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Wykaz skréotéw

1,25-(OH)2D3 — 1,25-dihydroksycholekalcyferol (kalcytriol)

Al (ang. Adequate Intake) — odpowiedniego spozycia

BMI (ang. body mass index) wskaznik masy ciata

CAT (ang. catalase) — katalaza

CC — ciecie cesarskie

CTR1 - (ang. copper transporter 1) — biatko wychwytu miedzi o wysokim
powinowactwie 1

Cu/zZn-SOD (ang. Cu/Zn superoxide dismutase) — dysmutaza ponadtlenkowa
cynkowo-miedziowa

DMT1 (ang. Divalent Metal Transporter 1) — przeno$nik jonow
dwuwartosciowych

EFSA (ang. European Food Safety Authority) — Europejski Urzad ds.
Bezpieczenstwa Zywnosci

GDM (ang. Gestational Diabetes Mellitus) — cukrzyca cigzowa

GPx (ang. glutathione peroxidase) — peroksydaza glutationowa

GR (ang. glutathione reductase) — reduktaza glutationowa

GSH (ang. glutathione) — glutation

HIF (ang. hypoxia inducible factor) — czynnik indukujgcy hipoksje

HO-1 i HO-2 (ang. haem oxygenase) — oksygenaza hemowa 1 i 2
hs-CRP (ang. high sensitive CRP) — wysoko czute biatko C-reaktywne
ICP-OES (ang. Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy) —
optyczna spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie sprzezonej
indukcyjnie

IDA (ang. iron deficiency anemia) — niedokrwisto$¢ z niedoboru zelaza
LOD (ang. limit of detection) — limit detekciji

LPO (ang. lipid peroxidation) — peroksydacja lipidow

MT (ang. metallothionein) — metalotioneina

NADPH (ang. nicotinamide adenine dinucleotide)

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

PE — promieniowanie elektromagnetyczne

PGF (ang. placenta growth factor) — czynnik wzrostu tozyska



PTH — hormon przytarczyc

RFT (ang. reactive oxygen species) — reaktywne formy tlenu

RNS (ang. reactive nitrogen species) — reaktywne formy azotu

SIPS (ang. stress induced premature senescence) — indukowane stresem
przedwczesne starzenie

SO (ang. oxidative stress) — stres oksydacyjny

SOD (ang. superoxide dismutase) — dysmutaza ponadtlenkowa

TfR — (ang. transferrin receptor) — receptor transferyny

TRPM6 (ang. transient receptor potential melastatin type 6) — przejsciowy
potencjat receptora melastatyny 6

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu naczyn
krwionosnych

WHO — (ang. World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia
WIC (ang. special supplemental food program for women, infants and children)
— Specjalny Program Zywienia Uzupetniajgcego dla Kobiet, Niemowlat i Dzieci
ZIP (ang. Zrt-/Irt-like protein) — rodzina transporterow cynku

ZnTs — rodzina transporterow cynku



Streszczenie

W ostatnich latach wzrosta liczba cigz mnogich. Jest to zwigzane ze
stosowaniem technik wspomaganego rozrodu, w tym indukowanej owulacji oraz
zaptodnienia in vitro. Cigze mnogie sg zawsze cigzami podwyzszonego ryzyka
i czesciej niz w przypadku cigz pojedynczych wystepujg powiktania cigzowe,
wady rozwojowe ptodu oraz zachorowalnos¢ i SmiertelnoS¢ okotoporodowa.
Cigza mnoga moze byc¢ przyczyng porodu przedwczesnego, poronienia, hipotrofii
jednego Ilub wiecej ptoddw, wewngtrzmacicznego obumarcia lub zespotu
zanikajgcego ptodu. Stan przedrzucawkowy (preeklampsja) wystepuje
co najmniej dwa-trzy razy czesciej i ma na ogoét ciezszy przebieg niz w cigzach
pojedynczych. Makro- i mikroelementy sg niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania organizmow zywych. Uczestniczg one w wielu procesach, w tym
w metabolizmie komorkowym, obronie antyoksydacyjnej i przeciwzapalnej,
a takze wptywajg na aktywnosc¢ enzymoéw, regulujg ekspresje genow oraz biorg
udziat w syntezie biatek. W okresie cigzy dieta powinna zaspokaja¢ potrzeby
dziecka, a takze matki, ktérej zdrowie jest Scisle zwigzane z dostarczeniem
odpowiednigj ilosci niezbednych pierwiastkow, w tym zelaza (Fe), miedzi (Cu),
cynku (Zn), wapnia (Ca), potasu (K), sodu (Na) i magnezu (Mg). Dostarczenie
odpowiedniej ilosci niezbednych sktadnikbw z dietg lub poprzez ich
suplementacje moze zmniejszyC ryzyko wystgpienia wad rozwojowych ptodu
i porodu przedwczesnego.

W czasie cigzy w organizmie matki zachodzg liczne zmiany adaptacyjne,
w tym anatomiczne, fizjologiczne i metaboliczne, ktére prowadzg miedzy innymi
do wzrostu produkcji reaktywnych form tlenu (RFT). Wolne rodniki sg niezbedne
do prawidtowego przebiegu wielu procesow zyciowych, w tym regulacji ekspresji
genodw, procesow fosforylacji biatek oraz regulacji stezenia Ca w komoérkach.
W warunkach fizjologicznych uwalniana jest niewielka ilo§¢ RFT, ktora jest
bezpieczna dla komoérek. Jednakze w trakcie cigzy moze nastgpi¢ ostabienie
ochrony antyoksydacyjnej. Moze to prowadzi¢ do zaburzenia rownowagi miedzy
produkcjg RFT, a zdolno$ciami antyoksydacyjnymi organizmu, co okreslane jest
mianem stresu oksydacyjnego (SO). Wyniki wielu badan dowodzg, ze SO ma
niekorzystny wptyw na organizm kobiety, przebieg cigzy i rozwoj ptoddw.

Prowadzi do nieprawidtowej czynnosci tozyska w konsekwencji powodujgc
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zaburzenia zaopatrzenia ptodu w tlen i substancje odzywcze. Moze to by¢
przyczyng miedzy innymi poronien, wad rozwojowych ptodu przedwczesnego
porodu i niskiej masy urodzeniowej noworodka. llos¢ RFT w organizmie jest
kontrolowana przez aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych, w tym dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy glutationowej (GPXx),
reduktazy glutationowej (GR), a takze stezenia glutationu (GSH) oraz witaminy
CiE.

Gtéwnym celem badan byta ocena stezenia pierwiastkow, w tym zelaza
(Fe), cynku (Zn), miedzi (Cu), wapnia (Ca), potasu (K), sodu (Na) i magnezu (Mg)
oraz analiza parametrow stresu oksydacyjnego i skutecznosci ochrony
antyoksydacyjnej w tozysku, pepowinie i btonach ptodowych pobranych od kobiet
w cigzy mnogiej. W badaniach uwzgledniono wiek, wage i BMI kobiet oraz
parametry antropometryczne noworodkéw (szerokos$¢ ramion, wage, dtugosc
ciata, obwdd gtowy i pte€), wiek cigzowy, a takze przyjmowanie suplementow
diety w czasie cigzy i palenia papierosow przez kobiety przed cigzg.

W badaniu okreslono korelacje pomiedzy stezeniami Fe, Cu i Zn w fozysku,
pepowinie i bfonie ptodowej, a parametrami antropometrycznymi noworodkéw,
stylem zycia matki i wiekiem cigzowym. Stwierdzono silne dodatnie korelacje
pomiedzy stezeniem Cu i Zn w btonie ptodowej (p=0,66) i stezeniem Zn i Fe
w tozysku (p=0,61). Dodatkowo stwierdzono korelacje miedzy stezeniem
Zn w btonie ptodowej, a szerokoscig ramion noworodka (p=-0,35); miedzy
stezeniem Cu w tozysku, a (i) wagg tozyska (p=0,46) i (ii) szerokoscig ramion
noworodka (p=0,36); miedzy stezeniem Cu w pepowinie, a (i) obwodem gtowy
noworodka (p=0,36), (ii) masg urodzeniowg noworodka (p=0,35) oraz miedzy
stezeniem Fe w tozysku, a wagg tozyska (p=0,33). W tej samej grupie badane;j
okreslono korelacje miedzy parametrami statusu antyoksydacyjnego (GPx, GR,
CAT, SOD)/stresu oksydacyjnego (LPO), a parametrami antropometrycznymi
noworodkow i matki, wiekiem cigzowym, suplementacjg i paleniem papieroséw
przed cigzg. Stwierdzono ujemne korelacje miedzy stezeniami Fe i produktow
LPO w btonie ptodowej (p=-0,50) i w tozysku (p=-0,58). Ponadto odnotowano
korelacje pomiedzy stezeniem Cu i aktywnoscia SOD w pepowinie
(p=0,55). Stwierdzono takze spadek aktywnosci GPx w pepowinie u kobiet, ktére
nie przyjmowaty suplementéw w czasie cigzy w poréwnaniu do kobiet, ktére

je stosowaty; zwiekszenie aktywnosci CAT w pepowinie u noworodkéw
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z prawidtowg masg urodzeniowg w poréwnaniu z noworodkami z niskg masg
urodzeniowq; zwiekszenie aktywnosci SOD w tozysku u kobiet niepalgcych
w porownaniu do kobiet palgcych papierosy przed cigzg; zmniejszenie
aktywnosci GR w fozysku kobiet z BMI od >18,5 do <25 w poréwnaniu
do kobietami z BMI <18,5 i >25.

W drugiej czesci badan stwierdzono silne dodatnie korelacje miedzy
stezeniem Ca i Mg zaréwno w pepowinie (p=0,81; p=0,00), jak i w btonie ptodowej
(p=0,73; p=0,00); miedzy stezeniem K i Mg w pepowinie (p=0,73; p=0.00);
miedzy stezeniem Ca i K w btonie ptodowej (p=0,73; p=0,00), a takze stwierdzono
umiarkowanie dodatnie korelacje miedzy stezeniem Ca w tozysku, a masg
tozyska (p=0,42; p=0,00) oraz miedzy stezeniem Mg w pepowinie, a dtugoscig
cigzy (p=0,42; p=0,00). Stwierdzono ujemne korelacje pomiedzy stezeniem
Na i Ca w btonie ptodowej (p=-0,40; p=0,00) oraz stezeniem Na w btonie ptodowej
i Mg w tozysku (p=-0,16; p=0,02). Potwierdzono ujemne korelacje pomiedzy
dtugoscig cigzy, a obwodem gtowy (p=-0,42; p=0,00), wagg noworodka
(p=-0,42; p=0,00), dtugoscig ciata noworodka (p=-0,49; p=0,00), szerokoscig
barkow noworodka (p=-0,49; p=0.00) oraz miedzy masg ciata noworodka,
a obwodem gtowy (p=-0,62; p=0,00), masg ciata kobiet przed porodem
(p=-0,36; p=0,00), dtugoscig ciata noworodka (p=-0,45; p=0,00), szerokoscig
barkow noworodka (p=-0,63; p=0,00), a przyrostem masy ciata kobiet w czasie
cigzy (p=-0,31; p=0,01). Stwierdzono istotne statystycznie korelacje miedzy
paleniem papierosow przed cigzg, a masg ciata kobiet przed porodem
(p=0,32; p=0,00) oraz ujemng korelacje miedzy wiekiem kobiet, a obwodem
gtowy noworodkéw (p=-0,20; p=0,02).

Wszystkie zatozenia i cele pracy doktorskiej zostaty zrealizowane.
Prezentowane badania wnoszg nowe dane dotyczgce stezenia Fe, Cu, Zn, Ca,
Na, K i Mg, a takze stezenia produktow peroksydacji lipidow oraz aktywnosci
enzyméw  antyoksydacyjnych  (dysmutazy  ponadtlenkowej, katalazy,
peroksydazy glutationowej i reduktazy glutationowej) w tozysku, pepowinie
i btonie ptodowej kobiet w cigzy mnogiej. Ponadto wyniki wlasne oraz innych
badaczy wskazujg na istotne zaleznosci pomiedzy Fe, Cu, i Zn oraz pomiedzy
Ca, Na, K i Mg w organizmie. Wzrost lub spadek jednego pierwiastka moze
znaczgco wptywac na dziatanie innych pierwiastkow. Fe, Cu, Zn, Ca, Na, K i Mg

mogg byC¢ obiecujgcymi biomarkerami, ktére mogg umozliwi¢ przewidywanie
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powiktan zwigzanych z cigzg, poniewaz odgrywajg kluczowg role w utrzymaniu
homeostazy organizmu, a wszelkie zmiany ich stezenia mogg powodowaé

interakcje niebezpieczne dla zdrowia matki i ptodu.
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Summary

The number of multiple pregnancies has increased significantly in recent
years. This is related to the use of assisted reproductive techniques — induced
ovulation and in vitro fertilization. Multiple pregnancies are always high-risk
pregnancies. Pregnancy complications, fetal malformations and perinatal
morbidity and mortality are more often than in the case of single pregnancies.
Multiple pregnancy can be the cause of premature birth, miscarriage, hypotrophy
of one or more fetuses, intrauterine death or vanishing twoim syndrome.
Preeclampsia occurs at least two to three times more often and is generally more
severe than in single pregnancies. Macro- and microelements are necessary for
the proper functioning of living organisms. Macro- and microelements participate
in  many processes, including cellular metabolism, antioxidant and
anti-inflammatory defense, as well as affect enzyme activity, regulate gene
expression and take part in protein synthesis. During pregnancy, the diet should
meet the needs of the child, as well as the mother. Health of the mother and the
fetus is closely related to providing the right amount of essential elements,
including iron (Fe), copper (Cu), zinc (Zn), calcium (Ca), potassium (K), sodium
(Na) and magnesium (Mg). Providing the right amount of essential ingredients
with the diet or through their supplementation can reduce the risk of fetal
malformations and premature birth.

In the mother's body during pregnancy occur numerous adaptive changes,
including anatomical, physiological and metabolic changes. Metabolic changes
lead to increase of the production of reactive oxygen species (ROS).
Free radicals are necessary for the proper course of many life processes,
including the regulation of gene expression, protein phosphorylation processes
and regulation of Ca concentration in cells. Under physiological conditions
is released a small amount of ROS. That amount is safe for the cells. However,
during pregnancy, antioxidant protection may be weakened. This can lead to an
imbalance between ROS production and the body's antioxidant capacity, which
is referred to as oxidative stress (OS). The results of many studies prove that OS
has an adverse effect on a woman's body, the course of pregnancy and fetal
development. It leads to abnormal placenta function, consequently causing

impaired supply of oxygen and nutrients to the fetus. This can be the cause,
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among other things, of miscarriages, fetal malformations, premature birth and low
birth weight of the newborn. The amount of ROS in the body is controlled
by the activity of antioxidant enzymes, including superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR),
as well as glutathione concentration (GSH) and vitamins C and E.

The main object of the study was to assess the concentration of elements,
including iron (Fe), zinc (Zn), copper (Cu), calcium (Ca), potassium (K), sodium
(Na) and magnesium (Mg) and analyze the parameters of oxidative stress
and the effectiveness of antioxidant protection in the placenta, umbilical cord
and amniotic sac taken from woman in the multiple pregnancy. The studies
include the biological and anthropometric characteristics of women (age, weight,
BMI) and newborns (arm width, weight, body length, head circumference
and gender), gestation time , taking the dietary supplements and smoking during
pregnancy.

The study identified correlations between concentrations of Fe, Cu and Zn
in the placenta, umbilical cord and amniotic sac, and the morphometric
characteristics of newborns, maternal characteristics and gestational age. Strong
positive correlations were found between the concentration of Cu and Zn
in the amniotic sac (p=0.66) and the concentration of Zn and Fe in the placenta
(p=0.61). Additionally, there was a correlation between the concentration of Zn
in the amniotic sac and the width of the newborn's arms (p=-0.35); between
the concentration of Cu in the placenta, and the placenta weight (p=0.46)
and the width of the newborn's arms (p=0.36); between the Cu concentration
in the umbilical cord and head circumference (p=0.36), weight of newborn
(p=0.35) and between Fe concentration in the placenta and its weight (p=0.35).
In the same study group, correlations were determined between antioxidant
status parameters (GPx, GR, CAT, SOD) / oxidative stress (LPO) and neonatal
morphometric features, maternal features, gestational age, supplementation and
smoking before pregnancy. Negative correlations were found between
concentrations of Fe and LPO products in the amniotic sac (p=-0.50)
and in the placenta (p=-0.58). In addition, a correlation was noted between
Cu concentration and SOD activity in the umbilical cord (p=0.55). There was also
a decrease in umbilical cord GPx activity among women who did not take

supplements compared to group of women who used them; an increase
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in umbilical cord CAT activity in newborns with normal birth weight compared
to infants with low birth weight; increased SOD activity in the placenta in
non-smoking women compared to women smoking cigarettes before pregnancy;
a decrease of GR activity in placentas from women with BMI 18,5-25 compared
to this with BMI <18,5 and >25.

