

paneli D klinoptilolitnih materijala +vidi se samo Si-signal). Oligomerna silika ima

koeficijent vezivanja za aluminij log Ket = 11,7 [96] za razliku od monomerne

ortosilicijeve kiseline koja ima log Ke= 4,7 pri pH=7,2 [97]. Time bismo mogli i
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objasniti paradoks da usprkos WRPX aWR NOLQRSWLOROLWQL PDWHUL
SRYUEGLQH X NLVHORP S+ LVWRYUHPHQR JD L SRYODpPH ]ER
WDNR L]OXpXMX IHFHVRP L] RUJDQL]P DalnitippisaD i ROLIJRP H
literaturi [98]. U ovom smo setu eksperimenata utvrdili i kako klinoptilolitni materijali

VDGUAH SROLPRUIQX VNXSLQX pHVWLFD RWDSDQMHP X YRG
zbog toga mogle su se snimiti strukture UD]JOLpPLWRJ L]JO lG@a S/ALD]J]OLpLW
I1DLPH XVSRUHYXMXiUL RPMHU 6L $O SUL RWDISBDBRINWXVH OLQ
vode YRGL L X PRGHOQRM RWRSLQL FULMHYD NRML LPDM
FHQWULIXJLUDQMHP QDMSULW ¥HWH 8 DPGINDMORIPD NDXO X P VAWM
ERJDWH VLOLFLMHYLP DWRPLPD RVWDMX X RWRSLQL =:
PDWHULMDOD SRWYUYHQ MH L X] SRPRU ;36

ICP-06 DQDOL]D SOD]JPH WHVWLUDQLK ALYRWLQMD WDNRYH
materijai nH RWSXaWDMX DOXPLQLM X NUYRWRN DOL QLWL X |
jetrima u tretmanu klinoptilolitnim materijalima bila jednaka kontrolnoj skupini. Naime,

QLAH NRQFHQWUDFLMH DOXPLQLMD QDNXSOMDMX VH X HUL
UDJOLNX RG NOLQRSWLOROLWQLK PDWHULMDOD =HROLW $
QH SUHSRUXpPpD ]D RUDOQX SULPMHQX ,] UH]XOWDWD LV
aluminijevi ioni, nakuplieni u jetri PRJX ELWL XNORQMHQL L X] SRPRU
INWRNVLFLUDQLK ALYRWLQMD sPhrivR Vid 10 Ha dlityprharirarsilikel VH O L Q F
X GUXJRP REOLNX QH SUROD]L FULMHYQX EDULMHUX 8 SUH
GD NOLQRSWLOROLWQD VXVSHQ]J]LMD SRYHUDYD XULQDUGQ
alumnLMD DQWLPRQD DUVHQD EL]PXWD NDGREMS&o RORYD
WDNR QLMH GRND]DQR VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQR SRYLAHQ
aAaWR XND]XMH QD WR GD QH GROD]L GR QDNXSOMDQMD pHV
urinom YMHURMDWQR NDR KLGURNVLDOXPLQRVLOLNDWOQL NF
grupa prof. Exleya [64]. Zanimljivo je da s razinom smanjenja aluminija u
LOQWRNVLFLUDQLK ALYRWLQMD GROD]JL L GR VPDQMHQMD t
UD]J]ORJD %XEMWDOD ISHDWRGD PRaAH PMHULWL VWDWLVWLPNL ]Q
]D SUHWSRVWDYLWL MH GD VH SULMDYOMHQR SRYLaAHQMH
RWSXawbQMX VHOHQD RG VWUDQH NOLQRSWLOROLWD Y
ortosilicijeva kiselina. Ona bi stvarala komplekse s kateholaminima (dopamin,

adrenalin i noradrenalin) kako je prikazano u kompleksu s derivatom katehola

tironom [99]. Naime, poznato je da kateholamini mogu uzrokovati oksidativni stres
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[100,101] ali i stvaranje njihovih neur RWRNVLQD '23(*$/ L '$3%$/ NRML XW
neurodegeneracije, [102] NRMH EL RUWRVLOLFLMHYD NLVHOLQD W
sudjeluju u neurodegeneracijama poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti. To
ukazuje na neke nove mete u signalizaciji neuredegenerativnin oboljenja i
PRIXUQRVWL VLQWH]H QRYLK OLMHNRYD QD ED]JL VLOLFLMD
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Tiron-derivat katehola

dopamin noradrenalin adrenalin

Slika 42. Strukture tirona, dopamina, noradrenalina, adrenalina i kompleksa
ortosilicijeve kiseline i derivata katehola-tirona. Preuzeto od [99].



Rezultati analize detoksikacije u uvjetima in vitro pokazuju da svi testirani

klinoptilolitni materijali imaju jaki kapacitet za vezanje olovljevog (Il) iona u modelnoj
RWRSLQL aHOXFD L FULMHYD GRN VDPR JHROLW $ XVSMHAa&(
Jedino je TMAZ u modelnoj otopini crijeva vezao kadmijeve (Il) ione, Arsenovi ()

LRQL VSHFLILpPpQR ViKoptildlitiersirDkiute i bnoNelnoj otopini crijeva, dok

VX VH NURPRYL ,,, LRQL YH]DOL ]D VWUXNWXUH VYLK JHRC
(I1) ion se vezao samo za zeolit A u modelnoj otopini crijeva. Kako u zeolitnoj strukturi

mogu biti prisutni kationi alkalijskih i zemnoalkalijskin metala ionskom izmjenom ili

adsorpcijom na strukturu oYLVQR R WLSX NDWLRQD PRJXUH MH GD
LRQVNH LIPMHQH WRNVLD Qjew ratHj&VipreabnezeRi N kalckevNiani

mogu otpustiti iz zeolitne strukture [103]. To je najvjerojatnije posljedica difuzije vode

X VWUXNWXUX JHROLWD L UDYQRWH&H PHWDO RWRSLQD L
WUHED QDSRPHQXWL KéBe bivjaRpRedipitadija Nifroksida ovih metala

SUL YLALP S+ YULMHGQRVWLPD NDR L IRUPLUDQMH NRPSOF

Invivo HNVSHULPHQW Q0&kaZad' [2 KaRdJne Ridazi do nakupljanja aluminija

RG VWUDQH NOLQRSWLOROLWQLK PDWHULMDOD X SOD]PI
PDWHULMDOLPD 1R NRG ALYRWLQMD LQWRNVLFLUDQLK TC
aluminij u kostima i jetri te ovaj zeolit nijje pogodan za oralnu primjenu in vivo.
6XSOHPHQWDFLMRP NOLQRSWLOROLWQLP PDWHULMDOLPD
detoksikacije aluminija u jetri L NRVWLPD VW le Hsad duplemem4riom

koloidnom silikom te su vjerojatno u opservirani proces GHWRNVLNDFLMH XNOMXF[
VSHFLMH NRMH VH RVOREDYDMX L] NOLQRSWLOROLWQLK
prethodno pretpostavljeno kako topljive forme silicija mogu detoksicirati organizam

RG DOXPLQLMD IRUPLUDMXIUL K lodrRoNadu D OvjeimaQiRalize OLND W H
LQ YLYR NDNR MH GRaOR L GR VPDQMHQMD UD]JLQH DOXPL
intoksicirane aluminij kloridom, nakon tretmana s koloidnom silikom i klinoptilolitnim
PDWHULMDOLPD X SOD]P I[103]. MBISKWAHLr BrelzahiYnit \bWpkepviviadin
XpLQDND GHWRNVLNDFLMH DOXPLQLMD LQ YLYR LVWUDAI
analize. Transkriptomske analize mogu, naime, pokazati promjenu u aktivnosti onih

JHQD NRML SRWRP SRNUHUX ELRORANH SURFHVH GHWRNVL
izjetre &AWDNRUD [DGRYROMLOD MH X RYRP UDGX XYMHWH ]D
PLNURpPLSD 8 VYUKX DQDOL]H RGDBI& x@rale \netre@and DWLY QD
ALYRWLQMH SR]JLWLYQD NRQWUROD &4LYRWLQMH LQWRNYV
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intoksicirane aluminijevim kloridom bez ili sa suplementacije Kklinoptilolitnim
PDWHULMDORP V QDMYHURP DADZ AvidlizRMm dShRvEiihaeQiRB 30

u programu Genespring odabrani su geni kandidati za koje smatramo kako imaju

ulogu u procesima intoksikacije aluminijevim kloridom i detoksikacije u jetra

primjenom PMAOQO?2 zeolita. Poznato je naime kako aluminij uzrokuje oksidativni stres

u MHWUD &aWR PRAaH GRYHVWL GR XSDOQH UHDNFLMH SUF
SURPMHQH VWDWXVD '1$ SD pDN L GR WXPRUVNLK SURFH

$QDOL]D UHIXOWDWD SRND]JDOD MH PRJXUH JHQH NDQGLG
intoksikacije s AICIz odnosno detoksikacije s 30%$2 pLMD MH HNVSUHVLMNM

SURPLMHQMHQD X MHWUD aLYRWHQMNDVRQWIRMN\WLIFQ UK @GLK R
primale zeolit PMAO2 (Slika 43).