The second study found strong positive correlations between Ca and Mg
concentrations both in the umbilical cord (r=0.81; p=0.00) and the amniotic sac
(r=0.73; p=0.00); between the concentration of K and Mg in the umbilical cord
(r=0.73; p=0.00); between the concentration of Ca and K in the amniotic sac
(r=0.73; p=0.00), also moderately positive correlations between Ca concentartion
in placenta and its weight (p=0.42; p=0,00) and Mg concentrations in the umbilical
cord and the gestation time (p=0,42; p=0,00). Negative correlations were found
between the concentration of Na and Ca in the amniotic sac (r=-0.40; p=0.00)
and the concentration of Na in the amniotic sac and Mg in the placenta (r=-0.16;
p=0.02). Negative correlations were confirmed between the gestation time and
the circumference of the head (p=-0.42; p=0.00), the mass of the newborn
(p=-0.42; p=0.00), the length of the newborn (p=-0.49; p=0.00), the shoulder
width of the newborn (p=-0.49; p=0.00) and between newborn weight and head
circumference (p=-0.62; p=0.00), weight of women before labour (p=-0,36:
p=0.00), length of newborn body (p=-0,45; p=0.00), width of newborn arms
(p=-0,63: p=0,00) and the women weight gain during pregnancy (p=-0,31;
p=0,01). There were statistically significant correlations between smoking before
pregnancy and women's body weight before childbirth (p=0.32; p=0.00)
and a negative correlation between women's age and neonatal head
circumference (p=-0.20; p=0.02).

All the assumptions and goals of the doctoral dissertation have been
achieved. The own research brings new data on the concentration of Fe, Cu, Zn,
Ca, Na, K and Mg, as well as the concentration of lipid peroxidation products and
the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase, glutathione
peroxidase and glutathione reductase) in the placenta, umbilical cord
and amniotic sac from multiple pregnancies. In addition, own and other
researchers' results indicate significant relationships between Fe, Cu, and Zn
and between Ca, Na, K and Mg in the body. The increase or decrease of one

element can significantly affect the function of others. Fe, Cu, Zn, Ca, Na, K
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and Mg can be promising biomarkers in predicting complications because they
play a key role in the body's homeostasis, and any changes in their concentration

can cause interactions dangerous to the health of the mother and the fetus.
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I. Wprowadzenie

W ostatnich latach wzrosta liczba cigz mnogich. Jest to zwigzane
ze stosowaniem technik wspomaganego rozrodu, w tym indukowanej owulacji
oraz zaptodnienia in vitro. Sredni czas trwania cigzy pojedynczej wynosi okoto 39
tygodni, natomiast cigzy mnogiej dla bliznigt, trojaczkéw i czworaczkow
odpowiednio okoto 36, 32 i 30 tygodni (Dudenhausen i Maier 2010;
Latar i wsp. 2014). W Europie w 2010 roku w oparciu o wspoétczynnik porodow
mnogich kraje europejskie podzielono na cztery grupy. Do pierwszej grupy
zaklasyfikowano kraje, w ktérych wspétczynnik poroddéw wynosit ponizej
15 porodéw blizniaczych na 1000 rodzgcych kobiet. Grupa ta obejmowata kraje
Europy Srodkowo-Wschodniej, w tym Rumunie, totwe, Litwe, Polske i Stowacje
oraz niektére kraje skandynawskie (Islandie i Szwecje). Do drugiej grupy
zaliczono Estonie, Portugalie, Finlandie, Wielkg Brytanie, Wiochy, Norwegie
i Irlandie, w ktérych wspétczynnik porodéw wynosit od 15,0 do 16,9 porodow
blizniaczych na 1000 rodzgcych kobiet. W trzeciej grupie (od 17,0 do 18,9
poroddéw blizniaczych na 1000 rodzgcych kobiet) znalazty sie Austria, Francja,
Holandia, Luksemburg, Szwajcaria, Stowenia i Niemcy. Do czwartej grupy,
w ktérej wspotczynnik porodéw wynosit 19 porodéw blizniaczych na 1000
rodzgcych kobiet zaliczono Belgie, Malte, Hiszpanie, Danige, Czechy i Cypr
(Heino i wsp. 2016).

Cigze mnogie sg zawsze cigzami podwyzszonego ryzyka. U kobiet w cigzy
mnogiej czesciej niz w przypadku cigz pojedynczych wystepujg powiktania
cigzowe, wady rozwojowe ptodu oraz zachorowalnos¢ i sSmiertelnosé
okotoporodowa (Dudenhausen i Maier 2010). Cigza mnoga moze byc¢ przyczyng
porodu przedwczesnego, poronienia, hipotrofii jednego lub wiecej ptodéw,
wewnatrzmacicznego  obumarcia lub  zespotu  zanikajgcego  ptodu
(Siddiqui i wsp. 2007). Stan przedrzucawkowy (preeklmpsja) wystepuje
co najmniej dwa-trzy razy czesciej i ma na ogot ciezszy przebieg w cigzach
blizniaczych niz w cigzach pojedynczych (Chantanahom i Phupongi, 2021)

Makro- i mikroelementy sg niezbedne do prawidtowego funkcjonowania
organizmow zywych. Uczestniczg one w wielu procesach, w tym w metabolizmie
komdérkowym, obronie antyoksydacyjnej i przeciwzapalnej, a takze wptywajg na

aktywnos¢ enzymow, regulujg ekspresje gendw oraz biorg udziat w syntezie
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biatek (WHO 1996). Niezbedne pierwiastki sg dostarczane w diecie, a ich poziom
w organizmie cztowieka zalezy od ptci, wieku, miejsca zamieszkania (potozenia
geograficznego) i zanieczyszczenia srodowiska. W okresie cigzy dieta powinna
zaspokajac potrzeby dziecka, a takze matki, ktorej zdrowie jest scisle zwigzane
z dostarczeniem odpowiedniej ilosci niezbednych pierwiastkéw, w tym Zzelaza
(Fe), miedzi (Cu), cynku (Zn), wapnia (Ca), potasu (K), sodu (Na) i magnezu
(Mg). Ich poziom przed cigzg rowniez moze miec istotne znaczenie (King 2000).
Badania Caan i wsp. (1987) wykazaty, ze Specjalny Program Zywienia
Uzupetniajgcego dla Kobiet, Niemowlat i Dzieci (ang. special supplemental food
program for women, infants and children, WIC) rozpoczety pie¢-siedem miesiecy
przed cigzg powoduje wzrost masy urodzeniowej Srednio o okoto 131 g,
a diugos¢ noworodka o okoto 0,3 cm. Dostarczenie odpowiedniej ilosci
niezbednych sktadnikéw z dietg lub poprzez ich suplementacje moze zmniejszy¢
ryzyko wystgpienia wad rozwojowych ptodu i porodu przedwczesnego
(McAlpine i wsp. 2019; Szymankiewicz 2010).

W czasie cigzy w organizmie matki zachodzg liczne zmiany adaptacyjne,
w tym anatomiczne, fizjologiczne i metaboliczne, ktére prowadzg miedzy innymi
do wzrostu produkcji reaktywnych form tlenu (RFT), szczegdlnie w drugiej
potowie cigzy (Casanueva i Viteri 2003; Lurie i Mamet 2000). Wolne rodniki sg
niezbedne do prawidtowego przebiegu wielu procesdéw zyciowych, w tym
regulacji ekspresji gendéw, procesow fosforylacji biatek oraz regulacji stezenia
Ca w komorkach. W warunkach fizjologicznych uwalniana jest niewielka ilos¢
RFT, ktéra jest bezpieczna dla komédrek (Agarwal i wsp. 2012; Karpinska
i Gromadzka 2013). W trakcie cigzy moze nastgpi¢ ostabienie ochrony
antyoksydacyjnej. Moze to prowadzi¢ do zaburzenia réwnowagi miedzy
produkcjg RFT, a zdolnosciami antyoksydacyjnymi organizmu, co okreslane jest
mianem stresu oksydacyjnego (OS) (Buhimschi i wsp. 2003; Chen i Scholl 2005;
Devrimi wsp. 2006; Granot i Kohen 2004; Myatt i Cui 2004; Peuchant i wsp. 2004;
Poston i Raijmakers 2004). Jednym z gtéwnych zrodet RFT u kobiet w cigzy jest
tozysko bogate w mitochondria, ktére w trakcie cigzy zwieksza swojg wielkosé
i unaczynienie (Scholl i wsp. 2005). Wytwarza ono duze ilosci anionorodnika
ponadtlenkowego, ktéry fgczy sie z innymi czgsteczkami tworzgc nadtlenek

wodoru i rodniki hydroksylowe (Myatt i Cui 2004). Wzrost wytwarzania RFT
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obserwowany jest zwilaszcza w przypadku cigz mnogich
(Grazul-Bilska i wsp 2006).

Wyniki wielu badan dowodzg, ze stres oksydacyjny ma niekorzystny
wplyw na przebieg cigzy, zdrowie kobiet i rozwdj ptodow. Prowadzi
do niewydolnos$ci tozyska w konsekwencji powodujgc zaburzenia zaopatrzenia
ptodu w tlen i substancje odzywcze (Jauniax i wsp 2006; Saugstad 1998).
Moze to by¢ przyczyng miedzy innymi poronien, wad rozwojowych ptodu.
przedwczesnego porodu i niskiej masy urodzeniowej noworodka
(Ziemlanski i Wartanowicz 1999; Poston i Raijmakers 2004). llos¢ RFT
w organizmie jest kontrolowana przez aktywnos¢ enzymoéw antyoksydacyjnych,
w tym dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy
glutationowej (GPx), reduktazy glutationowej (GR), a takze stezenia glutationu
(GSH) oraz witaminy C i E (Agarwal i wsp 2012). Dodatkowo kluczowa role petnig
pierwiastki sladowe, ktore modulujg system obrony antyoksydacyjnej. Miedz,
mangan i cynk s3g niezbednymi mikroelementami do prawidtowego
funkcjonowania dysmutazy ponadtlenkowej, podczas gdy selen wptywa na
dziatanie antyoksydacyjne uktadu enzymatycznego glutationu (Basu i wsp 2015).
Natomiast zelazo, ktére wystepuje w duzych ilosciach w tozysku moze indukowac
SO ze wzgledu na wytwarzanie RFT, co moze powodowaé uszkodzenie komorek
I tkanek (Casanueva i Viteri 2003; Khayat i wsp. 2017).

Il. Hipotezy, cele pracy i spodziewane korzysci pracy

Przystepujgc do badan postawiono nastepujgce hipotezy badawcze:

H1. Wystepujg réznice w stezeniu zelaza (Fe), miedzi (Cu), cynku (Zn), wapnia
(Ca), potasu (K), sodu (Na) i magnezu (Mg) w poptodach, w tym tozysku, btonie
ptodowej i pepowinie;

H2. Stezenie Fe, Cu, Zn, Ca, K, Na i Mg w poptodach wptywa na parametry
antropometryczne noworodkow (szerokos¢ ramion, wage, dtugos¢ ciata, obwéd
gtowy);

H3. Stezenie Fe, Cu i Zn w poptodach wptywa na stezenie antyoksydantéw
I prooksydantéw w tozysku, pepowinie i btonie ptodowej;

H4. Wzrost lub spadek stezenia zelaza, cynku lub miedzi wptywa na stezenie
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pozostatych dwoch pierwiastkow;
H5. Stezenie pierwiastkbw w poptodach pochodzgcych od kobiet w cigzy
mnogiej jest mniejsze niz w poptodach pochodzgcych z cigz pojedynczych

(poréwnanie z danymi z piSmiennictwa naukowego).

Gtownym celem badan byta ocena stezenia pierwiastkow, w tym zelaza
(Fe), cynku (Zn), miedzi (Cu), wapnia (Ca), potasu (K), sodu (Na) i magnezu (Mg)
oraz ocena parametrow stresu oksydacyjnego i skutecznosci ochrony
antyoksydacyjnej w poptodach (tozysku, pepowinie i btonach ptodowych)
pobranych od kobiet w cigzy mnogiej. W badaniach uwzgledniono wiek, wage
I BMI kobiet oraz parametry antropometryczne noworodkéw (szerokos¢ ramion,
wage, dtugosé ciata, obwod gtowy i pte€), wiek cigzowy, a takze przyjmowanie

suplementéw diety w czasie cigzy i palenie papierosow przez kobiety przed cigza.

Cele szczegotowe:

[

okreslenie stezenia pierwiastkow (Fe, Cu, Zn, Ca, K, Na, Mg) w tozysku,

btonie ptodowej i pepowinie pobranych od kobiet w cigzy mnogiej

w czasie porodu;

e ocena stresu oksydacyjnego w poptodach poprzez pomiar produktow
peroksydacji lipidow;

e zbadanie aktywnosci enzymow  antyoksydacyjnych  (katalazy,
peroksydazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej, reduktazy
glutationowej) w poptodach,;

e ocena wplywu stezenia poszczegolnych pierwiastkbw na stres
oksydacyjny w poptodach;

e ocena zaleznosci pomiedzy stezeniem pierwiastkéw (Fe, Cu, Zn, Ca, K,
Na, Mg) w poptodach, a parametrami morfometrycznymi noworodka;

e zbadanie zaleznosci pomiedzy stezeniem pierwiastkéw (Fe, Cu, Zn, Ca,
K, Na, Mg) w poptodach, a wiekiem, wagag i BMI kobiet;

e analiza zaleznosci pomiedzy stezeniem pierwiastkow (Fe, Cu, Zn, Ca, K,

Na, Mg) w poptodach, a czasem trwania cigzy, paleniem papierosow

przed cigzg oraz podstawowg suplementacjg w czasie cigzy;
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e ocena zaleznosci pomiedzy parametrem stresu oksydacyjnego
I aktywnoscig enzymdw antyoksydacyjnych w poptodach, a parametrami
antropometrycznymi noworodka,

e analiza zaleznosci pomiedzy parametrem stresu oksydacyjnego
I aktywnoscig enzymow antyoksydacyjnych w poptodach, a czasem
trwania cigzy, paleniem papierosow przed cigzg oraz podstawowg

suplementacjg w czasie cigzy.

Spodziewanym wynikiem badania jest ustalenie wptywu Fe, Cu, Zn, Ca, K, Na,
Mg na przebieg cigzy mnogiej, parametréw antropometrycznych noworodka oraz
wybranych parametréw (cech lub nawyki) kobiet oraz zaleznosci pomiedzy
stezeniem Zelaza, miedzi i cynku, a réwnowagg prooksydacyjno-
antyoksydacyjng. Istotno$¢ tego zagadnienia wynika z corocznego wzrostu
odsetka cigz mnogich w Polsce i na swiecie, matej dostepnosci badan
dotyczacych tego tematu oraz braku swoistych norm suplementacji

wymienionych pierwiastkdw w cigzy mnogie;j.

[ll. Omowienie artykutu nr 1

Grzeszczak K, Kwiatkowski S, Kosik-Bogacka D. The Role of Fe, Zn,
and Cu in pregnancy. Biomolecules 2020;10:1176.
doi: 10.3390/biom10081176.

Celem niniejszego przegladu byto podsumowanie danych z piSmiennictwa
naukowego dotyczgcego wptywu Fe, Cu i Zn na przebieg cigzy pojedynczej
I mnogiej, a takze omodwienie zaleznosci zachodzgcych pomiedzy tymi
pierwiastkami.

Zelazo, miedz i cynk to mikroelementy niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania organizméw zywych. Pierwiastki te biorg udziat w wielu
procesach, w tym w metabolizmie komdérkowym, obronie antyoksydacyjnej
i przeciwzapalnej, a takze wptywajg na aktywnos$¢ enzymow, regulujg ekspresje
genodw i biorg udziat w syntezie biatek. Majg one takze istotny wptyw na organizm
kobiet w cigzy i rozwoj ptodu. Odpowiednie stezenie Fe, Cu i Zn w organizmie

19



kobiety w czasie cigzy zmniejsza ryzyko wystgpienia powiktan, w tym
niedokrwistosci, nadcisnienia tetniczego indukowanego cigzg, stanu
przedrzucawkowego, powiktan okotoporodowych oraz niskiej masy urodzeniowej
noworodka.

Zelazo wchodzi w sktad mioglobiny i hemoglobiny oraz wielu enzymow
uczestniczgcych w transporcie elektronoéw, syntezie elementéw morfotycznych
krwi, neuroprzekaznikow i zwigzkow wysokoenergetycznych. W czasie cigzy
zaleca sie uzupetnianie codziennej diety kobiet w cigzy o 27 mg Fe na dobe,
a przy stwierdzeniu anemii zaleca sie przyjmowanie do 60 mg Fe. Badania
wykazaty, ze suplementacja ciezarnych tym mikroelementem powoduje wzrost
masy ciata noworodkdéw srednio 0 200 g. U kobiet w wieku rozrodczym niedobory
Fe spotykane sg czesto. Deficyt Fe jest przyczyng niedokrwistosci, co moze
w przypadku kobiet w cigzy, prowadzi¢ do pogorszenia parametrow
urodzeniowych dziecka. Ponadto przy niewystarczajgcej ilosci tego pierwiastka
u kobiet w cigzy opisywano stany przedrzucawkowe oraz przedwczesne
pekniecie btony ptodowej. Z drugiej strony nadmierna suplementacja Fe moze
prowadzi¢ do nadmiernego tworzenia reaktywnych form tlenu, co moze
powodowac uszkodzenie tkanek i narzgdow.