Slika 43. Geni kandidati molekularnih procesa intoksikacije s AICls, detoksikacije
SULPMHQRP 30%$2 ]JHROLWD X LVWLK ALYRWLQMD 3ULND]I
3052 QD MHWUD X ]GUDYLK aLYRWLQMD

Iz literature je poznato da aluminij u humanim hepatocitima uzrokuje oksidativni
VWUHV @&aXeGdziato da je izostrukturan i izoelek WURQVNL MHGQDN aHOMFE



Q D U X & L W-kurapdpkoteih® prisutne u membrani mitohondrija. Hipoteza je stoga
GD VH WLPH RWSXawWD aHOMH]R WH GROD]L GRakRNVLGDWL
mitohondrija. Dakle, KLSRWHWVNL GROD]L G RdafvHd) B¥@IRMWHAH X R
SRVOMHGLPQR |DXNWRYOMMDIDWIDW.D NRML LQKLELUD QDVWD
ketoglutarata u ciklusu limunske kiseline vodilo bi do nakupljanja sukcinata i
stabilizacije HIF- . WH VPDQMHQH -Edrritixd. QinvetbjdH/ VSULMHpPpLR XOD
PDVQLK NLVHOLQD X PLWRKRQGULMH aWR EL GRYHOR GR Q
hepatocita [104 @ % K GUX inetabolizam lipida i glukoze povezani, ulazak
ugljikohidrata u jetra doveo bi do nakupljanja glukoze te uspostave anaerobne
oksidacije glukoze. Stabilizacija HIF- . L DQDHUREQD RNVLGDFLMD WEH
glukoze u jetra uz nakupljanje lipida i reaktivnih RNVLGDWLYQLK YUVWD 526 S
EL X MHWUD XVSRVWDYLOR XSDOQR RNUXa8HQMH NRMH PRAt

2YDM MH KLSRWHWVNL VFHQDULM X VNODGX V RSVH
WUDQVNULSDWD X MHWUD &abk.YTRRY p@riiCH W QRVHR NS/RL Y IL UHD@LL K& \9
VXGMHOXMH X PHWDEROL]JPX NROHVWHUROD L SURL]JYRGQ
UHJXODFLML OLSLGD NROHVWHUROD L NVHQRELRWLND a:
AWLWH MHWUD RG R&WHIHQMD L VWYDQURWIDSAPDD @GHS \DH \R
se opservirati i kod stanja visokih razina glukoze [105@ 1DGDOMH SRYL&AHQD HI
Tnfaip2 u vezi je s indukcijom imunosnih stanica preko TNF-. D SRVOMHGLFD Mt
najvjerojatnije upalnih procesa jetre uslijed intoksikacije AlCIs. Njegova ekspresija je
SRYLAHQD X WXPRULPD L LQ[uaoNd L M\RN LR HE)QRDO HWW2ER B VL M |
nadalje, regulirana je oksidativnim stresom i upalom. Nrld2 UHJXOLUD VWDQL]
ELRHQHUJHWLNX SUHNR PLWRKRQGULMD L VXiGkvhio@ XMH X F
stresa [107@ 5D]LQD WUDQVNULSDWD 3@R AICk infokskiraniv QLaHQD
ALYRWLQMD D QMLKRYD MH XORJD X ELRVLQWH]L OLSLGD
glukoze i regulira razgranate aminokiselina, a Scd2 sudjeluje u proizvodnji
PRQRQH]DVLUHQLK PDVQLK NLVHOLQD NRMH VX FLOMDQD |
(ROS) [108,109@ 6PDQMHQD HNVSUHVLMD RYLK JHQD PRJXUH XN
RG MR& YHUHJ RAWHUHQMD OR&GD MH QDMYDA&aQLML PHKD
smanjena razina transkripcije Cryl, WM SRUHPHUDM FLUNDGLMDUQ
JOXNRQHRJHQH]RP &WR VH SRYH]XMH L V GUXJLP SDWR
NDUGLRYDVNXODUQLP EROHVWLPD L VWYDUDQMHP APDVQL
PMAQO?2 u AIClz intoksiciUDQLK AaLYRWLQMD SRNUHUH REUDI®PEHQL PHI
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SULPMHQD 30%$2 ]J]HROLWD jeBiln® jdsnBdRapiesijD Orfal i smanijila
HNVSUHVLMX 1U G &AWR XND]XMH QK UGWHBRNWLE DU QIDKN B
Nrldli MH QDLPH L WUDQVNULSW UHJXODFLMH FLUNDGLMDUQ
sustava homeostaze stanica jetra. Navedeni mehanizmi najvjerojatnije reguliraju
JOXNRQHRJHQH]X L REQDYOMDQMH OLSLGD X MHWUD 3R
regulaciju razina JOXNR]JH &dWR PR&H ELWL X YH]L VD UHJXODF
(primjerice smanjenom infiltracijom makrofaga u jetra) [111] . Rassfl transkript je
WDNRYHU SRYLAHQ X LQWRNVLFLUDQLK ALYRWLQMD WUHWL
o aktivnosti gena koji je tumor supresor i regulator upalnih procesa preko NF- %
PRIJXUH MH SUHWSRVWDYLWL XORa[X12l RpXYDQMX LQWHJULW

=DQLPOMLYR MH GD X ]J]GUDYLK ALYRWLQMD SULPMHC
aktivacije Glrx2, vjerojatno preko imunosnog VXVWDYD L] 3H\HURYLK SORpD
VXVWDYD L LQGXNFLMRP JOXWDUHGRNVLQ WUDQVNULSWD
VH PRAH SRYH]DWL VD VPDQMHQMIBP 8 0O]VWHKOAISYREW LX) NVIDH \
transkript Tamm41 koji sudjelueu VLQWH]L NDUGLROLSLQD WDNRYHU XN
UD]JLQH OLSLGD X MHWUL GRN VQLAHQD UD]JLQD 3QS
autofagosomalne biogeneze u razgradnji neutralnih lipida [114,115].
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Slika44. 3BUHGORAHQL PHKDQ L] DFfnaGettHDLRNRDMINQIM BO WH SUR W't
mehanizmi djelovanja PMAO2 zeolita na jetru AICIs LQWRNVLFLUDQLK ALYRWLQ!
VX RGDEUDQL JHQL PHGLMDWRUL WHPHOMHP '"1$ PLI

=DNOMXpQR SULPMHQD 30%2 ]JHROLWD VPDQMim@Be MH RNV
UHJXOLUD SRUHPHUDM P H W DdetekSikadijgkim L mel@biRidhid L Q D
Detoksikacija najvjerojatnije ide preko ortosilicijeve kiseline Y H]X Mafuininij i
YMHURMDWQR X] SRPRU DNWLYDFLMH LPXQRVQLK VWDQLF
Peyerovim plohama, a djeluje na promjene u jetri 1LMH PRJXUH LVNOMXpLW
NHPRWDNVLMH SUHNR LPXQRVQLK VWDQLFD X OlkBhL .DNR
OLSLGD SURWHLQD L JOXNR]JH QRUPDOL]JLUDMXUL PHWDERC
]JDNOMXpLWL GD VH RYDM SUHSDUDW PRaH &\ BehtoriwLWL X
WXPRULPD MHWUH 9H# MH GRND]BRW RhEKpiSipidarkiju 04 XaUL GD D (
NOLQRSWLOROLW PR&H SREROMADWL L O[L% Ls@galje iWDW XV
RYRP GRNWRUDWX REMDaAQMHQ L PROHNXODUQL WUDQV
OLSLGQRJ VWDWXVD %XGXiUL GD WUDQVNULSWRPLND GI
mehanizme, u sklopu ovog rada provedena je i osnovha proteomska analiza.
OHYyXWLP NDNR X SUHGYLYHQLP SRNXVLPD QLVX QDYHQH
skupina i tretiranih grupa u preliminiranim metodom proteomike gel-elektroforeze u

sprezi s masenom spektrometrijom promjena nije ostvarena. Daljnje globalne analize

PRJOH EL GDWL GHWDOMQLML XYLG X RVSHUYLUDQH ELROR



6. =$./-8y89.

X% (7 DQDOL]RP RGUHYHQD MH SRYUALQD L YHOLPLQD S
XWYUYyHQR NDNR VX SRUH QDMYHUH NRG JHROLWD $ L C
RPMHU 6L $O LVWUDAHQLK NOLQRSWLOROLWQLK PDWHL
se s obzirom na metodu MLNURQL]DFLMH PDWHULMDOD WH MH Q

kod PMA zeolita, a najmaniji kod zeolita A.

X3URPMHQD S+ VXVSHQ]JLMH JHROLWD X YRGL L PRGHOQL
NRUHOLUD V RPMHURP 6L $O0 ]D JHROLW $ 70%$= 30% 3«
pH dRJDYD VH X PRGHOQRM RWRSLQL aHOXGFD ,JQRV
najmanje za PMA zeolit s korelacijom od R?=0,9799, dok je u modelnoj
RWRSLQL FULMHYD QDMYL&L ]D JHROLW $ D QDMPDQML
R? 8 YRGL MH N Rt stabijp, Rl iMaje akhdR?= 0,929) te se u
QMRM JHROLWL SRQDa&DMX NDR L X RWRSLQL FULMHYD E

X3RYUALQD JHROLWD $ L NOLQRSWLOROLWQLK PDWHUL
otopinama AHOXFD L FULMHYD P LM NGIR OHLQBGRQRYD®ED
RUWRVLOLFLMHYH NLVHOLQH L DOXPLQLMHYLK LRQD
RUWRVLOLFLMHYH NLVHOLQH RVOREDYD V SRYUALQH ]
GRN VX UH]XOWDWL ]D NOLQRSWLOROLWQH PleWHULMD
RWRSLQH V NRMLK VH RVOREDYD RUWRVLOLFLMHYD NL
RWRSLQL a8HOXGFD GROD]L GR RVOREDYyDQMD UHGRP
PMAO2: 66,15,12,15 mmol/L aluminijevih iona, dok je maksimalno
RVORERYHQD RUWRYV le@nFdaMédi B, NMAZHRMAQ BMRAO2:

71,16,14 i 16 mmol/L. U modelnoj otopini crijeva za zeolit A, TMAZ, MA,

PMAO2 su vrijednosti za aluminijeve ione: 62,14,12 i 14 mmol/L, a
ortosilicijevu kiselinu: 66,15,12,3 i 15 mmol/L. Treba naglasiti da je to

pretpoVWDYND |D PDNVLPDOQR RWSXaWHQH NROLpPLQH X F

X Metoda infracrvene spektroskopije tehnike KBr pastilom pokazala se pogodna
]D EUIX NYDOLWDWLYQX DQDOL]X RPMHUD 6L $0 SRYUAal
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X9HOLpLQRD pHVWLFD WHVWLUDQLK JHROLWQLK PDWHULM
QP a@aWR XND]XMH QD PRJXUQRVW ORNDOQRJ XOD

crijevnih stjenki i imunostimulaciju.

X =HWD SRWHQFLMDO J]HROLWD $ ]QDpDMQR VH UD]JOLNXM

SRWHQFLMDOD NOLQRSWLOROLWQLK PDM/MHVULMDOD WH
rasponu 5,5-10,5 u vodi , u prisustvu iona olova (I)jH SULEOLAQR LVWL NDR
dok je u prisustvu iona Ni(ll) vrlo varijabilan; od 10 mV do -20 mV. Za TMAZ,
PMA i PMAO2 pokazano kako se mijenja od pH 3-11 u vodi te iznosi oko -30
mV, dok u prisutvu iona olova (Il) je S U L E Oidtidk@dRi u vodi, a u prisustvu
LRQD QLNOD ,, UDVWHSESHWRY WMAEQR-2Q DV RANFMA i
PMAQO?2.

X2GUHYyHQ MH NDSDFLWHW LRQVNH L]JPMHQH DGVRUSFL
nikal, kadmij i krom) u uvjetima in vitro SUL pHPX MH SRND]DQR NDNI
kapacitet za vezanje ione olova (ll) imaju redom zeolit A, PMA i PMAOZ2, dok
klinoptilolitni materijal 70$= LPD QDMMDpL NDSDFLWHW ]D DGVRUE

X Detoksikacijski potencijal klinoptilolitnih materijala TMAZ, PMA i PMAO2
SRWYUYHQ MH ]D DO XPQ XMSX XIPMHWRBDDQLPD &WDNR
primali testirane zeolite i aluminiMHY NORULG X VXENtjeR@IL42QRP UH 3
dana. Svi klinoptiolitni materijali smanjili su koncentracije aluminija u plazmi
AWDNRUD RVLP =HROLWD $ NRMlaplRdciiitd cBRIRGBD Q |]D L
RWSXawbD DOXPLQLM X SOD]PX

X'1l$ PLNURpPLS DQDOL]D SRND]DOD MH DNWLYDFLMX J
supresiju gena Nrld2 u tkivu jetre NRML VX XNOMXpHQL X PHKDQL]PH
jetre RG DOXPLQLMD X AaLYRWLQMD SHBXIURX MP IVXENU

klorida tijekom 42 dana uz suplementaciju s PMAQO?2.
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Tablica2. SULND]XMH UDVSRUHG AaLYRWLQMD SR VNXSLQDPD
Tablica 3. Priprema fragmentacijskog miksa.

Tablica 4. ,]PMHUH SRYUALQD NUXWLQD JHROLWD 70%$= 30%$ L

PRGHOQLP RWRSLQDPD a8HOXFD L FULMHYD QD WUL NDUDU
klinoptilolitne materijale ~1063 cm-1, 608 cm-1 i 467 cm-1 u usporedbi s rezultatima

omjera Si/AlnapoYU&aLQL |JHROLWQLK PDWHULMOD GRELYHQLK ;36

Tablica 5. $QDOL]D YHOLpPLQH pHVWLFD JHROLWD =HROLW $ 70
PHWRGRP GLQDPLpPNRJ UDVSUGZHQMD VYMHWORVWL 5H]XOW

devijacija.
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$ X PRGHOQRM RWRSLQL FULMHYD SDQHO % L PRGH(
THPHOMHP SRGDWDND R PDVHQRP XGMHOX Z L PDVH XNXS
VH PQRALQD RGQRVQR RRMHIXPEHWRMD VAIOBPLMD SRYUAELQL

Tablica 7. 5 H]XOWDWL HOHPHQWQH DQDOL]H ;36 ]|D SRYUAaALQX 7
X PRGHOQRM RWRSLQL FULMHYD SDQHO % L PRGHOQRM

podataka o masenom udjelu (w) i mase (ukupno 2 J PDWHULMDOD L]JUDpPpXQ
PQRALQD RGQRVQR RPMHU EURMD VLOLFLMD L DOXPLQLMD

Tablica 8. 5H]XOWDWL HOHPHQWQH DQDOL]H ;36 ]|D SRYUALQX :
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$ X PRGHOQRM RWRSLQL FULMHYD SDQHO % L PRGH
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PQRALQD RGQRVQR RPMB UL EQRMIDVMOLBL $O QD SRYUALQ
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Tablica 10. 2PMHU EURMQRVWL VLOLFLMD L DOXPLQLMD QD
RGQRVQR RPMHU 6L $O0 RGUHYHQ X] SRPRU PHWRGH ;36 PR:Z
krutine zeolita A, TMAZ, PMA i PMAO?2 bez i sa tretmanom u modelnim otopinama

AHOXFD L FULMHYD

Tablica 1 1. Osnovne vrijednosti pH suspenzija zeolita A, TMAZ, PMA i PMAO2 u
YRGL L PRGHOQLP RWRSLQDPD FULMHYD L aHOXFD

Tablica 1 2. Ovisnost pH vrijednosti i razlika izmjerenih pH vrijednosti ( G pH) ultra-
b L WadEl nakon dodatka zeolita A, TMAZ, PMA i PMAO2 uz prikaz omjera Si/Al za

svaki pojedini materijal.