MiedZz odgrywa wazng role w reakcjach utleniania, poniewaz jest
skfadnikiem katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej i oksydazy cytochromowe;.
Ponadto wchodzi w skiad ceruloplazminy i odgrywa znaczacg role
w metabolizmie Fe. W czasie cigzy zapotrzebowanie na Cu wzrasta z 900
mg/dobe do 1000 mg/dobe. Niedobdr tego mikroelementu w czasie cigzy moze
by¢ przyczyng SO, co moze prowadzi¢ do ograniczenia wzrostu ptodu.

Cynk reguluje funkcjonowanie okoto 100 réznych enzymodw, wptywa na
wchtfanianie kwasu foliowego, metabolizm weglowodanéw, synteze DNA i RNA
oraz rownowage kwasowo-zasadowq. Dzienna podaz Zn w czasie cigzy powinna
wynosi¢ okoto 12 mg. Badania wykazaty, Ze niedobdr tego mikroelementu
u kobiet w cigzy jest powszechny, szczegdlnie w krajach rozwijajgcych sie.
Uwaza sie, ze niedobdr Zn moze by¢é zwigzany z teratogennoscig, prowadzi¢
do poronien oraz Smiertelnosci ptodow.

Interakcje pomiedzy Fe, Cu i Zn wptywajg na dostepnosc¢ tych pierwiastkdéw
ze wzgledu na podobne wiasciwosci fizykochemiczne. Najczesciej ma to miejsce

podczas wchianiania jelitowego, jony metali konkurujg o miejsca wigzania
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ze zwigzkami transportowymi. Ponadto relacje miedzy tymi jonami majg duzy
wptyw na przebieg reakcji w tkankach, a takze na ich usuwanie z organizmu.

Z przedstawionego przeglagdu danych naukowych wynika, ze Fe, Cui Zn sg
bardzo wazne dla prawidtowego przebiegu cigzy. Wyniki wiekszosci badan
wskazujg na wptyw metali na parametry antropometryczne matki i dziecka.
Ponadto Fe, Cu i Zn mogg by¢ potencjalnymi biomarkerami, ktére umozliwig
przewidywanie ryzyka powiktan zwigzanych z cigzg. Ponadto wyniki badan
wskazujg wazne zaleznosci miedzy Fe, Cu i Zn w organizmie. Wzrost lub spadek
jednego pierwiastka moze znaczgco wptyngC na dziatanie pozostatych dwoch
pierwiastkow. Szczegdlnie wazne jest, ze pierwiastki te nie wykazujg dziatania
antagonistycznego wzgledem siebie, gdy mieszczg sie w wartosciach
referencyjnych. Zelazo, miedz i cynk odgrywajg kluczowg role w utrzymaniu
homeostazy organizmu, a wszelkie zmiany ich stezenia mogg powodowaé

interakcje niebezpieczne dla zdrowia matki i ptodu.

IV. Omoéwienie nieopublikowanych wynikéw badan

1. Wstep

Zelazo (Fe), cynk (Zn) i miedz (Cu) wptywajg na stan zdrowia kobiety
w czasie cigzy, rozwoj ptodu, a takze stan zdrowia noworodka. Rola Fe, Zn i Cu
w czasie cigzy, jak réwniez charakterystyka interakcji pomiedzy tymi
pierwiastkami, zostaty opisane w artykule nr 1.

Na przestrzeni ostatnich pieciu lat wzrosta liczba badan dotyczgcych roli
OS w patogenezie i progresji wielu choréb (Pubmed/stowa kluczowe: Oxidativ
stress AND pathogenesis — 2 150 publikacji). Réwniez wiele badan z tego
zakresu dotyczy wptywu RFT na przebieg cigzy oraz na organizm ptodu
I noworodka (Pubmed/stowa kluczowe: Oxidativ stress AND Pregnancy — 1 494
publikacji AND Fetus — 45 publikacji AND Newborn — 164 publikacji). Jednak
mechanizmy prowadzgce do powstawania zmian patofizjologicznych pod
wptywem RFT nie zostaty jak dotgd doktadnie scharakteryzowane.

Reaktywne formy azotu (RFA)/tlenu powstajg w wielu procesach
biologicznych. Uwalniane w ilosciach fizjologicznych petnig role mediatoréw

i regulatorow, zapewniajgc komorkom prawidtowe funkcjonowanie (Droge 2002).
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Do RFA zalicza sie tlenek azotu (NO) i nadtlenoazotyn (ONOO~) (Kamata i Hirata
1999), natomiast do RFT anion ponadtlenkowy (-Oz2’), nadtlenek wodoru (H202),
rodnik hydroksylowy (-OH), rodnik nadtlenkowy (HOO-), tlen singletowy ((1)O2)
I rodniki peroksylowe i alkoksylowe (ROO-) (Callahan i wsp. 2001).
Podstawowym RFT wytwarzanym w trakcie metabolizmu tlenu jest nadtlenek,
ktory jest bardzo reaktywny i cytotoksyczny. Nadtlenek przy udziale SOD
katalizuje dysproporcjonowanie anionorodnika nadtlenkowego do znacznie mniej
reaktywnego produktu - H202, a tym samym zabezpiecza komorki przed
toksycznymi produktami oddychania tlenowego (Rahman i wsp. 2012). Redukcja
jednoelektronowa O2 do -O% i jego dysmutacji do H202 zachodzi podczas
oddychania mitochondrialnego. Mitochondria sg réwniez zaangazowane
w generowanie NO poprzez synteze tlenku azotu (NOS), -Oz i NO reagujg
tworzgc nadtlenoazotynu (ONOO-), ktéry stanowi potencjalne zrédio -OH
(Dhawan 2014). Rodnik hydroksylowy powstaje w obecnosci metali, w tym Cu i
Fe oraz H20:2 (reakcja Fentona). Nieenzymatyczna reakcja Fentona to reakcja
degradacji H202, ktéra jest katalizowana przez Fe?*, prowadzi do powstawania
‘OH, a zachodzi w retikulum endoplazmatycznym (Liu i wsp. 2004). Inng reakcjg
pozamitochondrialng jest wybuch oddechowy komodrek fagocytujgcych, ktory
stanowi zrodto O2'.

W stanach zapalnych zgodnie z teorig indukowanego stresem
przedwczesnego starzenia (ang. stress induced premature senesence, SIPS),
w wyniku reakcji oksydazy zredukowanego fosforanu dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADPH) mate dawki roznych czynnikow
stresogennych, w tym H202, powodujg wyczerpanie potencjatu replikacyjnego
komoérek proliferacyjnych i akumulacje starzejgcych sie komérek, ktére mogg byé
odpowiedzialne za tworzenie stanu mikrozapalnego i aktywacje komorek
fagocytujgcych. Kolejnym przyktadem reakcji pozamitochondrialnej jest reakcja
zachodzgcg w  peroksysomach  [B-utleniania  kwasow  ttuszczowych
z wytwarzaniem Hz20:2 (Gilca i wsp. 2007).

Reaktywne formy tlenu wykazujg wiekszg reaktywnos¢ niz tlen
czgsteczkowy w stanie podstawowym (trypletowym). Mogg one by¢ generowane
endogennie lub egzogennie. Do endogennych zrédet RFT naleza:
mitochondrialny tancuch oddechowy, farcuch transportu elektronéw i transportu

mikroelektronéw, enzymy utleniajgce (ksantynoksydaza, cyklooksygenaza),
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fagocyty oraz komoérkowa autooksydacja Fe?* i epinefryny (Phaniendra i wsp.
2015). Natomiast do zrédet endogennych zalicza sie: alkohol, dym tytoniowy,
nieprawidtowg diete, wysitek fizyczny o intensywnym nasileniu, niskg
temperature, stres, urazy mechaniczne, metale ciezkie i przejsciowe,
rozpuszczalniki przemystowe, pestycydy, benzopiren, promieniowanie, niektore
leki, w tym halotan, paracetamol, a takze infekcje bakteryjne i wirusowe
(Phaniendra i wsp. 2015). W warunkach fizjologicznych procesy te znajdujg sie
pod Scistg kontrolg poprzez dziatanie enzymatycznych i nieenzymatycznych
mechanizmdéw obronnych. Wptyw RFT na komorki w duzym stopniu zalezy od
ich stezenia i czasu dziatania. Krotkotrwaty wzrost wytwarzania RFT jest
zazwyczaj dobrze tolerowany przez komoérki i w takich sytuacjach dochodzi
zwykle do zwiekszonej aktywnosci reakcji obronnych. Jednak nasilony lub dtugo
utrzymujgcy sie stan stresu oksydacyjnego wywotany czynnikami
chorobotworczymi lub szkodliwymi dla zdrowia czynnikami zewnetrznymi
indukuje uszkodzenia skfadnikéw komorkowych (Trougakos i Gonos 2006).

Reaktywne formy tlenu uczestniczg w wielu procesach, w tym skurczu
miesni, wydzielaniu hormondéw, funkcjonowaniu ukfadu obronnego i regulaciji
napiecia naczyniowego. Wptywajg one na wzrost i réznicowanie komorek,
aktywacje czynnika wzrostu, odpowiedZ mitogenng, modulujg wytwarzanie
macierzy pozakomodrkowej i apoptoze komorki. Ponadto RFT powodujg
inaktywacje NO, stymulacje gendéw prozapalnych i aktywacje wielu kinaz
(Dhawan 2014). Reaktywne formy tlenu odgrywajg wazng role regulacyjng
poprzez rézne szlaki transdukcji sygnatdéw miedzy innymi w rozwoju pecherzyka
z6ttkowego i w rozwoju ptodowo-tozyskowym (Agarwal i wsp. 2008; Menezo
I wsp. 2016). Podczas cigzy RFT wytwarzane sg naturalnie w trakcie proceséw
implantacji, proliferacji, réznicowania i wzrost trofoblastu (Ahsan i wsp. 2013).
Zwiekszenie produkcji RFT jest zwigzane miedzy innymi z funkcjonowaniem
tozyska (Pereira i Martel 2014).

W pierwszym trymestrze cigzy stezenie tlenu w fozysku jest niskie,
poniewaz nie jest jeszcze potgczone z krgzeniem matki. Prowadzi to do
powstania RFT, ktére pobudzajg proliferacje komoérek i angiogeneze, w tym
indukujg produkcje czynnikéw indukujgcych hipoksje (ang. hypoxia inducible
factor, HIF), czynnika wzrostu naczyn krwionosnych (ang. vascular endothelial

growth factor, VEGF) i czynnika wzrostu tozyska (ang. placenta growth factor,
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PGF) (Agarwal i wsp. 2012; Al-Gubory i wsp. 2010; Pereira i Martel 2014). Tlenek
azotu przyczynia sie do utrzymania napiecia naczyhn krwionosnych w celu

zwiekszenia przeptywu krwi w macicy (Sladek i wsp. 1997).

1.1. Stres oksydacyjny (OS)

Stres oksydacyjny jest spowodowany brakiem réwnowagi pomiedzy
produkcjg i akumulacjg wolnych rodnikéw, a zdolnoscig organizmu do
detoksykacji tych reaktywnych produktow (Al-Gubory i wsp. 2010; Pizzino i wsp.
2017). Jest wywotany zwiekszonym poziomem RFT i/lub RNS lub ochrony
antyoksydacyjnej, co moze prowadzi¢ do przewlektego stanu zapalnego (Burton
i wsp. 2010; Cindrova-Davies i wsp. 2007; Ruder i wsp. 2009). Powstate RFT,
w tym Oz2-—, H202 i ‘OH, powodujg uszkodzenia biatek, DNA i peroksydacje
lipidow. Powoduje to miedzy innymi zaburzenia integralnosci bton oraz zmiany
w strukturze DNA prowadzgce do mutacji lub efektéw cytotoksycznych, a takze
wptywa na metabolizm komérkowy (Waris i Ahsan 2006). Stres oksydacyjny
moze byC bezposrednig lub posrednig przyczyng niektérych choréb, w tym
cukrzycy, choréb neurodegeneracyjnych (choroby Parkinsona i Alzheimera,
stwardnienia rozsianego), choréb ukfadu krgzenia (miazdzycy i nadcisnienia
tetniczego), choréb uktadu oddechowego (astmy), prowadzgc do rozwoju zacmy,
reumatoidalnego zapalenia stawow i roznych nowotwordéw, w tym raka jelita
grubego, prostaty, piersi, ptuc, pecherza moczowego (Phaniendra i wsp. 2015;
Wotonciej i wsp. 2016).

Wolne rodniki wptywajg na rézne procesy zwigzane z ptodnoscig. Gamety
sg wrazliwe na uszkodzenia oksydacyjne i muszg by¢ przed nimi chronione, aby
zapewni¢ utrzymanie gatunku. Stres oksydacyjny moze wptywaé na strukture
i funkcje plemnikdw, w tym zmniejszenie zywotnosci i ruchliwosci, liczby
i potencjatu zaptadniajgcego plemnikéw, co moze prowadzi¢ do nieptodnosci
(Sharma i Agarwal 1996; Agarwal i wsp. 2006).

Stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do rozwoju procesow patologicznych
zaburzajgcych procesy reprodukcyjne u kobiet (Agarwal 2006; Agarwal
I Allamaneni 2004). Reaktywne formy tlenu w ptynie pecherzykowym odgrywajg
wazng role w modulacji oogenezy, folikulogenezy, steroidogenezy jajnikowej,

luteolizy i owulacji (Bizerea i wsp. 2018). Niektérzy badacze zwrdcili uwage na

24


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TCN-46RDBXX-B&_user=836916&_coverDate=10%2F30%2F2002&_alid=666792832&_rdoc=80&_fmt=full&_orig=mlkt&_cdi=5175&_sort=v&_st=17&_docanchor=&view=c&_ct=252&_acct=C000045262&_version=1&_urlVersion=0&_userid=836916&md5=3605edd18268a09e9465b06c668f0cd3#bib36

zwigzek pomiedzy OS, a zmianami cyklicznymi endometrium (Bizerea i wsp.
2018). Stwierdzono, ze OS moze bra¢ udziat w patogenezie endometriozy,
niewyjasnionej nieptodnosci (Agarwal i wsp. 2012; Lu i wsp. 2018). Ponadto stres
oksydacyjny zostat powigzany z negatywnym wptywem powtarzanej stymulacji
jajnikdbw na zdolnosci rozrodcze (Agarwal i wsp. 2005), a takze z potencjatem
rozwojowym oocytow w warunkach in vitro (Soto-Heras i Paramio 2020) lub
w odpowiedzi na starzenie sie (Lord i Aitken 2013; Mihalas i wsp. 2017).

Cigza jest okresem zaburzenia stabilnosci w organizmie matki pod
wzgledem fizycznym i fizjologicznym w zwigzku miedzy innymi z adaptacjg do
utrzymania wzrastajgcego ptodu, przygotowaniem do porodu i karmienia piersig
(Soma-Pillay i wsp. 2016). Zmiany fizjologiczne zachodzgce w organizmie
kobiety w czasie cigzy powodujg zwiekszone podstawowe zuzycie tlenu oraz
zmiany w wykorzystaniu zwigzkéw energetycznych przez rézne narzady, w tym
jednostke ptodowo-tozyskowg (Casanueva i Viteri 2003).

Cigza jest zwigzana ze zwiekszong podatnoscig na OS generowany przez
ogolnoustrojowg odpowiedz zapalng (Ademuyiwa i wsp. 2007; Hubel 1999).
Stres oksydacyjny moze odgrywac znaczgcg role w czasie cigzy, inicjacji porodu
przedwczesnego i naturalnego porodu (Myatt i Cui 2004; Fainaru i wsp. 2002;
Mocatta i wsp. 2004; Wall i wsp. 2002; Pressman i wsp. 2003). Ogdlnoustrojowa
reakcja zapalna w czasie cigzy powoduje aktywacje granulocytéw, monocytéw
i limfocytéw szczegodlnie w trzecim trymestrze cigzy, ktére produkujg duze ilosci
RFT (Burton i Jauniaux 2011; Redman i Sargent 2011).

Powszechnymi zaburzeniami w czasie cigzy jest peroksydacja lipidéw
i dysfunkcja komorek srédbtonka. Prawdopodobnie sg wywotane przez RFT,
ktére dziatajg na fosfolipidy bton komdrkowych i reagujg z wielonienasyconymi
kwasami tluszczowymi, tworzgc nadtlenki lipidéw, powodujgc uszkodzenie
komorek (Hung i wsp. 2002).