Tablica 1 3. Ovisnost pH vrijednosti i razlika izmjerenih pH vrijednosti ( 0 pH) modelne
RWRSLQH @8HOXFD QDNRQ GRGDWND ]JHROlikezDmfera®¥$= 30$ L

za svaki pojedini materijal.

Tablica 1 4. Ovisnost pH vrijednosti i razlika izmjerenih pH vrijednosti ( G pH) modelne
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za svaki pojedini materijal.

Tablica 15. 3UHGYLYHQH PDVH RWSXaWHQRJ DOXPLQLMD $O
WHVWLUDQLK JHROLWQLK PDWHULMDOD L]JUDAHQLK X PJ X

Tablica 16. 6 WHKLRPHWULMVNL L]JUDRXIQINOHL P DnddenidO 2+
RWRSLQDPD Fudd iz idodaxak zeéoht®DA, TMAZ, PMA i PMAO2. Rezultati su

prikazani u mg.

Tablica 17. 6 WHKLRPHW UL M \kbncentrhtlj® AXTHR W Bi(OH)2 u 200mL
modelnih otopina zeolita A, TMAZ, PMA i PMAQO2. Rezultati su prikazani u mmol/L.

Tablica 1 8. Brunauer f£mmett £Teller analiza zeolitnih materijala Zeolit A, TMAZ,
30 L 30%52 LJUDAHED H®LPpLQD SRUD L]JUDaHQD MH X Q

devijacija metode <0.5%.

Tablica 1 9. GF-AAS elementna analiza koncentracija metala u modelnim otopinama
AHOXFD L FU LdstakY2Z) z¥dlitaGR TMAZ, PMA ili PMAO2. Koncentracija
PHWDOD RGUHYHQD MH QD SRpHWNX SRNXVD QHSRVUHG!
VWDQGDUGD X VXVSHQ]JLMX JHROLWD WH QDNRQ LQNXEDFL



R]QDpPHQL ]YMH]GLFRP WDWL VX58JX®D]DQL NDR SRVW
PHWDOD “UHODWLYQD 6

Tablica 200 3UHGORAHQL DILQLWHW YH]DQMD LRQD PHWDOD ]I
podataka iz Tablice 19.

Tablica21. 3BRpHWQH UD]LQH PHWDOD L PLQHUDOD RGUHYVHQH
NDR PMHUD IL]JLRORANLK NRQFHQWUDFLMD PHWDOD L PLQ
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Tablica22. 6PDQMHQMH LOL SRYLAHQMH PHWDOD L QHPHWDOD
Zeolita A, Klinoptilolitnih materijala i koloidnog silicija. Strelicama gore i dolje
R]QDpHQH VX VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQH SURPMHQH X XVS
(p<0.05). 0 *xnegativna kontrola; 1 *pozitivha kontrola (AICIs LQWRNVLFLUDQH aLYF
2-AlCIs LQWRNVLFLUDQH ALYRWELQRWRNMROLWO @H ALYRWLQME
AIClz LQWRNVLFLUDQH ALYRIGILOQOWRNSQFLUDQH ALYRWLQMH
AICIintok VLFLUDQH AaLYRWLQMH IXGR]

Tablica23. 6PDQMHQMH LOL SRYLAHQMH PHWDOD L QHPHWDOD
Zeolita A, Klinoptilolitnin materijala i koloidnog silicija. Strelicama gore i dolje
R]QDpHQH VX VWDWLVWLpPNL ]QDpDM Q Hati$bnR Rovtislgnd X XV S
(p<0.05). 0 xnegativna kontrola; 1 *pozitivna kontrola (AICIs LQWRNVLFLUDQH &LYF
2A - ]JGUDYH ALYRWLQMH AICIHREUDANY H aL$Y RW L Q M-+zdrave0 $ = $
ALYRWLQMH-]1808DYH ALYRWLQMH]GBDY¥HnjelSY elokL

Tablica 24. 3RSLV GLIHUHQFLMDOQR HNVSULPLUDQLK JHQD X
ACls L KUDQMHQLK JHROLWRP 30%2 JUXSD X RGQRVX QD S

intoksicirane AlCIs, grupa 1)

Tablica 25. Popis diferencijalno eksprimiranih gena u zdravih, neintoksiciranih
AWDNRUD KUDQMHQLK JHROLWRP 30%$2 JUXSD $ X RGQF
]JGUDYH QHWUHWLUDQH aLYRWLQMH JUXSD

Tablica 26. Popis diferencijalno eksprimiranih gena AICls LQWRNVLFLUDQLK aw
(grupa l) uodnosunanegaWLYQX NRQWUROX JGUDYH QHWUHWLUDQH
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b) Popis slika:

Slika 1. 6LOLNDWQL L DOXPLQRRNVLGQL WHWUDHGUL NDR Mt

zeolita. Preuzeto iz [1]

Slika2. 3ULPMHU VHNXQGDUQLK JUDYHYQLK EORNRYD 3UHX]H"
Slika3. .RPSR]JLWQH JUDYHYQH MHGLQLFH JHROLWD 3UHX]HWR
Slika 4. Struktura zeolita A. Adaptirano prema [5]

Slika5. -HGLQLpQD UHOLMD NOLQRSWLOROLWD 3UHX]J]HWR L] >

Slika 6. 6WUXNWXUD WULERPHKDQLPNL XVLWQMHQRJ NOLQR:
SRPRU PLNUR VIER $Btrungenta (JSM-7800F, PRIME, JEOL Ltd., Tokyo,

Japan) u CeQWUX ]D PLNUR L QDQR ]J]QDQRVWL L WHKQROR:
]JDKYDOQR&UX SURI 0ODGHQD 3HWUDYLUD

Slika7. $GVRUSFLMD QD PRGLILFLUDQX SRYU&GLQX JHROLWD $
Slika8. 8PUHADYDQMH VLO LAdaptiranoprahfaBB]J H Q D

Slika 9. Mehanizmi djelovanja polifenola protiv reaktivnih kisikovih vrsta. Preuzeto iz
[43].

Slka 10. & LWRORAND JUDYyD MHWUH $SikaWsuje btahike 8djegHP D >

grade jetru te vene i arterije jetre.

Slika 11. Signalni put TNF-. X MHWUL L PHKDQL]J]PL R&EWHUHQMD MHWL
X]1UR p Q L PteBZeto i adaptirano prema [50]. R-receptor, ConA-konkanavalin A,
LPS-lipopolisaharid, MHV3-PL&aML KH S D-W LOGIL-tétraklorughik, RIPK (1,3)-

receptor interagiUDMXUiD SURWHLQ NLQDY DVRFLYDQD DSRSWF
domena, TRAD- TNF-UHFHSWRUVNL DSRSWRWLpN&l SURWMHPDQ
receptor, IKK-podjedinica inhibitora nuklearnog faktora kapa B-kinaze, TRAIL-TNF-

receptorska superobitel;.

Slika 12. Topljivost aluminijevih specija(Alt predstavlja ukupni aluminij)u odnosu na
S+ X VXVWDYX X UDYQRWHAL V PLNURNMAOWIDOYQYLPQLP J
[43].
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Slika 1 3. Prikazuje prijenos aluminijevih spojeva preko membrane. 1) paracelularno
(ioni aluminija), 2) transcelularno (niskomolekularni neutralni aluminijevi spojevi), 3)
aktivni transport (visokomolekularni neutralni aluminijevi spojevi), 4) preko ionskih
kanala (niskomolekularni nabijeni aluminijevi kompleksi) 5) adsorpcija ili receptorom
SRVUHGRYDQD HQGRFLWR]D QDQR L PLNWRB]pHVWLFH DOXPL

Slika 14. Prikazuje nukleaciju i rast hidroksialuminosilikata ovisno o pH vrijednosti.

Preuzeto iz [50].

Slika 15. Promjene na jetri SUL UD]OLpLWLP GR]DPD D &éframMHYRJ NC
grupa, LG-niska doza aluminija, MG-srednja doza aluminija, HG-visoka doza
alumnija, a-infiltracija imunosnih stanica, b-nejasni rubovi stanica, c-fuzionirani
hepatociti, d-SRUHPHUGDM KHSDW L p-kaRapiknpzd,R U-D QWHIDKHSDWLp!

hemoragija. Preuzeto iz [59]
Slika 16. Shematski prikaz metode AAA-GF.

Slika 17. 2GUHYLYDQMH JODWQLKM®RRRNDWRWILFILMBORYL Xl

Preuzeto i adaptirano prema [72].

Slika 18. 3URFHV PLNURpPLS DQDOL]H 3UHXBPHWR L DGDSWLUDQ

Slika 19. MALDI/TOF spektrometar. Preuzeto i adaptirano prema |Pharmaceutical

Microbiology (pharmamicroresources.com)

Slika 20. Tandemska masena spektrometrija. Preuzeto i adaptirano prema [85].

Slika 21. 6SHNWUL GRELYHQL DQDOL]RP WHVWLUDQLK JHRC
infracrvene spektroskopije (IR) tehnikom KBr pastile. Valne duljine ~1063 cm?, 608

cm?t i 467 cm?* VX WLSLpQH ]D NOLQRSWLOROLWQH PDWHULMD
zeolitnih materijala PMA, PMAO2 i TMAZ odnosno istih zeolitnih materijala tretiranih
PRGHOQLP RWRSLQDPD @8HOXFD L FULMHYD - @M ®utima,$ =HRO|
FUYHQR PRGHOQD RWRSLQD FULMHYD L JHOHQR PRGHOQD
PMAQO2 - crno krutina, crveno modelna otopina crijeva i zeleno modelna otopina
AHOXGDF 3DQHO & - =mr®RKitia, Troehe modelna otopina crijeva i

zeleno modelna RWRSLQD AaHOXGDF 3DQHO *crrddRVADIVCreboX WLQH 3
I TMAZ zeleno.



Slika 22. 3ULND] UH]XOWDWD L]J]UDpXQD NRUHODFLMH RPMHUD
RGDEUDQH YDOQH EURMHYH WLSLpQH ]D NOLQRSWLOROL
NOLQRSWLOROLWL SRnelLBE kligoptilqlibi mateFij&li tretirani u modelnoj

otRSLQL FULMHYD SRY U.ara@dd CQHInoptilolitii Rmaterijali tretirani u
PRGHOQRM RWRSLQL a8HOXBED SRYUALQD QD FP

Slika 23. $QDOL]D =HROLWD $ X] igedere dIpekinoskaplk s
atenuiranom totalnom refleksijom. Panel A: Spektar dobiven snimanjem krutine
Zeolita A. Panel B: Spektar dobiven snimanjem Zeolita A tretiranog modelnom
RWRSLQRP &4HOXGDF 3DQHO & 6SHNWDU GRELYHQ VQLF
PRGHOQRP RWRSLQRP FULMHYD 1LVX XRpHQH UD]JOLNH

tretmanima.

Slika 24. $QDOL]D JHROLWD 70%$= X]infGaR¥reRdl spekrdgkomjéel s
atenuiranom totalnom refleksijom. Panel A: Spektar dobiven snimanjem Kkrutine
Zeolita A. Panel B: Spektar dobiven snimanjem Zeolita TMAZ tretiranog modelnom
RWRSLQRP Rahé K:EBpdktar dobiven snimanjem TMAZ tretiranog modelnom
RWRSLQRP FULMHYD 1LVX XRpHQH UD]JOLNH X VSHNWULPD

Slika 25. $QDOL]D JHROLWD 30% X] irk&Re&a spditvidR@piie s
atenuiranom totalnom refleksijom. Panel A: Spektar dobiven snimanjem krutine

Zeolita A. Panel B: Spektar dobiven snimanjem PMA tretiranog modelnom otopinom

4HOXFD 3DQHO & 6SHNWDU GRELYHQ VQLPDQMHP 30$%$ WU
FULMHYR 1LVX XRpHQH UDJOL®IHp XVWSFHWW HWRPID G URD

Slika 26. $QDOL]D JHROLWD 30%$2 X]inBRrPdRél spekMskoBijd s
atenuiranom totalnom refleksijom. Panel A: Spektar dobiven snimanjem krutine
Zeolita A. Panel B: Spektar dobiven snimanjem PMAQO?2 tretiranog modelnom
otopinoP &HOXGDF 3DQHO & 6SHNWDU GRELYHQ VQLPDQ!
PRGHOQRP RWRSLQRP FULMHYR 1LVX XRpHQH UD]JOLNH

tretmanima.

Slika 27. =HWD SRWHQFLMDO X P9 JHROLWD $ 70%= 30%$ L 3
vodi. Zeolit A pokazuje znDpDMQR UD]O LfxénijdRa klzddjtaDuCo@ridsu na
klinoptilolitne materijale.
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Slika 28. =HWD SRWHQFLMDO X P9 JHROLWQLK PDW
iona Ni* i Pb?*. Zeolit A - panel A; TMAZ tpanel B, PMA +panel C, PMAO2 +
panel D.

Slika 29. SURPMHQD RPMHUD 6L $O QD SRYUALQL DQDOL]JLUDC
PMA i PMAQO?2 tretiranih X PRGHOQLP RWRSLQDPD aHOXFD L FULMHYD

Slika 30. Prikazuje ovisnost promjene pH o Si/Al omjeru za testirane zeolite: Panel
A: Ovisnost (pH i omjera Si/Al za testirane zeolite u modelnoj otopini crijeva; Panel
B: Ovisnost pH iomjera 6L $O0 |D WHVWLUDQH JHROLWH X PRGHOQRWM

Slika 3 1. Prikazuje ovisnost udjela promjene pH vrijednosti svakog zeolita o ovisnosti
s omjerom Si/Al krutog zeolita za svaku modelnu otopinu i vodu. Panel A: Ovisnost
omjera OpH i inicijalnog pH o omjeru Si/Al za testirane zeolite u modelnoj otopini
AHOXFD B D@diast omjera OpH i inicijalnog pH o omjeru Si/Al za testirane
zeolite u modelnoj otopini crijeva; Panel C: Ovisnost omjera (pH i inicijalnog pH o

omjeru Si/Al za testirane zeolite u vodi.

Slika 32. Korelacija omjera Si/Al i udjela izmijenjenih iona Pb2+ u modelnoj otopini
AHOXFD

Slika 33. 6QLPNH ]JHROLWD $ WH SULSDGDMXuLK VXVSHQ]L
HOHNWURQVNH PLNURVNRSLMH 6(0 SUL SRYHUDQMX RG
dekantirani suspenzije ultra- p L WadE;, Panel B: Suspenzija nakon centrifugiranja pri

4000 rpm; Panel C. Suspenzija nakon centrifugiranja pri 14000; Panel D: Suspenzija

QDNRQ FHQWULIXJLUDQMD SUL USP ('6 DQDOL]D .
opserviranih kristala: za panel A 0,9; za panel B 27,6; za panel C 28; Za panel D: 3.