Gtéwnym zrodtem RFT podczas cigzy jest tozysko (Burton i Jauniaux
2011). Poczgtkowo tozyska jest niedotlenione (Toescu i wsp. 2004). Aktywnos$¢
tozyska bogatego w mitochondria i wysoki metabolizm matki powoduje
wytwarzanie duzej ilosci RFT, gtéwnie Oz~ i NO, ktére wptywajg na przeptyw krwi
przez tozysko, a tym samym na odzywianie ptodu (Ademuyiwa i wsp. 2007; Myatt

2010). Pod koniec | trymestru cigzy tozysko jest w petni wyksztatcone, nastepuje
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trzykrotny wzrost stezenia tlenu, co prowadzi do zwiekszenia poziomu RFT,
gtdbwnie w syncytiotrofoblascie. Proces ten jest w petni regulowany przez
wytwarzanie czynnika indukowanego hipoksjg 1a (ang. hypoxia induced factor 1
alpha, HIF-1a) oraz ekspresje genow kodujgcych enzymy przeciwutleniajgce,
w tym oksygenaze hemowg 1 i 2 (ang. haem oxygenase, HO-1 i HO-2)),
cynkowo-miedziowg dysmutaze ponadtlenkowg (ang. Cu/Zn superoxide
dismutase, Cu/Zn-SOD), katalaze i peroksydaze glutationowg (Agarwal i wsp.
2012; Al-Gubory i wsp. 2010; Pereira i Martel 2014). W warunkach fizjologicznych
procesy te sg kontrolowane przez dzialanie @ enzymatycznych
i nieenzymatycznych mechanizméw obronnych (Rani i wsp. 2010). Jezeli
produkcja RFT przewyzsza mozliwosci ich neutralizacji przez system
antyoksydacyjny tozyska moze to prowadzi¢ do rozwdju wielu powikian
i nieprawidtowosci w czasie cigzy (Agarwal i wsp. 2012; Al-Gubory i wsp. 2010;
Pereira i Martel 2014). Nagromadzenie RFT powoduje zaburzenia rozwojowe
tozyska prowadzgce do niedostatecznego zaopatrzenia ptodu w tlen i sktadniki
odzywcze (Jauniax i wsp. 2006; Saugstad 1998). Moze to przyczynic¢ sie do
adhezji leukocytow i ptytek krwi do srodbtonka naczyn, a takze uwalnianie cytokin
i czynnikow antyangiogennych. Rozwijajgce sie zapalenie powoduje zwezenie
naczyn krwionosnych i zwiekszony opdér w krgzeniu tozyskowym
(Harrington i wsp. 1997).

Stres oksydacyjny prowadzi do zaburzenia funkcjonowania tozyska i moze
wptyngé na rozwdj ptodu poprzez miedzy innymi modulacje kluczowych
transporterow sktadnikéw odzywczych, w tym Sic2a1 lub Slc38a1 oraz sSmier¢
komorek (Barthoi wsp. 2019; Umekawai wsp. 2008). Moze powodowac
powiktania w czasie cigzy, w tym resorpcje krwi, nawracajgcg utrate cigzy,
wewngtrzmaciczne ograniczenie wzrostu i $mier¢ ptodu (Gupta i wsp. 2007,
Webster i wsp. 2008). Stres oksydacyjny i odpowiedz zapalna sg bardziej
nasilone w stanie przedrzucawkowym (Redman i Sargent 2011). Moze to
prowadzi¢ do niskiej masy urodzeniowej i wad rozwojowych ptodu
(Poston i Raijmakers 2004).

Stwierdzono, ze poziom OS u kobiet i noworodkéw po porodzie
naturalnym byt wiekszy niz u kobiet, ktére przeszty pordd przez cesarskie ciecie
(Hracsko i wsp. 2007). W czasie przebiegu cigzy OS Scisle wigze sie

z nudnosciami i wymiotami cigzowymi, a posrednio poprzez zmiany
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w metabolizmie lipidow wptywa na rozwoj cukrzycy cigzowej i makrosomie ptodu.
Nasila sie rowniez uszkodzenie tkanek zwigzane z cukrzyca
(Peuchant i wsp. 2004; Toescu i wsp. 2004). Stres oksydacyjny moze byé¢
odpowiedzialny za zwigkszone ryzyko stanu przedrzucawkowego i wad
rozwojowych ptodu (Leguizamén i wsp. 2006; Damasceno i wsp. 2002). A takze
nadcisnienie cigzowe, ktére zwieksza ryzyko przedwczesnego porodu oraz
Smiertelnos¢ matek (Arribas i wsp. 2016). W przebiegu stanu
przedrzucawkowego moze dojs¢ do uszkodzenia DNA fozyska,
co prawdopodobnie wigze sie z zaburzeniem jego funkcji i zahamowaniem
wzrostu ptodu. W okresie okotoporodowym bardzo wazne jest zachowanie
rownowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej. Wartosci parametréow OS zaraz po
porodzie zarébwno u matki, jak i dziecka sg podwyzszone, a w ciggu kilku
nastepnych dni u noworodka dalej rosng. Wykazano, ze mleko matki zawiera
proporcjonalng do niedoboru u dziecka ilo§¢ antyoksydantéw, co moze
Swiadczy¢ o jego ochronnej roli w zmniejszeniu stresu oksydacyjnego
(Aycicek i wsp. 2006).

Palenie papierosow lub narazenie na dym tytoniowy powoduje wzrost
proceséw wolnorodnikowych (Zhou i wsp. 2000). Stwierdzono, ze dym tytoniowy
zawiera ponad 1000 wolnych rodnikéw oraz wzmaga zaréwno podstawows, jak
i indukowang peroksydacje lipidow (Isik i wsp. 2007; Ramesh i wsp. 2014;
Kamceva i wsp. 2016). Dotyczy to réwniez e-papierosow, ktore niekorzystnie
wptywajg na ukfad sercowo-naczyniowy i adhezje komoérek odpornosciowych
(Chatterjee i wsp. 2019).

Stwierdzono, ze dziatanie stresu oksydacyjnego w okresie prenatalnym
moze prowadzi¢ do wystgpienia niskiej masy urodzeniowej u noworodka
(Luo i wsp. 2006). W organizmie noworodkéw zachodzi wiele zmian
fizjologicznych, ktore istotnie zwiekszajg zaréwno produkcje RFT, jak i mozliwos¢é
wystgpienia OS (Akcay i wsp. 2013; Friel i wsp. 2004). Zdrowe niemowleta sg
w stanie przystosowac sie do tych zmian, jednak wczesniaki i chore noworodki
sg bardziej narazone na negatywny wptyw OS ze wzgledu na niedojrzatg
endogenng i niewystarczajgcg egzogenng ochrone antyoksydacyjng
(Abdelghany i wsp. 2016; Gitto i wsp. 2012). Wzrost parametréw OS
obserwowano u wczesniakéw jezeli u matek wystepowaty stany nagte w okresie

okotoporodowym, w tym stan przedrzucawkowy, niedotlenienie i niewydolnosc¢
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oddechowa lub zastosowano leczenie (np. tlenoterapia), ktére zmniejszaty ich
zdolnos¢ antyoksydacyjng oraz zwiekszaty produkcje RFT (Gitto i wsp. 2009;
Negi i wsp. 2015). Zauwazono, ze RFT odgrywajg role w patogenezie wielu
chorob noworodkéw, w tym retinopati wczesniakdéw, niedotlenienia
i niedokrwienia mézgu, krwawienia dokomorowego i przewlektej choroby ptuc
(Gitto i wsp. 2009; Saugstad 2005).

1.2. System antyoksydacyjny

Wolne rodniki sg neutralizowane przez system obrony antyoksydacyjnej.
Obecne sg w organizmie w matych stezeniach i zapobiegajg utlenianiu
substratow (Rahman i wsp. 2012; Belviranli i Gokbel 2006). Antyoksydanty
podzielono na enzymatyczne i nieenzymatyczne na podstawie ich dziatania
w przedziatach wewnatrz- i zewngtrzkomorkowych.

Do enzymatycznych antyoksydantow zaliczono dysmutaze
ponadtlenkowg (ang. superoxide dismutase, SOD), peroksydaze glutationowg
(ang. glutathione peroxidase, GPX), katalaze (ang. catalase, CAT), reduktaze
glutationowg (ang. glutatione reductase, GSR) i transferaze glutationowg
(ang. glutathione S-transferases, GSTs), ktére mogg powodowac redukcje H20:2
do wody i alkoholu (Ademuyiwa i wsp. 2007). Dysmutaza ponadtlenkowa
katalizuje dysmutacje anionorodnika nadtlenkowego do tlenu oraz nadtlenku
wodoru. U ssakéw wystepuja trzy jej izoformy: (1) cytoplazmatyczna Cu/Zn SOD
(SOD1), (2) mitochondrialna Mn SOD (SOD2) i (3) pozakomoérkowa Cu/ZnSOD
(SOD3) (Faraci i Didion 2004). Peroksydaze glutationowg redukuje H202 oraz
nadtlenki lipiddw do wody i alkoholu, a nastepnie GPx utlenia glutation (ang.
glutathione, GSH) do dwusiarczku glutationu (ang. glutathione disulfide, GSSG).
Katalaza katalizuje konwersje H202 do wody i tlenu czgsteczkowego, dzieki
czemu chroni komorki przed szkodliwym dziataniem H202 wytwarzanego
w komoérce. Uwazany jest za enzym wykazujgcy najwiekszg skuteczno$cé
podczas zwiekszonego OS, kiedy poziom GSH Ilub GPx sg obnizone.
Antyoksydacyjne dziatanie glutationu zwigzane jest z detoksykacjg H20z2,
nadtlenkdw organicznych i innych reaktywnych form tlenu. Reduktaza

tioredoksyny jest odpowiedzialna za procesy redukcyjne zalezne od tiolu

28



w komorce. S-transferaza glutationowa i H202 mogg tworzy¢ sie spontanicznie
lub mogg powstawacé przez dysmutacje Oze- katalizowang przez SOD: 202" + 2H
" — H202 + O2. Zwigzki siarki sg czagsteczkami sygnatowymi w szlakach
sygnatowych redoks, ktére kontrolujg i integrujg szlaki metaboliczne. Za regulacje
tych nosnikdbw odpowiedzialne sg tioredoksyna, GSH/GSSG i para redoks
cysteina/cystyna (ang. cysteine/cystin, Cys/Cyss) (Trachootham i Ogasawara
2008).

Nieenzymatyczne przeciwutleniacze, w tym witamina C i E, glutation,
ubichinon, flawonoidy oraz kofaktory enzymow antyoksydacyjnych, w tym selen,
cynk i miedz sg zdolne do wychwytywania, usuwania oraz hamowania
powstawania RFT (Belviranli i Gokbel 2006). Substancje te powodujg
przeksztatcenie wolnych rodnikbw w nieaktywne pochodne. Nieenzymatyczna
linia obrony antyoksydacyjnej obejmuje czgsteczki o niskiej masie
czgsteczkowej, w tym glutation, kwas moczowy, witamine A (retinoidy)
i karotenoidy. Beta-karoten wykazuje silng aktywnos¢ przeciwutleniajgca,
poniewaz neutralizuje szkodliwe dziatanie wolnych rodnikéw. Ponadto
a-tokoferol (witamina E), rozpuszczalny w tluszczach wolnorodnikowy
antyoksydant przerywa tancuchowe reakcje wolnorodnikowe, a ze wzgledu na
obecno$¢ grupy hydroksylowej (-OH) jest skutecznym donorem wodoru. Kwas
askorbinowy (witamina C) jest donorem wodoru lub elektronéw. Moze dziatac
zaréwno jako przeciwutleniacz, jak i jako prooksydant (Chakraborthy i wsp.
2014). Owoce i warzywa w diecie sg gtownym zrédtem witaminy C i innych
nieenzymatycznych przeciwutleniaczy, w tym flawonoidow i polifenoli. Stezenie
tych przeciwutleniaczy jest mate. Bilirubina, kwas liponowy, albumina, ferrytyna,
ceruloplazmina i transferyna réwniez wykazujg wtasciwosci przeciwutleniajgce
i mogg posrednio zmniejsza¢ lub hamowac tworzenie reaktywnych form tlenu
(Dhawan 2014).

W przebiegu cigzy zaburzenia réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej
i niedobdr przeciwutleniaczy mogg wptywac na rozwdj ptodu. Dieta kobiet w cigzy
zawierajgca antyoksydanty wptywa na rozwdj ptodu (Ahn i wsp. 2007).
U pacjentek z samoistnymi poronieniami stwierdzono, ze system obrony
antyoksydacyjnej jest na nizszym poziomie w poréwnaniu do kobiet, u ktérych
nie stwierdzono poronien (Burton i Jauniaux 2011; Burton i Jauniaux 2004; Patil

I wsp. 2006). Otytos¢ matki moze indukowac¢ stres oksydacyjny i wptywa na
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metabolizm w czasie cigzy zaburzajgc rozwdj tozyska i ptodu, ponadto moze

aktywowac system immunologiczny (Hernandez-Trejo i wsp. 2017).

1.3. Pierwiastki sladowe, a stres oksydacyjny

Pierwiastki sladowe tworzg linie obrony nieenzymatycznej przed OS.
Ponadto wchodzg w skfad enzymow antyoksydacyjnych i biorg udziat
w enzymatycznych mechanizmach antyoksydacyjnych (Wotonciej i wsp. 2016).

Ich niedob6r powoduje wzrost poziomu markerow stresu oksydacyjnego.

1.3.1. Miedz

Miedz jest pierwiastkiem kluczowym dla zdrowia i chroni komorki
rozrodcze przed dziataniem wolnych rodnikéw (Spencer i wsp. 2015).
Jest kofaktorem wielu enzymow niezbednych do wielu proceséw metabolicznych,
angiogenezy i transportu tlenu. Pierwiastek ten wptywa na prawidiowe
funkcjonowanie metylotioneiny i glutationu, a takze aktywnos¢ niektorych
enzymoéw, w tym Cu/ZnSOD, ceruloplazminy oraz enzyméw, ktére sg niezalezne
od Cu, w tym katalazy i peroksydazy. Mate stezenie Cu w organizmie obniza
aktywnos¢ tych enzyméw. Miedz jest metalem przejsciowym, a duze jego
stezenie wigze sie z powstawaniem OS (Gaetke i wsp. 2014). Najnowsze
badania wykazaty, ze powiktania w pierwszym trymestrze cigzy czesciej
wystepuje u kobiet z wiekszym stezeniem Cu w osoczu niz z niskiem. Wykazano,
ze niedobér Cu w cigzy powoduje upo$ledzenie mechanizmow
antyoksydacyjnych, podczas gdy jego nadmierne stezenie promuje produkcje
RFT/RFN (Uriu-Adams i wsp. 2010). Jednak zaleznosci pomiedzy Cu,

a poziomem OS nie sg jeszcze w petni poznane.

1.3.2. Zelazo

Zelazo jest niezbednym pierwiastkiem, ktéry wystepuje w duzych ilosciach
w tozysku. Moze to sprzyja¢ OS ze wzgledu na wytwarzanie RFT, co moze

prowadzi¢ do uszkodzenia komorek i tkanek (Casanueva i Viteri 2003;
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Khayat i wsp. 2017). Zelazo moze katalizowaé tworzenie sie RFT w reakc;
Fentona lub reakcjach podobnych do tej reakcji, wejs¢ w reakcje z H20:2
i wygenerowac jedng z reaktywnych form tlenu lub rodnik hydroksylowy (+OH)
(Bresgen i Eckl 2015; Emerit i wsp. 2001). Moze to powodowac ré6znego rodzaju
uszkodzenia oksydacyjne DNA, biatek i komérek. Zelazo, podobnie jak miedz jest
waznym kofaktorem uczestniczgcy w utlenianiu, procesach redukcyjnych
i metabolizmie antyoksydantow (Venkataramani 2021).

Zaréwno niedobdr, jak i nadmiar Fe w cigzy jest niekorzystny dla rozwoju
ptodu (Brannon i Taylor 2017). Wykazano, ze nadmiar Fe w okresie prenatalnym
moze zwiekszac ryzyko poronienia, wczesniactwa, niskiej masy urodzeniowej
i matego wzrostu w stosunku do wieku cigzowego (ang. small for gestational age,
SGA). Jednym z prawdopodobnych mechanizméw odpowiedzialnym za te
nieprawidtowosci jest stres oksydacyjny. U kobiet w cigzy, u ktérych nie wystgpita
niedokrwistos¢ z niedoboru Fe (ang. iron deficiency anemia, IDA) profilaktyczna
suplementacja Fe wyraznie indukowata OS i ograniczata zdolno$¢

antyoksydacyjng organizmu (Lachili i wsp. 2007; Rak i wsp. 2021).

1.3.3. Cynk

Cynk jest niezbednym pierwiastkiem sladowym petnigcym wazng role
podczas cigzy. Bierze udziat w procesie embriogenezy oraz wzroscie i rozwoju
ptodu (Prasad 2013). Niedobor Zn jest zwigzany z nizszym wskaznikiem
implantacji, nieprawidtowym rozwojem jajnikdw, nieprawidlowym wzrostem
pecherzykéw jajnikowych i dojrzewaniem oocytéw oraz wzrostem liczby
spontanicznych poronien (Tian i wsp. 2014).