Slika 34. Snimke zeolita TMAZ te SULSDGDMXUuULK VXVSHQ]LMD GRELY
HOHNWURQVNH PLNURVNRSLMH 6(0 SUL SRYHUDQMX RG
dekantirani suspenzije ultra- p L W@dEL, Panel B: Suspenzija nakon centrifugiranja pri

4000 rpm; Panel C. Suspenzija nakon centrifugiranja pri 14000; Panel D: Suspenzija

QDNRQ FHQWULIXJLUDQMD SUL USP ('6 DQDOL]D
opserviranih kristala: za panel A 7; Za panel B 100; Za panel C 63; za panel D samo

Si signal.
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Slika 35. 6QLPNH JHROLWD 30$%$ WH SHOIEMOGDMRELK HQXV X] S
HOHNWURQVNH PLNURVNRSLMH 6(0 SUL SRYHUDQMX RG
dekantirani suspenzije ultra- p L VWadet Panel B: Suspenzija nakon centrifugiranja pri

4000 rpm; Panel C. Suspenzija nakon centrifugiranja pri 14000; Panel D: Suspenzija

QDNRQ FHQWULIXJLUDQMD SUL USP ('6 DQDOL]D
opserviranih kristala: za panel A 4,7; Za panel B 93; Za panel C 114; za panel D

samo Si signal.

Slika 36. 6QLPNH JHROLWD 30%$2 WH SULSDGH®HKIXK S\REARIHQ]
HOHNWURQVNH PLNURVNRSLMH 6(0 SUL SRYHUDQMX RG
dekantirani suspenzije ultra- p L Wadet Panel B: Suspenzija nakon centrifugiranja pri

4000 rpm; Panel C. Suspenzija nakon centrifugiranja pri 14000; Panel D: Suspenzija

QDNRQ FHQWULIXJLUDQMD SUL USP (‘6 DQDOL]D
opserviranih kristala: za panel A 5,8; Za panel B 75; Za panel C 103; za panel D

samo Si signal.

Slika 37. Elektroferogram prvog seta izoliranih molekula RNA. Analiza
HOHNWURIHURJUDPD SULND]DQD MH WDEOLPQR L GRQRVL

redak elektroferograma i eksperimentalnu grupu iz pokusa in vivo.

Slika 38. Elektroferogram drugog seta izoliranih molekula RNA. Analiza
HOHNWURIHURJUDPD SULND]DQD MH WDEOLpPQR L GRQRVL

redak elektroferograma i eksperimentalnu grupu iz pokusa in vivo.

Slika 39 (OHNWURIHURJUDP WUHUHJ VHWD L]JROLUDQLK
elektroferogramD SULND]DQD MH WDEOLPQR L GRQRVL SRGDWNH

redak elektroferograma i eksperimentalnu grupu iz pokusa in vivo.

Slika 40. SUHGORAHQL SULND] QDSDGD RNVRQLMHMYIKE LRQD C
SULND]XMH JHROLWQX VWUXNWXUX L RNVRQLMHYH LRQH 3
napadi oksonijevih iona na aluminijeve ione, a kao posljedica su pomaci elektrona
R]QDpHQL SkivuljenénPstrjelicom. Preuzeto i adaptirano prema [1].

Slika 41. 2ZWDSDQMH J]HROLWD X YRGL L SRVOMHGLPQR RWSX:
prikazuje zeolitnu strukturu, molekule vode i hidroksidne ione. Plave ravne strjelice
R]QDpDYDMX QDSDGY®PIDLBQKPLQRMOREDYDQMH KLGURNVLG

iskrivljena strjelica pomak elektrona. Preuzeto i adaptirano prema [1].
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Slika 42. Strukture tirona, dopamina, noradrenalina, adrenalina i kompleksa

ortosilicijeve kiseline i derivata katehola-tirona. Preuzeto od [99].

Slika 43. Geni kandidati molekularnih procesa intoksikacije s AICl3, detoksikacije
SULPMHQRP 30%2 ]J]HROLWD X LVWLK ALYRWLQMD 3ULND]L
3052 QD MHWUD X ]JGUDYLK ALYRWLQMD

Slika 44. 3UHGORA&HQL PHKDQL]DR GMHORNYWDE MDYRMIMMD Wt
mehanizmi djelovanja PMAO?2 zeolita na jetra AICls LQWRNVLFLUDQLK ALYRWLQ
su odabrani geni medijatorL WHPHOMHP '1$ PLNURpPLS DQDOL]H
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3ULORJ SH]XOWDWL RitEH Prpgrariu iXMedldaR Wil za plazmu i

organe (koncentracije metala i minerala po grupama ).

Plazma
Ovisnost koncentracije o grupama 6WDWLVWLpPpNL W
KW(p)=0,0108
Natri|
MT(p)=0,0234
3800,0
Post hoc analiza=nema
3600,0 .
razlike
234000 T T 2 4
CE” 3200.0 MW-U test= nema razlike
3000,0 - Tukeys HSD post hoc=0-
2,0-6A
2800,0 -
0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0
Magnezi
ag e J MT(p)=0
40,0
Post hoc analiza=0-2,0-
30,0 T 4,0-5,4A-4,4A-5,1-2,1-5,1-
S 20,0 4
c) -
E i)
10.0 - Tukeys HSD post hoc=0-
2,0-3,0-4,0-5,0-6,0-2A,0-
0,0 - 3A,0-4A,0-5A,0-6A,2A-
0 2A 3A 4A 5A 6A 2 3 4 5 6 1 5,3A-5,4A-5A 4A-6A,4A-
grupa 2,4A-3,4A-4,4A-5,4A-6,1-
5A,1-6A,1-2,1-3,1-4,1-5
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Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLPNL W

KW(p)=0,0004

0 2A3A4ABA6A 2 3 4 5 6 1
grupa

Aluminij
MT(p)=0,0002
25,0
20,0 Post hoc analiza=2-4A
A
o 15,0 T | T
% 100 T
5,0 -
0,0 -
0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,0467
Silicij
MT(p)=0,1924
5,0
40 Post hoc analiza=1-4
— 3,0 - Tukeys HSD post hoc=1-
g 2,0 2A,1-4
1,0 -
0,0 -




Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLDPN

KW(p)=0,3047

Fosfor
MT(p)=0,2123
200,0
150'0 T T -+ T T
<'
> 100,0 -
S
50,0 -
0,0 -
0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,0001
Kalcij
MT(p)=0,002
140,0
1200 Post hoc analiza=0-2,0-4,0-
100,0 - 5,0-6A,2-2A
%In 80,0 - Tukeys HSD post hoc=0-
€ 60,0 - 1,0-2,0-3,0-4,0-5,0-6,2-

40,0 -
20,0 -
0,0 -

4A,2A-1,2A-2,2A-3,2A-4,2A-
5,2A-6A,2A-1
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Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpPpNL WHV

mg/L

0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1

KW(p)=0,0004

MT(p)=0,0057

Post hoc analiza=0-6A,1-2A,1-
6A

0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa

grupa
KW(p)=0,6037
M an gan MT(p)=0,7893
5,0
4,0
S
o 3,0 T—T
@
2,0
1,0
0,0 -




Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpNL WH

Kobalt

1,4
1,2

1,0
0,8
0,6 -
0.4
0,2 -
0,0 -

RPI>

0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa

KW(p)=0,0233

MT(p)=0,1006

Bakar

3000,0

2500,0

2000,0
1500,0 -
1000,0 -
500,0
0,0 -

RPI>

0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1

grupa

KW(p)=0,2091

MT(p)=0,245
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Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpPNL \

RPI>

Cink

0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1

KW(p)=0,2732

MT(p)=0,2729

0 2A3A4AB5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa

grupa
KW(p)=0
Arsen
MT(p)=0,0012
100,0
Post hoc analiza=0-
80,0 2A,0-4,1-2A,1-4,1-2A
A
o 60,0
e
40,0 -
20,0 e
0,0 -
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Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLPNL WHVW

Selen

RPI>

0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa

KW(p)=0,1605

MT(p)=0,2089

Kadmij

0,8

0,6

0,4

RPI>

0 2A 3A 4A 5A 6A 2

4 5 6

grupa

KW(p)=0,0073

MT(p)=0,017

Post hoc analiza= nema razlike

MW-U test= nema razlike




Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpNL WH

KW(p)=0,0001

Kositar
MT(p)=0,0004
1,0
Post hoc analiza=0-6,1-
0,8 T
A 4A,1-6A,1-6
o 0,6 - TT
x 04 - Tukeys HSD post hoc=0-
' 4,0-5A,0-6A,0-4,0-6,1-
0’2 ] 2A,3A-6,1-4A,1-2,1-3,1-4,1-
0,0 - 5,1-6
0 2A 3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,0147
Olovo
MT(p)=0,0042
8,0
Post hoc analiza= nema
6,0 razlike
A 4.0 MW-U test=3A-4A
o
a4