Niedobdér Zn u kobiet w cigzy wigze sie z ryzykiem niskiej masy
urodzeniowej noworodkéw (Wang i wsp. 2015), ponadto moze by¢ czynnikiem
ryzyka rozwoju stanu przedrzucawkowego (Jin i wsp. 2022). Cynk jest bardzo
dobrym antyoksydantem i ma dziatanie przeciwzapalne. Jony cynku tworzg
chelaty z grupami sulfhydrylowymi biatek chronigc je przed procesami
prooksydacyjnymi. Cynk chroni btony komdrkowe przed peroksydacjg przez
usuwanie jonéw Cu i Fe z miejsc ich wigzania na bftonach komdrkowych
(Wotonciej i wsp. 2016). Pierwiastek ten uczestniczy w syntezie antyoksydantow

oraz jest sktadnikiem wielu enzyméw uczestniczgcych w metabolizmie lipidow,
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weglowodanow i biatek. Cynk wraz z miedzig jest kofaktorem Cu/Zn-SOD,
a aktywnosc¢ tego enzymu jest zahamowana w warunkach ich niedoboru Zn
(Li i wsp. 2010). Wykazano rowniez, ze Zn moze wptywac na aktywnos¢ innych
enzymow antyoksydacyjnych. Cynk jest zwigzany z katalityczng aktywnoscig
fosfatazy zasadowej oraz karboksypeptydazy, a w zwigzku z wtasciwosciami
przeciwutleniajgcymi zapobiega powstawaniu rodnikéw hydroksylowych oraz
anionorodnikéw tlenkowych. Pierwiastek ten bierze udziat w syntezie,
magazynowaniu i uwalnianiu insuliny, co sugeruje kluczowg role tego
mikroelementu w rozwoju cukrzycy typu 2, miazdzycy i zespotu metabolicznego
(Ahn i wsp. 2014; Motamed i wsp. 2013; Otto i wsp. 2011).

Jony cynku sg transportowane w organizmie przez krew zwigzane
z albuming (60%) i transferyng (10%), pozostata czes¢ wystepuje w postaci
wolnej. Jony cynku sg niezbedne do prawidlowego przebiegu procesow
reprodukcyjnych, a obnizone jego stezenie moze prowadzi¢ miedzy innymi do
zaburzenia wzrostu i deformacji ptodu, stanu przedrzucawkowego,
przedwczesnego porodu i krwawienia poporodowego (Jain i wsp. 2010).
Niedobdr Zn?* powoduje stres oksydacyjny poprzez zwiekszenie peroksydacii
lipiddbw 2z powodu zmniejszenia aktywnosci obrony antyoksydacyjnej
i niewydolnosci zaleznych od Zn enzymdw antyoksydacyjnych, w tym Cu-Zn
SOD (Acikgoz i wsp. 2006; Gul i wsp. 2022). Podwyzszony stosunek Cu/Zn
powoduje dezaktywacje enzymow antyoksydacyjnych, w tym Cu/Zn SOD,
a wynikajgcy z tego wzrost peroksydacji lipidow i uposledzenie
antyoksydacyjnego systemu obronnego sg zwigzane z patogenezg stanu
przedrzucawkowego. W zwigzku z tym stosunek Cu/Zn moze by¢ czynnikiem
prognostycznym powiktan sercowo-naczyniowych w stanach
przedrzucawkowych (Bakacak i wsp. 2015).

1.4. Potencjalne biomarkery stresu oksydacyjnego

W zwigzku z tym, ze bezposrednie okreslenie stezenia RFT z uwagi na ich
krotkg trwatos¢ jest trudne, dlatego w celu analizy natezenia stresu
oksydacyjnego wykorzystywane sg biatka petnigce role markerow. Markerami
stresu oksydacyjnego mogg by¢ zaréwno czgsteczki podlegajgce modyfikacji

w wyniku oddzialywania z RFT oraz czgsteczki systemu obrony
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antyoksydacyjnej, ktére podlegajg zmianom i modyfikacjom w wyniku stresu
oksydacyjnego (Katerji i wsp. 2019). Czynnikiem warunkujgcym uzytecznosc¢
substancji jako markeréw OS jest specyficznosc¢ i wrazliwo$¢ na zwiekszone
stezenie RFT, stabilnosS¢ w czasie umozliwiajgca pobranie prébki i wykonanie
pomiaru oraz powtarzalnos¢ wynikéw (Ho i wsp. 2013).

DNA, lipidy (w tym fosfolipidy), biatka i weglowodany mogg by¢
modyfikowane przez nadmierng ilo§¢ RFT in vivo (Ho i wsp. 2013). Dlatego
posredni pomiar RFT poprzez badanie uszkodzen oksydacyjnych, jakie te rodniki
powodujg w lipidach, biatkach i kwasach nukleinowych, jest obiecujgcym
alternatywnym podejsciem do oceny stresu oksydacyjnego w probkach
klinicznych.

Obecnie w badaniach naukowych wykorzystywane sg réznorodne
markery, w tym miedzy innymi dialdehyd malonowy (ang. malondialdehyde,
MDA), podtlenek azotu (ang. nitrous oxide, NO), catkowita zdolnos$¢
antyoksydacyjna (ang. total antioxidant capacity, TAC), catkowita aktywnosc
antyoksydacyjna (ang. total antioxidant activity, TAA), dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa (GPx), reduktaza glutationowa
(GR), produktow peroksydacji lipidow (LPO), 8-okso-2'-deoksyguanozyna
(ang. 8-Oxo-2'-deoxyguanosine, 8-OHdG), dwusiarczek glutationu (GSSG),
katalaza (CAT), ponadtlenek (O%"), paraoksynaza 1 (ang. paraoxonase, PON-1),
index stresu oksydacyjnego (ang. oxidative stressindex, OSI), hs-CRP
(ang. high sensitive CRP; wysoko czute Dbiatko C-reaktywne),
8-iso-prostaglandyna F2a (8-iso-PGF2a), prostaglandyna F2a (PGF2a),
glutation (GSH), i S-transferaza glutationowa (GST). Do tych badan
wykorzystuje sie rézne materiaty gtéwnie krew (surowica lub osocze), tozysko,
mocz, komorki sznura pepowinowego (komorki z galarety Whartona) i $line
(Drejz i wsp. 2022; Squillacioti i wsp. 2021).

Biomarkery stresu oksydacyjnego mogg by¢ wykorzystywane
w badaniach monitoringowych do posredniej oceny powiktan cigzy
(Schoots i wsp. 2018). Wskaznikiem nasilenia OS w komoérkach i tkankach moze
by¢ peroksydacja lipidow. Przyczyn zwiekszonej intensywnosci LPO jest wiele,
w tym podwyzszony poziom krgzgcych lipoprotein, zwigkszona aktywnosc¢
prooksydacyjna tozyska oraz zmiany metaboliczne w czasie cigzy

(Jakovljevi¢ i wsp. 2012). Najbardziej znanym markerem peroksydaciji lipidéw jest
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dialdehyd malonowy (MDA) powstajgcy w wyniku rozktadu wielonienasyconych
kwaséw tluszczowych (Esterbauer i wsp. 1991). Jest on wyktadnikiem
laboratoryjnym stresu oksydacyjnego w reakcji z kwasem tiobarbiturowym.
Ten drugorzedowy produkt peroksydacji wielonienasyconych kwaséw
ttuszczowych jest toksyczny dla komorki. Dialdehyd malonowy moze
oddziatywac¢ z DNA i biatkami, co czesto prowadzi do mutagenezy. Ma on takze
potencjalnie miazdzycogenne i genotoksyczne dziatanie. Stezenie MDA
w surowicy krwi oséb zdrowych powinno utrzymywac sie na poziomie 0,32-53,8
nmol/ml, a jego stezenie moze sie istotnie zmienia¢ w zaleznosci od diety
i aktywnosci fizycznej pacjenta (Khoubnasabjafari i wsp. 2016). Sposréd
wszystkich utlenionych kwaséw ttuszczowych najlepszymi wskaznikami stresu
oksydacyjnego in vivo i in vitro sg obecnie izoprostany o strukturze podobnej do
prostaglandyn F2, gtéwnie 15-F2t-IsoP (inaczej. 8-iso-PGF2a, 8-epi-PGF2a).
Potencjalng wartos¢ prognostyczng 15-F2t-IsoP w odniesieniu do chordb
o etiologii powigzanej ze stresem oksydacyjnym potwierdzono w wielu badaniach
(van 't Erve i wsp. 2015). Przyktadem enzymu antyoksydacyjnego, ktory podlega
zmianom i modyfikacjom w wyniku stresu oksydacyjnego jest SOD. Stezenie
dysmutazy ponadtlenkowej w surowicy krwi zdrowych osob wynosi 4,315 U/mg.
W warunkach stresu oksydacyjnego synteza SOD gwattownie wzrasta.
Natomiast spadek aktywnosci tego enzymu wigzany jest ze zwigkszonym
ryzykiem OS (Younus 2018). Stwierdzono, ze wskaznikiem niedotlenienia
biorgcym udziat w komérkowej odpowiedzi na stres oksydacyjny jest czynnik
indukowany przez hipoksje 1A (ang. hypoxia-inducible factor 1, HIF-1A). Biatko
to inicjuje poczatkowg odpowiedz na niedotlenienie.

Postuluje sie, zeby w potoznictwie i ginekologii wprowadzi¢ podstawowy
zestaw badan do oceny stresu oksydacyjnego. Powinien on zawiera¢ pomiar
stezenia: (1) reaktywnych formy tlenu jako bezposredniego markera stresu
oksydacyjnego, (2) 8-hydroksydeoksyguanozyny jako markera uszkodzenia
DNA/RNA, (3) dialdehydu malonowego markera peroksydaciji lipidéw, a ponadto
(4) catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjng i (5) stezenie glutationu
(Drejza i wsp. 2022).
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2. Cel badania

Dostepne sg ograniczone dane dotyczgce parametrow stresu
oksydacyjnego i obrony antyoksydacyjnej w okresie okotoporodowym
w przypadku cigz mnogich. Cigze mnogie sg czesto zwigzane
Z nieprawidtowosciami w tozysku, co moze prowadzi¢ do wewnatrzmacicznego
zahamowania wzrostu pfodu. Dlatego celem tego badania byta ocena
parametréw stresu oksydacyjnego poprzez okreslenie stezenia produktow
peroksydacji lipidow w btonach ptodowych, pepowinie i tozysku pobranych od
kobiet w cigzy mnogiej. Dodatkowo oceniono skutecznos¢ ochrony przed
stresem oksydacyjnym poprzez pomiar aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych, w tym SOD, CAT, GPX i GR. Ze wzgledu na role Fe, Cu i Zn
jako kofaktoréw enzyméw antyoksydacyjnych w prezentowanych badaniach
analizowano takze stezenia tych pierwiastkbw w badanych poptodach.
W badaniach uwzgledniono wiek, wage i BMI kobiet oraz parametry
antropometryczne noworodkéw (szerokos¢ ramion, wage, dtugosé ciata, obwdd
gtowy i pte€), wiek cigzowy, a takze przyjmowanie suplementow diety w czasie

cigzy i palenia papieroséw przez kobiety przed cigzg.

3. Materiat i metody

Badanie przeprowadzono w latach 2015-2021. Na badania uzyskano
zgode Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie
(KB-0012/76/14 z 13.10.2014) (Zatgcznik 4). Pacjentki wyrazity pisemng
Swiadomg zgode na udziat w badaniu (Zatgcznik 1) i zostaty poinformowane
0 mozliwosci wycofania tej zgody na dowolnym etapie badania (Zatgcznik 1).

Badania przeprowadzono zgodnie z zasadami Deklaracji Helsinskiej.

3.1. Charakterystyka badanej grupy

Do badania wtgczono kobiety w cigzy mnogiej (n=22) i noworodki (n=45).
Byli to pacjenci Kliniki Potoznictwa i Ginekologii Samodzielnego Publicznego
Szpitala Klinicznego nr 2 Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie
(SPSK 2 PUM). Grupa badana obejmowata 21 cigz blizniaczych, w tym

dwuowodniowe dwukosmowkowe (n=14), dwuowodniowe jednokosmowkowe
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(n=5), jednoowodniowe jednokosmowkowe (n=2) i jedng potrdjng cigze (trojaczki
trojowodniowe dwukosmoéwkowe). Wszystkie cigze zostaty zakonczone cieciem
cesarskim. Kryteriami wigczenia do badania byly cigze mnogie i noworodki
zdrowe, bez choréb okotoporodowych, z losowym doborem grupy. Wykluczono
niemowleta z niedokrwistoscig, nieprawidtowosciami chromosomalnymi oraz
wadami wrodzonymi. W tabelach 1 i 2 przedstawiono charakterystyke badanych

kobiet w cigzy i noworodkdw.

Tabela 1. Charakterystyka badanych kobiet i parametry antropometryczne

noworodkow (AM, srednia; SD, odchylenie standardowe; Med, mediana; Zakres,

min-max)

Parametry AMSD Med. Zakres
charakterystyka kobiet w cigzy

wiek (w latach) 31,0+4,8 32,0 21,0-41,0

waga przed cigzg (w kg) 64,219,2 63,0 53,0-90,0

BMI przed cigzg 23,7£3,9 24,0 18,3-31,1

waga przed porodem (w kg) 84,0£17,5 81,0 81,5-63,0

przyrost wagi w czasie cigzy (w kg) 17,617,7 15,0 8,0-37,0

czas trwania cigzy (w tygodniach) 34,6125 35,0 26,0-38,0

waga fozyska (w g) 5504230 500 510-1300
charakterystyka noworodkéw

waga urodzenia (w g) 22471496 2330 690-3350

dtugos$¢ ciata (w cm) 48,4140 49,0 38,0-55,0

obwdd gtowy (w cm) 32.3+2,1 32,0 28,0-37,0

szerokos$¢ ramion (w cm) 29,5+2.8 30,0 23,0-36,0
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Tabela 2. Karta Fentona (ang. Fenton Growth Chart) dla centyli dlugosci i wagi

noworodkow pici meskiej (n=54) i zenskiej (N=65)

pte¢ noworodkow pte¢ noworodkow
centyle i
_ centyle :

dtugosci 3 b S _ Y 3 5 3
23 ? N wagi (ko) 73 ? N
(cm) 3 5 3 5 5 3
>3 lub <97 19 15 34 <3lub<97 21 21 42
<3 lub >97 3 8 11 <3 lub>97 1 2 3

Po urodzeniu zastosowano standardowe procedury antropometryczne
do pomiaru wagi urodzeniowej, dtugosci ciata, szerokosci ramion i obwodu gtowy.
Wiek cigzowy zostat okreslony na podstawie dtugosci ciemieniowo-siedzeniowej
ptodu (parametr CRL) zmierzonej w pierwszym trymestrze podczas badania
ultrasonograficznego lub obliczony na podstawie pierwszego dnia ostatniej
miesigczki z wykorzystaniem reguty Naegelego. Wiek, waga i wzrost kobiet, wiek
cigzowy, a takze parametry antropometryczne noworodkow (szerokos¢ ramion,
waga, dtugosé ciata, obwdd gtowy) oraz ich pte¢ uzyskano z dokumentacji
medycznej wraz z danymi dotyczgcymi masy tozyska i dtugosci pepowiny.

Dane dotyczgce historii palenia tytoniu przed cigzg uzyskano za pomocg
kwestionariusza ogolnego. Podczas okresowych wywiadéw lekarskich
wiekszos$¢ kobiet (n=19) zgtosita przyjmowanie Prenatal DUO®, codziennego
suplementu fumaranu zelaza (l1) w dawce 30 mg.

Wskaznik masy ciata (BMI) obliczano na podstawie masy ciata kobiety (kg)
podzielonej przez wzrost (m?). Jedynie 18 kobiet zmiescito sie
w rekomendowanym przedziale 18,5-24,9 (CDC). Niestety, informacje na temat
diety kobiet w czasie cigzy byly niedostepne, chociaz wsréd uczestniczek
badania nie byto oznak zaburzen odzywiania lub niedozywienia.

Kazda cigza zakonczyta sie cieciem cesarskim (CC) przeprowadzonym
przez lekarzy specjalistow z Kliniki Potoznictwa i Ginekologii SPSK2 PUM. Ciecie
cesarskie polega na chirurgicznym otwarciu jamy brzusznej po nacieciu skory
brzucha nad spojeniem tonowym lub podtuznie miedzy spojeniem fonowym
a pepkiem, z nastepowym nacieciem miesnia macicy i wydobyciu ptodu oraz
poptodow (fozyska, pepowiny i bton ptodowych). W dalszym etapie operacji

nastepuje zeszycie miesnia macicy oraz powtok brzucha. Celem operacji jest
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urodzenie ptodéw z pominieciem czynnikdw zwigzanych z porodem drogami
natury. Lozysko, pepowina i btony ptodowe oznaczono numerem kodowym, ktory
byt tajny i Scisle chroniony przed osobami trzecimi. Reprezentatywna probka
tozyska o dtugosci 10-15 cm byta wycinana ze srodka promienia (odlegto$¢
miedzy wprowadzeniem pepowiny a obwodem) bez czesci ptodowych
i matczynych. Pepowina i bitona ptodowa byly wykorzystywane do badan
w catfosci.

tozyska (n=38), pepowiny (n=45) i btony ptodowe (n=42) zostaty pobrane
natychmiast po porodzie, a nastepnie zwazone, zmierzone i przechowywane
w temperaturze -27 °C do czasu dalszych analiz. Przed zamrozeniem poptodow
pobrano dodatkowo ze srodkowych czesci po 1-2 cm skrawki reprezentatywne
do badania parametrow stresu oksydacyjnego. Kazda préobka do badania
parametréw stresu oksydacyjnego zostata od razu zamrozona z wykorzystaniem
ciektego azotu, a nastepnie przetozona do zamrazarki i przechowywana

w temperaturze -80 ° C.