0 2A 3A

5A6A 2 3 4 5 6 1

grupa
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Jetra

Ovisnost koncentracije o grupama 6WDWLVWLpPpNL WHV
KW(p)=0,0441
Natri|
MT(p)=0,1989
800,0
Post hoc analiza=3-5
600,0 -
% 400,0 - Tukeys HSD post hoc test=0-
S 5,3-5
200,0 -
0,0 -
0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,3382
Magnezi|
MT(p)=0,2022
250,0
200,0
2 150,0 -
IS
£ 100,0 -
50,0 -
0,0 -
0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa

174



Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLPNL WHVW

KW(p)=0,0185

Aluminij
MT(p)=0,0758
2500,0
T Post hoc analiza=nema razlike
2000,0
e 1500,0 MW-U test=nema razlike
o I
x 1000.0 '[ Test razlike proporcija: 0-1 grupa MedCalc,
500,0 T SRVWRML VWDWLVWLpPNL ]QDp
0,0 -
-500.0 0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1 Difference 71.43 %
' grupa
95% ClI 15.0463% to 88.3832%
Chi-squared 5.612
DF 1
Significance level P =0.0178
Test razlike proporcija: 1-5 grupa MedCalc,
SRVWRML VWDWLVWLpPNL ]QDp
Test razlike proporcija:0-5A grupa MedCalc,ne
SRVWRML VWDWLVWLpPNL ]QDp
KW(p)=0,1225
Silicij
MT(p)=0,3799
30,0
MW-U test=nema razlike
20,0
g
S 10,0
S
0 2A3A4A5A 2 3 456 1
-10,0
grupa
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Ovisnost koncentracije o grupama 6WDWLVWLPpNL W
KW(p)=0,3594
Fosfor
MT(p)=0,4727
4000,0
3000,0
g
S 2000,0 -
S
1000,0 -
0,0 -
0 2A3A4AB5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,0977
Kalij
MT(p)=0,4168
5000,0
Tukeys post hoc test=1-
4000,0 -
6A
2 3000,0 -
=]
g 2000,0
1000,0 -
0,0 -
0 2A3A4ABA6A 2 3 4 5 6 1
grupa
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6WDWLVWLPpNL WH

Ovisnost koncentracije o grupama

Kalcij

100,0

-

80,0

60,0
40,0 -
20,0 -

0,0 -

mg/kg

0 2A 3A 4A 5A 6A 2 3
grupa

4 5 6

KW(p)=0,0666

MT(p)=0,34

0 2A 3A 4A A 6A 2 3 4 5
grupa

KW(p)=0,3336

MT(p)=0,3030




Ovisnost koncentracije o grupama 6WDWLVWLPpNL WHV
KW(p)=0,1896
Mangan
MT(p)=0,4613
4000,0
. 3000,0 - - I .
o |
o 2000,0
1000,0 -
0,0 -
0 2A3A4ABA6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,1083
Kobalt
MT(p)=0,4613
40,0
Q 30,0 - T T 7T
o |
o 20,0
10,0 -
0,0 -
0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa

17¢




Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpNL WH

KW(p)=0,1808

grupa

0 2A3A4A5A06A 2 3 4 5 6 1

Bakar
MT(p)=0,2813
8000,0
o 6000,0
o i
> 4000,0
2000,0 -
0,0 -
0 2A3A4ABA6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,0431
Cink
MT(p)=0,1251
80000,0
Post hoc analiza=nema
o 60000,0 razlike
& 40000,0 T MW-U test=1-6A
20000,0 -
0,0 -




Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpPpNL WHV

2000,0

Selen

1500,0 -

1000,0 -

RPIIP

500,0 -

0,0 -

0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1

-

grupa

KW(p)=0,0025

MT(p)=0,0013

Post hoc analiza=nema

razlike

MW-U  test=5A-2,4A-2,5A-
5,4A-5,5A-1,5A-6,4A-6,5A-
3,4A-3,5A-4,4A-4

Tukeys HSD post hoc test=2-
4A,4A-5,1-4A,2-5A,1-5A

Arsen

RPIIP

0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa

KW(p)=0,4104

MT(p)=0,0131

Post hoc analiza=nema

razlike

MW-U test=5-4,5-1,5-2A,5-6A

18C



Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLPpNL WHYV

Kadmij

30,0
25,0

20,0 T
15,0 -
10,0 -
5,0
0,0 -

RPIIP

grupa

0 2A 3A 4A5A6A 2 3 4 5 6

1

KW(p)=0,1177

MT(p)=0,1626

Post hoc analiza=0-6

Olovo

35,0

30,0
25,0

20,0

15,0

RPIIP

i

T

10,0
5,0
0,0

5,0 -

-10,0

grupa

KW(p)=0,1616
MT(p)=0,0189

Post hoc

razlike

analiza=nema

181



Jajnici

Ovisnostkoncentracije o grupama

KW(p)=0,1159

Natrij
MT(p)=0,2089
2000,0
1500,0 T
2
S, 1000,0 -
S
500,0 -
0,0 -
0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,5533
Magnezi
MT(p)=0,4223
200,0
150,0 T T T T T
2
S 100,0 -
S
50,0 -
0,0 -

grupa

0 2A 3A4A5A6A 2 3 4 5 6

1




Ovisnost koncentracije o grupama

Aluminij

1500,0 [
o 1000,0
E i T T T
o 500,0 T

0,0 -+
0 2A 3A 4A 5A 6A 2 3 4
-500,0

grupa

KW(p)=0,1836

MT(p)=0,1518

Silicij

0 2A 3A 4A 5A 6A 2 3 4
grupa

KW(p)=0,0164

MT(p)=0,1296

MW-U  test=0-3A,01,0-
4,0-3,4A3A,4A1,2A
1,4A4,4A3A

Tukeys post hoc test=4

18c




Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLPNL WH

2500,0

Fosfor

2000,0

2 1500,0 -
1000,0 -
500,0 -

0,0 -

mg/k

0 2A3BA4A5A06A 2 3 4 5 6

grupa

1

KW(p)=0,3969

MT(p)=0,3212

KW(p)=0,3899

MT(p)=0,1893

184



Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLPpNL WHV

Kalcij

KW(p)=0,0436

MT(p)=0,1466

Post hoc  analiza=nema

razlike

grupa

0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1

0 2A3A4ABA6A 2 3 4 5 6 1
grupa
< KW(p)=0,0074
e 0i I}
MT(p)=0,0534
120,0
100.0 T Post hoc analiza=nema
o 80,0 i razlike
% 60,0 -
g’ ' MW-U  test=5A-4,6A-4,5A-
40,0 7 1,6A-1,6A-6,5-4
20,0
0,0 - Tukeys post hoc test=4-5A,1-

5A,1-6A

18t



Ovisnost koncentracije o grupama 6WDWLVWLpPpNL WH
KW(p)=0,8663
Mangan
MT(p)=0,8743
500,0
a 400,0
= 3000
@ 200,0 -
100,0 -
0,0 -
0 2A 3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,5892
Kobalt
MT(p)=0,5137
10,0
T T
a 80 7
o 6,0 -
x 40 -
2,0 -
0,0 -
0 2A BA 4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa

18¢




Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpPpNL WHV

KW(p)=0,3928
Bakar
MT(p)=0,4901
2000,0
2 1500,0 |
o il
o 1000,0
500,0 -
0,0 -
0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,5876
Cink
MT (p)=0,6536
20000,0
o 15000,0
a i
o 10000,0
5000,0 -
0,0 -
0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa




Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLDPNL V

Arsen

RPIIP

0 2A 3A A GA 6A 2 3 4 5 6 1
grupa

KW(p)=0,0666

MT(p)=0,0411

Post hoc analiza=nema
razlike

Tukeys post hoc test=1-
5,4-5

Selen

300,0
250,0

200,0 -
150,0 -
100,0 -
50,0 -
0,0 -

RPIIP

0 2A 3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1

grupa

KW(p)=0,0045

MT(p)=0,23

18€



Ovisnost koncent

racije o grupama

6WDWLVWLpNL WH

Kadmij

KW(p)=0,0045

MT(p)=0,0302

2,0
a Post hoc analiza=nema
—15 T .
— razlike
o 1,0 T T T
o 05 MW-U test=1-3A,1-4A,3-
' 4A,4A-4,0-1,0-3,0-4,6A-
0,0 - 4A,6A-0
0 2A 3A 4A 5A 6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,0464
Olovo
MT(p)=0,0689
15,0
T Post hoc analiza=nema
lik
N 10,0 razlike
O 50 g - T
o 5,0
0,0 -
0 2A 3A 4ABA6A 2 3 4 5 6 1
-5,0

grupa




Wop

Ovisnost koncentracije o grupama 6WDWLVWLpPNL
KW(p)=0,2961
Natri|
MT(p)=0,6905
2000,0
1500,0
g
S 1000,0
€
500,0
0,0
0O 2A 3A 4A 5A 6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,1091
Magnezi|
MT(p)=0,277
150,0
o 100,0
v
=3
€ 500 -
0,0 -
0O 2A 3A 4A A 6A 2 3 4 5 6 1
grupa

19C




Ovisnost koncentracije o grupama 6WDWLVWLpPN
KW(p)=0,4006
Aluminij
MT(p)=0,4556
250000,0
200000,0 [
150000,0
2 100000,0
[a
o 50000,0
0,0 -
-50000.0 0O 2A 3A 4A A 6A 2 3 4 5 6 J_
-100000,0
-150000,0
grupa
KW(p)=0,0016
Olovo
MT(p)=0,0037
25,0
Post hoc
20,0 analiza=nema
a 150 razlike
o T MW-U=1-4,4-6
o 10,0
5,0 T
0,0 -
50 0 2A 3A 4A 5A 6A 2 3 4 5 6 1
’ grupa

191




Ovisnost koncentracije o grupama 6WDWLVWLPNL WHVW

KW(p)=0,0206

Silicii
MT(p)=0,1831

30,0
Post hoc analiza=0-1,1-3

20,0

10,0

mg/kg

0,0 +

0 2A 3A 4A 5A 2 3 4 5 6 1

-10,0
grupa

KW(p)=0,1865

Fosfor
MT(p)=0,1343

2500,0
2000,0 - -
2 1500,0 -
£ 1000,0 -
500,0 -
0,0 -

g/

0O 2A 3A A A 6A 2 3 4 5 6 1
grupa




Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpNL WHVW

Kali

4000,0

3000,0 - T
2000,0 -

mg/kg

1000,0 -

0,0 -
0 2A 3A 4A 5A 6A 2

grupa

3 4 5 6 1

KW(p)=0,0001

MT(p)=0,0006

Post hoc analiza=0-4A,0-3,1-
4A,1-3

Tukeys HSD post hoc test=0-
4A,0-6A,0-3,3-2A,1-4A,1-6A

Kalcij

0 2A 3A 4A 5A 6A 2
grupa

3 4 5 6 1

KW(p)=0,768

MT(p)=0,6722

19z



Ovisnost koncentracije o grupama 6WDWLVWLPpNL WHVW
- KW(p)=0,2463
e 0i I}
MT(p)=0,5436
200,0
150,0 | T
g
S 100,0
S
50,0 -
0,0 -
0O 2A 3A 4A 5A 6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,0042
Mangan
MT(p)=0,0082
400,0
2 300,0 T
a . T
o 200,0
100,0 -
0,0 -
0O 2A 3A 4A 5A 6A 2 3 4 5 6 1
grupa

194



Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpPpNL WHYV,|

Kobalt

12,0

10,0 T
8,0
6,0 -
4,0
2,0 4
0,0 -

RPIIP

0 2A 3A 4A 5A 6A 2

grupa

3 4 5 6 1

KW(p)=0

MT(p)=0,0001

Post hoc analiza=4A-5,4A-
6,5A-5,5A-6

Bakar

RPIIP

0 2A 3A 4A 5A 6A 2

grupa

3 4 5 6 1

KW(p)=0,6693

MT(p)=0,5679

19t



Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpNL WH

KW(p)=0
Cink
MT(p)=0
40000,0
0 30000.0 - Post hoc analiza=1-5A,2-
= ’ 3,1-2
o il
o 20000,0
10000,0 -
0,0 -
0 2A 3A 4A BA 6A 2 3 4
grupa
KW(p)=0,005
Arsen
MT(p)=0,0225
2000,0
Post hoc analiza=1-5A
o 1500,0 T
- Tukeys post hoc test=0-
o J
nd 1000,0 5A,2A-5A,2-5A,3-5A,1-5A
500,0 -+
0,0 -
0O 2A 3A 4A 5A 6A 2 3 4
grupa

19¢




Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLPpNL WHVYV

RPIIP

0 2A 3A 4A 5A 6A 2 3 4 5
grupa

KW(p)=0,4626

MT(p)=0,8056

Kadmij

14
1,2

1,0

0,8 -
0,6
0,4
0,2
0,0 -

RPIIP

0 2A 3A 4A 5A 6A 2 3 4 5
grupa

KW(p)=0,0098

MT(p)=0,0289

Post hoc analiza=1-5A

Tukeys HSD post hoc test=1-
5A,1-6A




Bubrezi

Ovisnost koncentracije o grupama 6WDWLVWLpPpNL WHV
KW(p)=0,0665
Natri]
MT(p)=0,0356
2000,0
Post hoc analiza=nema razlike
1500,0 -
g
S, 1000,0 -
1S
500,0 -
0,0 -
0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,3293
Magnezij
MT(p)=0,2813
250,0
200,0 -
2 150,0 -
>
£ 100,0 -
50,0 -
0,0 -
0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa

19¢



Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpNL WH

Aluminij

6000,0

4000,0

2000,0

RPIIP

0,0

0 2A 4A 5A6A 2 3 4 5 6 1

-2000,0
grupa

KW(p)=0,6926

MT(p)=0,8787

MW-U test=nema razlike

Silicij

0 2A 3A 4A HA 6A 2
grupa

3

4

KW(p)=0,0039

MT(p)=0,01

Post hoc analiza=1-2




Ovisnost koncentracije o grupama 6WDWLVWLpPpNL V

KW(p)=0,1868

Fosfor
MT(p)=0,2089
4000,0
3000,0
2
S 2000,0 -
IS
1000,0 -
0,0 -
0 2A 3A 4A A 6A 2 3 4 5 6 1
grupa
KW(p)=0,0661
Kalij

MT(p)=0,2228

0 2A 3A 4A A 6A 2 3 4 5 6 1
grupa

20C



Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpNL

Kalcij

0 2A 3A 4A 5A 6A 2
grupa

3

KW(p)=0,5362

MT(p)=0,4613

0 2A 3A 4A 5A 6A 2
grupa

3

KW(p)=0,0157

MT(p)=0,007

Post hoc analiza=0-2A

201



Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLpNL WH

Mangan

1200,0

1000,0

800,0 -
600,0 -
400,0 -
200,0 -

0,0 -

RPIIP

0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6 1

grupa

KW(p)=0,0704

MT(p)=0,1893

Kobalt

500,0
400,0

300,0 -
200,0 -
100,0 -

0,0 -

RPIIP

0 2A3A4A5A6A 2 3 4 5 6

grupa

1

KW(p)=0,3817

MT(p)=0,1893




Ovisnost koncentracije o grupama

6WDWLVWLPNL WH

Bakar

30000,0
25000,0

& 20000,0 T

T 1771

T__

o ]
o 15000,0

10000,0 -

5000,0 -

0,0 -

0 2A3BA4A5A6A 2 3 4 5 6 1

grupa

KW(p)=0,9926

MT(p)=0,987

Cink

35000,0
30000,0

o 25000,0 -
< 20000,0 -
@ 15000,0 -
10000,0 -
5000,0 -

0,0 -

0 2A3A4AB5A6A 2 3 4 5 6 1
grupa

KW(p)=0,0876

MT(p)=0,0289

Post hoc analiza=nema

razlike

202


































