3.2. Oznaczanie stezenia pierwiastkéow w badanych prébkach

Mineralizacja to proces, ktérego zadaniem jest catkowite usuniecie
skfadnikow organicznych w celu oznaczenia sktadnikédw nieorganicznych.
Nastepuje rozktad (utlenianie) wegla w substancjach organicznych do dwutlenku
wegla, wodoru do wody, a azot staje sie niezwigzanym pierwiastkiem. Natomiast
ilosciowa mineralizacja to catkowite utlenienie organicznych sktadowych badanej
probki, w zwigzku z tym czesc nieorganiczna pozostaje niezmieniona. Metoda
mineralizacji z wykorzystaniem energii mikrofalowej na aparacie MARS 5 (CEM,
Matthews, USA) (Ryc. 1) miata za zadanie przygotowanie probki do analizy
z wykorzystaniem aparatu ICP-OES. Aparat MARS z wykorzystaniem energii
mikrofalowej podgrzewa probki. Woda i inne polarne roztwory szybko absorbujg
energie mikrofalowg. Wykorzystuje sie specjalne naczynia teflonowe
z roztworem jonowym (HNOs), ktéry poddaje sie szybkiemu ogrzaniu

i podwyzszonemu cisnieniu, co powoduje szybkie rozpuszczenie badanej probki.
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Ryc. 1. Mineralizator mikrofalowy CEM MARS 5 Digestion Oven

3.2.1. Przygotowanie prébek do analizy

Przed analizg badany materiat ogrzewano do temperatury pokojowej
i suszono przez trzy tygodnie w temperaturze 55°C, a nastepnie w temperaturze
105°C przez siedem dni do uzyskania statej masy. Takie postepowanie pozwolito
oznaczy¢ w badanych probkach zawartos¢ wody (metodg wagowa).
Przygotowany materiat rozdrabniano na proszek w mozdzierzu porcelanowym
(Ryc. 2).

1 i

Ryc. 2. Przygotowanie materiatu biologicznego do mineralizacji, rozdrabnianie

prébek biologicznych w mozdzierzu porcelanowym
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Do czystych probéwek polipropylenowych dodawano 0,2 g 5 ml 65%
roztworu HNOs Suprapur (Merck, Kenilworth, NJ, USA) i 1 ml niestabilizowanego
30% roztworu H202 Suprapur (Merck, Kenilworth, NJ, USA). Kazdej probowce
zapewniono 30-minutowy czas wstepnej reakcji. Po inkubacji przelewano prébki
do teflonowych naczyn i poddawano mineralizacji. Proces byt podzielony na trzy
etapy:

1. stopniowe ogrzewanie prébki do temperatury180°C przez 15 minut,
2. inkubacja 20 minut w temperaturze 180°C,
3. chiodzenie teflonowych naczyh w mineralizatorze przez 5 minut.

Po wykonaniu wszystkich czynnosci prébki przelano do czystych
probéwek polipropylenowych. Przed pomiarem kazda probka zostata
rozcienczona (Tabela 3), a proba sSlepa zostata przygotowana zgodnie z danymi

zawartymi w tabeli 4.

Tabela 3. Sposob przygotowania probek biologicznych do wykonania oznaczen

zawartosci badanych pierwiastkow

préobka
Roztwor Itru 5 mg/L (Y) 0,7 ml

Triton x-100 1% roztwor 0,7 ml

Badana probka 1,4 ml
Kwas HNO3 0,075% 4,2 mi
Suma 7,0ml
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Tabela 4. Przygotowanie proby slepej oraz wzorca rozcienczen do badan

na 30 ml
v XVI P

g g 0.01 mg 011V I1mg 10mg 0,01 mg 0.1 mg 1mg P01 P1mg P5

g o v \Y, XVI XVI XVI mg mg
W?zorzec 0 0,03 0,30 0,03 0,30 0,003 0,03 0,30 0,30 3,0 15
Roztwor
Itru 5 mg/L 5 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
(Y)
Triton
x-100 1% 5 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
roztwor
Kwas 65% 2,5 15 15 15 15 15 1,5 15 1,5 1,5 1,5
Kwas
HNOs 37,5 22,5 22,2 22,5 22,2 22,5 22,5 22,2 22,2 19,5 7,5
0,075%
Suma 50 ml 30 mi 30 ml 30ml 30 mi 30 ml 30 mi 30 ml 30 mi 30 mi 30 mi
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3.2.2. Opis metody ICP-OES

Optyczna spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie sprzezonej
indukcyjnie (ICP-OES) to jedna z metod spektrometrycznych, ktorej
podstawowym zadaniem  jest pomiar  natezenia promieniowania
elektromagnetycznego (PE). PE pochodzi ze wzbudzonych termicznie atoméw
pierwiastkow. Wyjgtkowosc tej techniki polega na potgczeniu dwoch elementow:

e spektrografii — rejestr i analiza wzbudzonych pierwiastkow,

o fotometrii ptomieniowej — wylapywanie sygnatu w formie natezenia
emitowanego promieniowania przez badany analit w ciektej postaci.
Badany materiat zostaje wprowadzony do palnika plazmowego i ulega zmianom
chemicznym oraz fizycznym. Rozpuszczalnik i stale czgstki analitu zostajg
odparowane tworzgc aerozol (proces nebulizacji). Nastepnie wytworzony aerozol
zostaje przeniesiony do kanatu plazmy (temperatura okoto 10000 K), a w wyniku
odparowania, rozpylania, wzbudzania i/lub jonizowania powstajg atomy i jony.
Powstaty w ten sposéb nietrwaty stan wzbudzony powraca w spontaniczny
sposob do swojego stanu podstawowego emitujgc przy tym charakterystyczne
dla siebie kwanty promieniowania elektromagnetycznego. Wyemitowana dtugosc¢
fali fotonow jest mierzona i wykorzystana do identyfikacji pierwiastkéw. Natomiast
catkowita ilos¢ fotonéw jest wprost proporcjonalna do stezenia pierwiastka

w probce.

Czes¢ fotondw emitowanych przez ICP jest gromadzona za pomocag
soczewki lub wklestego lustra tworzgc obraz, ktéry na otworze wejsciowym
urzgdzenia stuzy do wyboru dtugosci fali (monochromator). Charakterystyczna
dtugo$¢ fali swiatta wychodzgcego z monochromatora jest przeksztatcana na
sygnat elektryczny przez fotodetektor (PMT). Sygnat jest wzmacniany
i przetwarzany przez detektor i prezentowany na ekranie komputera. Sposob
uzyskiwania danych jakosciowych, czyli wystepujgcych pierwiastkdw w probce,
polega na zidentyfikowaniu obecnosci emisji przy charakterystycznej fali dla
danego pierwiastka. Odczyt trzech linii widmowych umozliwia rzeczywiste
sklasyfikowanie pierwiastka i zmniejsza mozliwos¢ wystgpienia btednego
odczytu. Interferencje wystepujg bardzo rzadko. Jednak duza liczba linii emisji

dostepnych dla pierwiastkdbw i trzykrotny odczyt widma emisji umozliwia
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zniwelowanie takich zaktécen do minimum. Natomiast dane ilosciowe dotyczgce
stezenia danego pierwiastka w analicie uzyskiwane sg za pomocg intensywnosci
emisji widocznych na ekranie komputera w postaci krzywej Kkalibracji.
Przy pomocy wystandaryzowanych roztworow ze znanymi pierwiastkami
mierzona jest intensywnos¢ emisji. Intensywnos¢ mozna nastepnie wykresli¢ na
podstawie stezen wzorcow i krzywych kalibracyjnych dla danego pierwiastka.
Przy badaniu probek, w celu ustalenia stezenia pierwiastkéw, intensywnosci

emisji jest porbwnywalna do krzywej wzorcowej.

3.2.3. Pomiar stezenia pierwiastkow

Oznaczenie stezenia pierwiastkbw (Fe, Cu i Zn) dokonano
z wykorzystaniem metody atomowej spektrometrii emisyjnej ze wzbudzeniem
w indukcji sprzezonej plazmie (ICP-OES, iCAP 7400 Duo, Thermo Scientific).
Aparat wyposazony jest w koncentryczny nebulizator i cyklonowg komore

mgtowa (Ryc. 3).

"Z!-Ezr) Nd Pm Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er Tm Yo Lu

ST P U Np Pu Am Cm Bk Cf Es [Fm Md No Lr

Ryc. 3. Aparatu iCAP 7000 (fotografia oryginalna)

Do wykonania krzywej kalibracyjnej zostat uzyty wielopierwiastkowy

roztwor wzorcowy (ICP Multi-element standard solution 1V, Merck). Roztwory
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wykonane byty przy uzyciu wody dejonizowanej (Direct Q UV, Milipore, okoto

18.0M
1.
2.
3.
4.

Q). Wzorzec zostat rozcienczony wedtug nastepujgcego szeregu:
1:1000000, stezenie 0,001 mg/l,

1:100000, stezenie 0,01 mgl/l,

1:10000, stezenie 0,1 mgl/l,

1:1000, stezenie 1 mg/l.

Dtugosc fali (nm) wynosita Fe=238,204; Zn=213,856; i Cu=224,700. Stezenia

Fe, Zn

suchej

i Cu w tozysku, pepowinie i bfonie ptodowej przedstawiono w mg/kg™

masy (s.m.). Na rycinie 5, 6, 7 przedstawiono wykres widma emisyjnego

odpowiednio Fe 238,204 nm; Zn=213,856 nm; i Cu=224,700 nm dla préb

badanych i prob kontrolnych.

P B |

-----

Fe 238.204 {142} (Poziomy (Axial)) | 0 mg/I v [1 viv &

— Omgll  —— 00Imgl — 01mgl —— imgl | Rstengh
T T T T T T T T T T T T T T

25|.
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Corrected Peak
59.04
Peak
4738

Average Background

4148

Left background
4b4 b

Right background
3750

238.18 238.19 238.20 23821 238.22 23823
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Ryc. 4. Wykres widma emisyjnego zelaza (Fe) 238,204 nm roztworu zelaza

w stezeniu 0,01 mg/l, 1,1 mg/l, 1 mg/l oraz préby zerowej (kontroli)
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P G | Zn 213.856 {458} (Poziomy (Axial)) | 0 mg/I v |1 viv |E
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Ryc. 5. Wykres widma emisyjnego cynk (Zn) 213,856 nm roztworu cynku

w stezeniu 0,01 mg/l, 1,1 mg/l, 1 mg/l oraz préby zerowej (kontroli)

D B | Cu 224.700 {450} (Poziomy (Axial)) | 0 mg/I v |1 viv &
[— 0mg!l —— 0.0imgl — 0.imgl —— imgl | Reasaot
RN — — — —T 24689
s : : : : : s d ey
o ] _
8 4 Corrected Peak
& 7] 14395
=}
-;- 6 4 Peak
= 6313
% 9
= Awverage Background
2 4
= 6163
3 ] Left background
2 624.0
1 Right background
1 : e - : — ] 5109
o
224 67 224 68 224 69 22470 22471 22472 22473

Ryc. 6. Wykres widma emisyjnego cynk (Cu) 224,700 nm roztworu miedzi

w stezeniu 0,01 mg/l, 1,1 mg/l, 1 mg/l oraz préby zerowej (kontroli)
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Limit detekcji (ang. limit of detection, LOD) wyraza najnizszg warto$¢, ktora jest
mozliwa do uzyskania sygnatu analitycznego i moze zosta¢ oddzielona od tta
(Tabela 5).

Tabela 5. Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci zelaza (Fe), cynku (Zn) i miedzi
(Cu)

Limit detekc;ji (LOD)

Fe 0,0009 mg/l
Zn 0,0009 mg/l
Cu 0,0016 mg/l

Poprawnos¢ toku postepowania analitycznego kontrolowano poprzez
oznaczenie badanych pierwiastkbw w materiale referencyjnym o znanym
stezeniu Bovine Muscle Powder NIST 8414 (National Institute of Standards
and Technology). Wartosci stezenia pierwiastkbw w materiale referencyjnym

podana przez producenta oraz wtasnych oznaczen przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Wartosci stezen badanych pierwiastkow w materiale certyfikowanym

(w mg/kg suchej masy)

Sredni odzysk

S Wartos¢ -
Pierwiastek referencyjna (mg/L) analizowanych
pierwiastkow (%)
Fe 71,249,2 75,8
Zn 142,0£14,0 148,0
Cu 2,84+0,45 3,12

W celu ograniczenia dryfu podczas analizy zostata uzyta korekcja o wynik
itru (Y). Itr (Y) o stezeniu 5 mg/L uzyto jako wzorzec wewnetrzny. W celu
wyliczenia w aparacie czynnika postuzyty zmiany intensywnosci widma
standardu wewnetrznego. Procent odzysku wzorca wewnetrznego Y wynosit 89-
105%.
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3.3. Oznaczenie stresu oksydacyjnego

3.3.1. Przygotowanie prébek do badan

Prébki biologiczne poddano homogenizacji nozycowej przeznaczonej do
rozpraszania i emulgowania materiatbw organicznych i nieorganicznych w stanie
ciektym i stalym. Podczas pracy materiat byt wciggany na dno kohcowki
uszczelnionej ETFE przez wirnik i wypychany na boki przez szczeliny. Koncéwka
dziatata jako idealne miejsce przeptywu materiatu, zapobiega duzym rotacjom
i umozliwia wprowadzenie duzej energii mechanicznej na bardzo matej
przestrzeni. Homogenizacja trwata kilka minut i uzyskano optymalng redukcje
wielkosci.

Zebrany materiat wielkosci kilkunastu milimetrow zostat zamrozony
w -80°C, a nastepnie poddany homogenizacji nozowej (Ryc. 7) z wykorzystaniem
nastepujgcych buforéw:

e Bufor I: 50 mM Tris-HCL, ph 7,5, 5 mM EDTA, 1mM DTT

Do oznaczenia: GPx, SOD

e Bufor Il: 50 mM KH2POg4, pH 7,5, 1 mM EDTA
Do oznaczenia: GR, CAT
e Bufor lll: 20 mM Tris-HCL, pH 7,

Do oznaczenia: LPO

Ryc. 7 Homogenizator nozowy
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3.3.2. Oznaczanie zawartosci biatka w tkankach

Oznaczenie stezenia biatka w probce badanej byto niezbedne do
oszacowania ostatecznej wartosci aktywnos$ci enzymatycznej markeréw stresu
oksydacyjnego. Do oznaczania stezenia biatka wykorzystano metode Bradforda
(1976).

Stezenia biatka w probkach mierzono za pomocg zestawu MicroBCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Peirce Biotechnology, Stany Zjednoczone)
i czytnika ptytek (BiochromASYS UVM340). W pierwszym etapie badan
wykonano serie rozcienczen celem uzyskania krzywej standardowej wedtug
tabeli 7. Nastepnie pobierano po 23 uyl homogenatu z badanych prébek po
homogenizacji nozowej i dodawano do probéwek z 2 pl 50% roztworu NaOH.
Inkubowano przez 1 godzine w temperaturze 60°C w bloku grzewczym,
a nastepnie wirowano (10 min/3000 rpm) uzyskujgc supernatant. W celu
oznaczenia biatka wykonano kolejne rozcienczenie z 10 yl supernatantu oraz
90 pl H20. Do oceny prébek badanych wykorzystano rozcienczenie 20 pl
supernatantu oraz 130 pl H202 i 150 pl odczynnika WB (ang. Working Buffer).
Nastepnie inkubowano w cieplarce przez 2 godziny w temperaturze 37°C

i wykonano odczyt absorbancji przy dtugosci fali 562 nm.

Tabela 7. Seria rozciehczeh w celu uzyskania krzywej standardowej (wzorzec)

llosé standardu

Oznaczenie wzorzec
H20 (ml)

A 4,5 0,5 ml standard
B 8,0 20mlA
C 4,0 4.0mlB
D 4,0 40miC
E 4,0 40mliD
F 4,0 40mlE
G 4,8 32mlF
H 4,0 40mlG
J (Slepa proéba) 8 -
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3.3.3. Oznaczanie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych
i parametrow stresu oksydacyjnego

3.3.3.1. Oznaczenie aktywnosci reduktazy glutationowej

Aktywnos¢ reduktazy glutationowej okreslono za pomocg zestawu
Glutathione Reductase Assay Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, Stany
Zjednoczone) i postepowano zgodnie z instrukcjg producenta. W pierwszym
etapie do studzienek stanowigcych tto (studzienki nieenzymatyczne,
ang. Background wells, BW) dodano 120 pl buforu do oznaczania (ang. Assay
Buffer, AB) oraz 20 pl utlenionego glutationu (GSSG) (Tabela 8). Nastepnie
do studzienek stanowigcych kontrole pozytywng (PC) dodano 100 pl buforu
do oznaczania, 20 yl GSSG oraz 20 ul rozciehczonego roztworu reduktazy
glutationowej pochodzgcej z drozdzy piekarskich (kontrola) (Tabela 8).
W kolejnym etapie do studzienek z probkami badanymi (kazda po trzy
powtdrzenia) dodano 100 pl buforu do oznaczania (AB), 20 pl GSSG i 20 pl prébki
badanej. Nastepnie do wszystkich studzienek dodano 50 pl NADPH celem
zainicjowania reakcji. Ostroznie przemieszano 96-dotkowg przez kilka sekund.
Odczyt absorbancji wykonywano raz na minute przy dtugosci fali 340 nm
za pomocg spektrofotometru Alpha 40 (PerkinElmer). Aktywno$¢ GR okreslano
jako ilos¢ probki wymagang do utlenienia 1 yM NADPH na minute w oparciu
o absorbancje czagsteczkowg 6,22 x 106 dla NADPH i wyrazono jako U/mg*
biatka.
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Tabela 8. Plytka 96-dotkowej dla oznaczenia aktywnosci GR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

BW | BW | BW | 7 7 7 15 | 15 | 15 | 23 | 23 | 23

PC | PC | PC 8 8 8 16 | 16 | 16 | 24 | 24 | 24

9 9 9 17 | 17 | 17 | 25 | 25 | 25

2 2 2 10 | 10 | 10 | 18 | 18 | 18 | 26 | 26 | 26

m O O @W >
[
[
P

3 3 3 11 | 11 | 11 | 19 | 19 | 19 | 27 | 27 | 27

Tl
N
N
N

12 | 12 | 12 | 20 | 20 | 20 | 28 | 28 | 28

G 5 5 5 13 | 13 | 13 | 21 | 21 | 21 | 29 | 29 | 29

H 6 6 6 14 | 14 | 14 | 22 | 22 | 22 | 30 | 30 | 30

3.3.3.2. Oznaczenie aktywnos¢ peroksydazy glutationowej

Aktywnos¢ komorkowej peroksydazy glutationowej mierzono przy uzyciu
komercyjnego zestawu Glutathione Peroxidase Assay Kit (Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI, Stany Zjednoczone) i postepowano zgodnie z instrukcjg
producenta. Do pierwszych trzech studzienek stanowigcych tto (BW) dodawano
70 pl buforu do oznaczania (AB), 50 uyl mieszaniny wspotsubstratow (glutationu
i reduktazy glutationowej) i 50 yl NADPH. Do kontrolnych studzienek z kontrolg
pozytywng (PC) dodawano 50 pl buforu do oznaczania (AB), 50 yl mieszaniny
wspotsubstratow, 50 pl NADPH i 20 pl rozcienczonej peroksydazy glutationowej
(kontrola) pochodzacej z erytrocytdw bydlecych (Tabela 9). Do studzienek
badanych (kazda po trzy powtérzenia) dodawano 50 pl buforu do oznaczania,
50 pl mieszaniny wspofsubstratow, 50 pl NADPH i 20 pl probki badane;.
Nastepnie dodawano do wszystkich studzienek 20 pl wodoronadtlenku
tert-butylu (ang. Cumen Hydroperoxide) celem zainicjowania reakcji. Ostroznie
mieszano przez kilka sekund. Odczyt absorbancji wykonywano raz na minute
przy dtugosci fali 340 nm za pomoca spektrofotometru Alpha 40 (PerkinElmer).

Aktywnos$¢ GPx wyrazono jako U/mg biatka™.
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Tabela 9. Plytka 96-dotkowej dla oznaczenia aktywnosci GPx

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

BW | BW | BW | 7 7 7 15 | 15 | 15 | 23 | 23 | 23

PC | PC | PC 8 8 8 16 | 16 | 16 | 24 | 24 | 24

9 9 9 17 | 17 | 17 | 25 | 25 | 25

2 2 2 10 | 10 | 10 | 18 | 18 | 18 | 26 | 26 | 26

m O O @W >
[
[
P

3 3 3 11 | 11 | 11 | 19 | 19 | 19 | 27 | 27 | 27

Tl
N
N
N

12 | 12 | 12 | 20 | 20 | 20 | 28 | 28 | 28

G 5 5 5 13 | 13 | 13 | 21 | 21 | 21 | 29 | 29 | 29

H 6 6 6 14 | 14 | 14 | 22 | 22 | 22 | 30 | 30 | 30

3.3.3.3. Oznaczenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej

Do oznaczania aktywnosci catkowitej (Cu-Zn i Mn) dysmutazy
ponadtlenkowej wykorzystano zestaw Superoxide Dismutase Assay Kit (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, Stany Zjednoczone) i wykonano go zgodnie
z procedurg producenta. Test ten wykorzystuje sol tetrazolowg do wykrywania
rodnikébw ponadtlenkowych generowanych przez oksydaze ksantynowg. Przed
rozpoczeciem procedury przygotowano rozcienczenie standardu SOD
za pomocg rozcienczonego buforu do probek w celu uzyskania roztworu
podstawowego SOD. Nastepnie wykonano serie rozcienczen z odczynnikiem
Sample Buffer (rozcienczony) celem uzyskania krzywej standardowej wedtug
tabeli 11. Nastepnie na ptytke 96-dotkowg naktadano 200 ul roztworu soli
tetrazolowej (Radical Detector) rozcienczonej 50 mM buforem Tris-HCI o pH 8.0
zawierajgcym 0,1 mM kwas dietylenotriaminopentaoctowy y i 0,1 mM
hipoksantyne (AB) oraz 10 ul proby badanej lub wzorca (Tabela 10). W kolejnym
etapie dodawano 20 pl rozciehczonej oksydazy ksantynowej, delikatnie
mieszano przez kilka sekund i poddawano inkubacji na wytrzgsarce przez
30 minut w temperaturze pokojowej. Aktywnos¢ SOD okreslano przez pomiar
absorbancji przy dtugosci fali 450 nm za pomocg spektrofotometru Alpha
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40 (PerkinElmer). Aktywnos$¢ enzymatycznej dysmutazy ponadtlenkowej zostata

wyrazona w U/mg biatka* w danej probie.

Tabela 10. Ptytka 96-dotkowej dla oznaczenia aktywnosci SOD
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2 2 10 | 10 | 18 | 18 | 26 | 26 | 34 | 34

3 3 11 | 11 | 19 | 19 | 27 | 27 | 35 | 35

12 | 12 | 20 | 20 | 28 | 28 | 36 | 36

5 5 13 | 13 | 21 | 21 | 29 | 29 | 37 | 37

m O O W >
m| 9O O] @W| >
m| 9O O] @W| >
N
N

6 6 14 | 14 | 22 | 22 | 30 | 30 | 38 | 38

_n
-
-
~
<

15 | 15 | 23 | 23 | 31 | 31 | 39 | 39

G G G 8 8 16 | 16 | 24 | 24 | 32 | 32 | 40 | 40

H 1 1 9 9 17 | 17 | 25 | 25 | 33 | 33 | 41 | 41

Tabela 11. Seria rozciehczeh w celu uzyskania krzywej standardowej (wzorzec)

Oznaczenie llos¢ standardu SOD llos¢ buforu do rozcienczania
(ul) probek (ul)

A 0 1,000

B 20 980

c 40 960

° 80 920

E 120 880

i 160 840

G 200 800

3.3.3.4. Oznaczenie aktywnosci katalazy

Oznaczanie aktywnos$¢ katalazy przeprowadzono z wykorzystaniem
zestawu Catalase Assay Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, Stany

Zjednoczone) i wykonywano go zgodnie z procedurg producenta. Test ten
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wykorzystuje peroksydazowg funkcje katalazy do oznaczania jej aktywnosci
enzymatycznej.

W pierwszym etapie rozcienczono 20 pul standardu zawierajgcego
formaldehyd za pomoca 9,99 ml rozcienczonego buforu do probek, aby otrzymac
roztwor podstawowy 4,25 mM formaldehydu. Nastepnie wykonano serie
rozcienczen z roztworem podstawowym 4,25 mM formaldehydu do rozciehczania
prébek celem uzyskania krzywej standardowej (Tabela 13). Na ptytke
96-dotkowg naktadano 100 pl 10 mM roztwor fosforanu potasu o pH 7.0 (AB),
30 pl metanolu oraz 20 pl proby badanej, wzorca lub kontroli pozytywnej
(katalaza z watroby bydlecej) (Tabela 12). Nastepnie dodawano 20 pl 8,82
M roztworu nadtlenku wodoru. Delikatnie mieszano probki i zaklejong folig ptytke
inkubowano na wytrzgsarce przez 20 minut w temperaturze pokojowej.
Nastepnie w celu zatrzymania reakcji dodawano 30 pl 10 M wodorotlenku potasu
oraz 30 ul purpaldu, ponownie zaklejano ptytke folig i inkubowano na wytrzgsarce
przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po dodaniu 10 ul roztworu nadjodanu
potasu w 0,5 M wodorotlenku potasu proby ponownie wytrzgsano
pod przykryciem w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Aktywnos¢ CAT
okreslano poprzez pomiar absorbacji przy dtugosci fali 540 nm za pomocg
spektrofotometru Alpha 40 (PerkinElmer). Aktywnos¢ katalazy wyrazono jako
U/mg biatka™.

Tabela 12. Plytka 96-dotkowej dla oznaczenia aktywnosci CAT
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 1 9 9 17 | 17 | 25 | 25 | 33 | 33

2 2 10 | 10 | 18 | 18 | 26 | 26 | 34 | 34

11 | 11 | 19 | 19 | 27 | 27 | 35 | 35

4 4 12 | 12 | 20 | 20 | 28 | 28 | 36 | 36

m O O W >
m| O O] W| >
m| O O] W| >
w
w

5 5 13 | 13 | 21 | 21 | 29 | 29 | 37 | 37

oL
T
T
D
(o))

14 | 14 | 22 | 22 | 30 | 30 | 38 | 38

G G G 7 7 15 | 15 | 23 | 23 | 31 | 31 | 39 | 39

H PC | PC | 8 8 16 | 16 | 24 | 24 | 32 | 32 | 40 | 40
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Tabela 13. Seria rozcienczen w celu uzyskania krzywej standardowej (wzorzec).

llos¢ standardu . . .
llos¢ buforu do rozcienczania

Oznaczenie formaldehydu
probek (ul)
(1))

A 0 1,000

B 10 990

C 30 970

D 60 940

E 90 910

F 120 880

G 150 850

3.3.3.5. Oznaczenie ilosci produktéw peroksydacji lipidow

Oznaczenie ilosci produktow peroksydaciji lipidow mierzono przy uzyciu
zestawu Lipid Peroxidation (LPO) Assay (G-Biosciences, Stany Zjednoczone)
zgodnie z procedurg producenta. Wykonano serie rozcienczen z rozcienczonym
buforem (standard LPO, ang. LPO Reagent A Solution) do rozcienczania prébek
celem uzyskania krzywej standardowej (Tabela 15). Nastepnie w osobnych
probédwkach zmieszano po 100 ul wzorca (Tabela 14) i 325 ul uprzednio
przygotowanego roztworu LPO roztworu odczynnika A (ang. Reagent A solution).
Doktadnie takg samg procedure =zastosowano dla prébek badanych.
Do powstatych mieszanin (wzorca i probek badanych) dodawano 75 ul LPO
odczynnik B (ang. LPO Reagent B), doktadnie mieszano i inkubowano przez
40 minut w temperaturze 40°C. Nastepnie przeniesiono 200 ul supernatantu
z kazdej probdéwki na ptytke 96-dotkowg (Tabela 14). Zmierzono absorbancije
przy 586 nm za pomocg spektrofotometru Alpha 40 (PerkinElmer). Stezenie
produktéw LPO wyrazono jako U/mg biatka™.
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Tabela 14. Plytka 96-dotkowej dla oznaczenia aktywnosci LPO

m O O @W >

T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
S1 | S1 1 1 9 9 17 | 17 | 25 | 25 | 33 | 33
S2 | S2 2 2 10 | 10 | 18 | 18 | 26 | 26 | 34 | 34
S3 | S8 3 3 11 | 11 | 19 | 19 | 27 | 27 | 35 | 35
S4 | S4 4 4 12 | 12 | 20 | 20 | 28 | 28 | 36 | 36
S5 | S5 5 5 13 | 183 | 21 | 21 | 29 | 29 | 37 | 37
S6 | S6 6 6 14 | 14 | 22 | 22 | 30 | 30 | 38 | 38
S7 | S7 7 7 15 | 15 | 23 | 23 | 31 | 31 | 39 | 39
S8 | S8 8 8 16 | 16 | 24 | 24 | 32 | 32 | 40 | 40

Tabela 15. Seria rozciehczeh uzyskania krzywej standardowej (wzorzec).

Nr standard Standard LPO [pL] H20 [uL]
S1 (Blank) 0 1000
S2 995
S3 10 990
S4 20 980
S5 30 970
S6 40 960
S7 50 950
S8 60 940
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4. Opracowanie statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica
v13.0 (Stat Soft). W celu zbadania normalnosci rozktadu danych
przeprowadzono analize Shapiro-Wilka. Ze wzgledu na nienormalny rozktad
danych do analizy zaleznosci miedzy zmiennymi wykorzystano korelacje rang
Spearmana, okreslajgc wartos¢ wspotczynnika i poziom istotnosci statystycznej
(rho, p). W celu oceny réznic miedzy badanymi parametrami zastosowano test
Kruskala-Wallisa ANOVA lub test U Manna-Witneya. Poziom istotnosci

przeprowadzonych analiz przyjeto dla wartosci p < 0,05.

5. Wyniki

5.1. Stezenie pierwiastkéw w poptodach

Srednie stezenie wody w tozysku, bionie ptodowej i pepowinie wynosito
odpowiednio okoto 83%, 85% i 88%. Stezenia Fe, Zn i Cu w tozysku, pepowinie
i btonie ptodu przedstawiono w Tabeli 16. Najwieksze stezenie Fe (417,5 mg/kg
1's.m.) stwierdzono w tozysku, a najmniejsze w pepowinie (200,2 mg/kg* s.m.).
Stezenie Zn byto najwieksze w tozysku (50,21 mg/kg? s.m.), a najmniejsze
w bilonie ptodowej (36,91 mg/kg? s.m.). Natomiast najwieksze stezenie
Cu stwierdzono w btonie ptodowej (7,26 mg/kgt s.m.), podczas gdy najmniejsze
stezenie Cu stwierdzono w fozysku (4,47 mg/kg™* s.m.). Odpowiednio stezenia
Fe, Cu i Zn rdznig sie istotnie miedzy pepowing, tozyskiem i btong ptodowag
(Ryc. 8-10).

W badaniu okreslono korelacje pomiedzy stezeniami Fe, Cu i Zn
w fozysku, pepowinie i btonie ptodowej, a parametrami antropometrycznymi
noworodkow, wiekiem, wagg i BMI kobiet, wiekiem cigzowym oraz paleniem
papierosOw w czasie cigzy i przyjmowaniem suplementéw diety w czasie cigzy.
Stwierdzono silne dodatnie korelacje pomiedzy stezeniami Cu i Zn w btonie
ptodowej (p=0,66); stezenia Zn i Fe w tozysku (p=0,61). Dodatkowo stwierdzono
korelacje miedzy stezeniem Zn w bionie ptodowej, a szerokoscig ramion
noworodka (p=-0,35); miedzy stezeniem Cu w tozysku, a (i) wagg tozyska
(p=0,46) i (ii) szerokoscig ramion noworodka (p=0,36); miedzy stezeniem

Cu w pepowinie, a (i) obwodem gtowy noworodka (p=0,36), (i) wagg
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urodzeniowg noworodka (p=0,35) oraz miedzy stezeniem Fe w tozysku, a wagg
lozyska (p=0,33).

Ponadto poréwnano stezenia Fe, Cu i Zn w tozysku, pepowinie i btonie
ptodu oraz parametry matki i noworodkéw, wiek cigzowy, suplementacje i palenie
papierosow. Test U Manna-Whitneya wykazat:

e wieksze stezenie Zn w tozysku u kobiet niepalgcych w poréwnaniu

z kobietami palgcymi przed cigzg (p=0,01) (Ryc. 11);

e wieksze stezenie Fe u noworodkow o dlugosci >3 lub < 97 centyli

w poréwnaniu do noworodkow o dtugosci <3 lub > 97 (p=0.02) (Ryc. 12);

o wieksze stezenie Cu w tozysku kobiet w wieku cigzowym =37 tygodnia

w poréwnaniu do kobiet w wieku cigzowym <37 tygodnia (Ryc. 13).

5.2. Analiza parametréw stresu oksydacyjnego i aktywnosci
enzymoéw antyoksydacyjnych

W tabeli 17 przedstawiono dane dotyczgce stezenia produktéw
peroksydacji lipidéw oraz aktywnos$¢ enzymdw antyoksydacyjnych (SOD, CAT,
GPx, GR) w btonach ptodowych, pepowinach i tozyskach pobranych od kobiet
w cigzy mnogiej. Najwyzsze stezenie produktéw peroksydacji lipidow
stwierdzono w tozysku, natomiast nizsze stezenia zaobserwowano w pepowinie
i btonie ptodowej. W badanych prébkach zaobserwowano, ze aktywnosé
enzymow antyoksydacyjnych uktadata sie w nastepujgcy szereg:

e dla CAT i SOD: pepowina>btona ptodowa>tozysko;
e dla GPx: btona ptodowa>tozysko>pepowina;
e dla GR: tozysko>pepowina>btona ptodowa.

Aby oceni¢, czy mechanizm obrony antyoksydacyjnej jest wystarczajacy
w okresie okotoporodowym, zbadano stosunek SOD/GPx i SOD/CAT
(Tabela 17). Najwyzszy wskaznik stosunku SOD/GPx zaobserwowano
w pepowinie, natomiast wartos¢ stosunku SOD/CAT byt podobny we wszystkich
badanych tkankach. Zaobserwowano istotne réznice w stosunku SOD/GPx
i SOD/CAT pomiedzy niektérymi analizowanymi parametrami: SOD/GPx i GPx
w bitonie ptodowej (p=-0,67); SOD/GPx i SOD w bfonie ptodowej (p=0,64);
SOD/GPx i GPx w tozysku (p=-0,85); SOD/GPx i SOD w tozysku (p=0,39);
SOD/GPx w fozysku i Cu w pepowinie (p=0,35); SOD/GPx i GPx w pepowinie
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(p=-0,55); SOD/GPx i SOD w pepowinie (p=0,60); SOD/CAT w bfonie ptodowe;j
i GPx w pepowinie (p=0,32); SOD/ CAT i CAT w btonie ptodowej (p=-0,45); SOD/
CAT i SOD w btonie ptodowej (p=0,70); SOD/ CAT i GR w tozysku (p=-0,37);
SOD/ CAT i CAT w tozysku (p=-0,70); SOD/ CAT i SOD w tozysku (p=0,41);
SOD/CAT w tozysku i SOD w pepowinie (p=-0,55); SOD/CAT w pepowinie i GPx
w tozysku (p=-0,36); SOD/CAT w pepowinie i CAT w fozysku (p=0,47); SOD/CAT
I SOD w pepowinie (p=0,82); SOD/CAT i Zn w pepowinie (p=0,36) oraz SOD/CAT
i Cu w pepowinie (p=0,52).

Ponadto  okreslono korelacie miedzy aktywnoscig enzymow
antyoksydacyjnych (GPx, GR, CAT, SOD)/stresem oksydacyjnym (produkty
LPO), a parametrami antropometrycznymi noworodkéw, wiekiem, wagg i BMI
matek, wiekiem cigzowym, stosowaniem suplementacji w czasie cigzy i paleniem
papieroséw przed cigzg (Tabela 16). Stwierdzono ujemne korelacje miedzy
stezeniem Fe i produktow LPO w btonie ptodowej (p=-0,50) i w tozysku (p=-0,58).
Ponadto odnotowano korelacje pomiedzy stezeniem Cu i aktywnoscia SOD
w pepowinie (p=0,55).

Okreslono takze zaleznosci pomiedzy obrong antyoksydacyjng
(SOD, CAT, GPx, GR) a stresem oksydacyjnym (produktami LPO) w fozysku,
pepowinie i btonie ptodu oraz badanymi parametrami kobiet w cigzy
i noworodkow (Tabela 16). A takze poréwnano aktywno$¢ SOD, CAT, GPx, GR
i LPO w tozysku, pepowinie i btonie ptodowej z wiekiem, wagg i BMI matki,
parametrami  antropometrycznym noworodkoéw,  wiekiem  cigzowym,
suplementacjg i paleniem papierosow przez kobiety w cigzy. Test U Manna-
Whitneya wykazat:

e spadek aktywnosci GPx w pepowinie kobiet, ktore nie przyjmowaty
suplementéw w poréwnaniu do kobiet, ktore je stosowaty (Ryc. 14);

e zwiekszenie aktywnosci CAT w pepowinie u noworodkéw z prawidtowg
masg urodzeniowg w poréwnaniu z niemowletami z niskg masg
urodzeniowg (Ryc. 15);

e zwiekszenie aktywnosci SOD w tozysku kobiet niepalgcych w poréwnaniu
do kobiet palgcych papierosy przed cigzg (Ryc. 16);

e zmniejszenie aktywnos¢ GR w tozyska kobiet z BMI od >18,5 do <25
w porownaniu do kobietami z BMI <18,5 1 >25 (Ryc. 17).
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Tabela 16. Stezenie zelaza (Fe), cynku (Zn) i miedzi (Cu) w fozysku, pepowinie i bfonie ptodowej kobiet w cigzy mnogiej

(mg/kg?; sucha masa, s.m.) (AM, srednia arytmetyczna; Med, mediana; Zakres, Min-Max; SD, odchylenie standardowe)

o tozysko pepowina btona ptodowa
Pierwiastek
AMzSD Med Zakres AMzSD Med Zakres AMSD Med Zakres
Noworodki razem (n=22) = bliznieta (n=21) + trojaczki (n=1)
189,2- 49,77- 80,53-
Fe 417,5+133,3 4129 200,2+138, 6 154,3 317,1+117,1 306,5
804,6 640,8 663,8
34,42- 32,28- 23,78-
Zn 50,21+8,41 48,98 45,88+7,80 45,44 36,91+9,14 35,42
68,47 66,08 63,95
2,85-
Cu 4,47+1,09 4,58 1,97-6,2 3,21+0,98 3,28 0,85-6,40 7,2612,54 7,31 13.41
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Ryc. 8. Zastosowanie testu Kruskala-Wallisa do poréwnania stezenia zelaza (Fe) w tozysku, btonie ptodowej i pepowinie
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Ryc. 9. Zastosowanie testu Kruskala-Wallisa do poréwnania stezenia cynku (Zn) w tozysku, btonie ptodowej i pepowinie
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Ryc. 10. Zastosowanie testu Kruskala-Wallisa do poréwnania stezenia cynku (Cu) w tozysku, btonie ptodowej i pepowinie
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Ryc. 12. Zastosowanie testu Manna-Whitneya do poréwnania
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Tabela 17. Stezenie antyoksydantéw i prooksydantow w tozysku, pepowinie i blonie ptodowej (U/mg biatka?)
(AM, srednia arytmetyczna; Med, mediana; Zakres: Max-Min; SD, odchylenie standardowe; GPx, peroksydaza glutationowa;

GR, reduktaza glutationowa; CAT, katalaza; SOD, dysmutaza ponadtlenkowa; LPO, peroksydacja lipidow)

tozysko Pepowina Btona ptodowa
AMSD Med. Zakres AM£SD Med. Zakres AM£SD Med Zakres

Noworodki razem (n=22) = bliznieta (n=21) + trojaczki (n=1)

Parametry okreslajgce status antyoksydacyjny

SOD 0,04+0,03 0,04 0,01-0,14 0,09+0,07 0,07 0,01-0,29 0,06%0,07 0,04 0,01-0,30
CAT 1,17+1,41 0,69 0,17-8,26 3,21+1,70 2,90 0,76-8,34 2,28+2,12 1,46 0,27-8,83
GPx 5,1946,57 3,14 gﬁl(())? 4,45+3,73 3,82 0,30-18,31 6,3715,68 4,49  0,33-25,64
GR 5,5543,27 5,24 194556 4,05+3,08 3,52 0,14-13,24 3,85+3,45 3,40 0,18-16,98
gt(o)fi)u/r(;eli(x 0,0310,07 0,01 0,01-0,39 0,04+0,05 0,02 0,01-0,26 0,02+0,02 0,01 0,01-0,11
;t(o)%u/rée'zbl\(_r 0,07+0,08 0,04 0,01-031 0,06+0,17 0,03 0,01-1,10 0,03+0,02 0,03 0,01-0,11
Parametry okreslajgce status oksydacyjny
LPO 2164117 2,26 004-419  166:1,35 141  004-609 | 165:1,26 1,42 (31’,%17'
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Tabela 18. Zastosowanie korelacji Spearmana do analizy zaleznosci pomiedzy stezeniami zelaza (Fe), cynku (Zn) i miedzi (Cu)

w tozysku, pepowinie i btonie ptodowej, a bilansem prooksydacyjno-antyoksydacyjnym i parametrami antropometrycznymi

noworodkow
AKywnose | AKRMOSC | Aktywnose CAT Produkty LPO Aktywnos¢ SOD
tozysko tozysko blona tozysko blona tozysko pepowina | tozysko pepowina
ptodowa ptodowa
Stezenie tozysko 0,43** 0,48%**
Zn pepowina 0,487
btona 0.39*
L ptodowa
Stezenie :
Cu tozysko 0,42**
pepowina 0,45*** 0,44* 0,59***  0,50***
btona
Ste,Zenie p{odowa -0,50%*
Fe fozysko 0,36* 0,33 0,58%+
dtugosc ciata 0,39* 0,41**
obwdd gtowy 0,37* 0,33*
Parametry
noworodka urc\:\tljaz%?ﬂa 0,37* 0,33* 0,45%**
szeroko$¢ 0,35*
ramion ,
BMI przed cigzg 0,40*

***n<0,001; ** p<0,01, *p <0,05
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Ryc. 14. Zastosowanie testu Manna-Whitneya dla

. . , , _ Ryc. 15. Zastosowanie testu Manna-Whitneya dla porownania
poréwnania wptywu przyjmowania suplementow zelaza

aktywnosci wptywu wagi ciata noworodkéw, a aktywnos¢
katalazy (CAT)

przez kobiety w cigzy, a aktywno$¢ peroksydazy

glutationowej (GPXx)
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aktywnosci wptywu palenia papieroséw przez kobiety przed poréwnania aktywnosci GR tozyska miedzy grupami
cigzg, a aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) >18,5 do <25 BMI oraz <18,5 i >25 BMI
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6. Dyskusja

6.1. Stezenia pierwiastkéw sladowych w poptodach

Niezbedne pierwiastki sladowe, w tym Zzelazo, miedz i cynk odgrywajg
kluczowg role w przebiegu cigzy i dziatajg jako kofaktory enzymoéw
antyoksydacyjnych zaangazowanych w enzymatyczne mechanizmy obronne
przed stresem oksydacyjnym. Jednak w dostepnym pismiennictwie naukowym
brakuje badan dotyczacych stezenia tych pierwiastkdw w tozysku, pepowinie
i btonie ptodowej kobiet w cigzy mnogie;j.

W literaturze naukowej stezenia metali podaje sie w przeliczeniu na suchg
(mg kgt s.m.) lub mokrg mase (mg kg* m.m.) tkanek i narzgdéw. Aby umozliwi¢
poréwnanie wtasnych wynikoéw z danymi literaturowymi wyrazonymi w mg kg
m.m., w badaniu zastosowano nastepujgcy wspodtczynnik konwersii:

1,5, poniewaz poptody zawierajg co najmniej 85% wody.

6.2. Stezenie zelaza w poptodach

W prezentowanych badaniach stwierdzono, ze sSrednie stezenie
Fe wyniosto 417,5 mg/kg? s.m. w tozysku, 200,2 mg/kg? s.m. w pepowinie
i 317,1 mg/kg* s.m. w bltonie ptodowej pobranych od kobiet w cigzy mnogiej.
Poréwnujgc wyniki wlasne z wynikami badan dotyczgcych stezenia
Fe w poptodach pobranych od kobiet w cigzy pojedynczej z tego samego obszaru
badan stwierdzono wieksze stezenie Fe w tozysku (640,73 mg/kg™ s.m.), btonie
ptodowej (640,73 mg/kg™? s.m.) i pepowinie (567,29 mg/kg™' s.m.) pobranych
od kobiet w cigzy pojedynczej (Kot i wsp. 2019) niz u kobiet w cigzy mnogie;j.
Barad i wsp. (2022) odnotowali mniejsze stezenie Fe w tozysku pobranym
od nastolatek w cigzy pojedynczej (71,1 mg/kg' m.m.; po przeliczeniu
106,7 mg/kg? s.m.) niz u kobiet w cigzy mnogiej w wieku 20-46 lat (84,6
i 78,6 mg/kgt m.m.; po przeliczeniu 126,9 i 117,9 mg/kg™ s.m., odpowiednio dla
tozysk pobranych z cigz blizniaczych i trojaczych). De Angelis i wsp. (2017)
stwierdzili, ze stezenie Fe w tozysku byto wieksze u kobiet w cigzach mnogich
(26,05 pg/g* s.m.) niz u kobiet w cigzach pojedynczych (17,99 ug/g? s.m.),
jednak réznica ta nie byfa istotna statystycznie. Rozbieznosci w stezeniu Fe

w poptodach mogty wynika¢ z réznic miedzy badanymi grupami. Na przykfad
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Mbofung i wsp. (1990) wykazali wieksze stezenie Fe w tozysku noworodkdw pfci
zenskiej niz u noworodkéw pici meskiej. A Reddy i wsp. (2014) stwierdzili,
ze stezenie Fe w tozysku kobiet z obszaréw miejskich byto wyzsze niz u kobiet
z obszarow wiejskich. Ponadto Irwinda i wsp. (2019) zauwazyli, ze stezenie
Fe w tozysku wczes$niakdw bylo mniejsze niz u noworodkéw urodzonych
w okresie od 38 do 42 tygodnia cigzy.

W prezentowanych badaniach stwierdzono, ze stezenie Fe w tozysku
wptywato na wage noworodkéw, co potwierdzajg analizy Hindmarsha i wsp.
(2000) u kobiet w cigzach pojedynczych. Godfrey i wsp. (1991) wykazali,
ze niedobor Fe wigze sie z wiekszg masg tozyska, co moze mie¢ znaczacy wptyw
na ptéd. Levario-Carrillo i wsp. (2003) zauwazyli tendencje do zwigkszania masy
tozyska u kobiet z niedokrwistoscig z niedoboru zelaza (IDA), nie wptyneto
to jednak na wage i wzrost noworodka. Z drugiej strony, inne badania wykazaty,
ze IDA w czasie cigzy moze prowadzi¢ do niskiej masy urodzeniowej (Figueiredo
I wsp. 2018; Col Magdendag i wsp. 2019; Rahmati i wsp. 2017).

W prezentowanych badaniach nie stwierdzono zwigzku miedzy
suplementacjg Fe a parametrami antropometrycznymi noworodkow. Jednak
Shi i wsp. (2021) w badaniach kobiet i noworodkéw z cigz pojedynczych
stwierdzili, ze suplementacja Fe w czasie cigzy miata wptyw na zwigkszenie masy
urodzeniowej noworodkdw, szczegdinie u kobiet z niedokrwistoscig. Wazne jest
jednak, aby suplementacja byta indywidualnie dopasowana, gdyz nadmierne
spozycie Fe moze mie¢ negatywny wptyw na rozwdj ptodu. Hwang i wsp. (2013)
wykazali, ze zwiekszone spozycie Fe u matki moze prowadzi¢ do ograniczenia
wzrostu ptodu. Z drugiej strony, Preziosi i wsp. (1997) zauwazyli, ze Srednia
dtugosc ciata noworodka i wynik skali Apgar byty wyzsze w grupie kobiet w cigzy
otrzymujgcych suplementy zawierajgce Fe niz w grupie otrzymujgcej placebo.
Potwierdzono zwigzek miedzy suplementacjg Fe a wiekszg masg urodzeniowa,
co wskazuje, ze suplementacja Fe moze mie¢ wptyw na parametry

antropometryczne noworodkdéw (Cogswell i wsp. 2003; Alwan i wsp. 2011).

6.2.1. Stezenie cynku w poptodach

W prezentowanych badaniach srednie stezenie Zn w fozysku, pepowinie

i btonie ptodowej pobranych od kobiet w cigzach mnogich z pétnocno-zachodniej
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Polski wynosito odpowiednio 50,21, 45,55 i 36,91 mg/kgt s.m. Znacznie wieksze
stezenie Zn w tozysku (66,90 mg/kg?! s.m.), pepowinie (54,65 mg/kg* s.m.)
i btonie ptodowej (62,79 mg/kg?! s.m.) stwierdzono u kobiet w cigzach
pojedynczych pochodzgcych z tego samego obszaru badania (Kot i wsp. 2019).
De Angelis i wsp. (2017) stwierdzili, ze stezenie Zn w tozysku byto wieksze
u kobiet w cigzach mnogich (5,9 pug/g? s.m.) niz u kobiet w cigzach pojedynczych
(2,6 ug/gt s.m.), ale roznica nie byta statystycznie istotna. Mazurek i wsp. (2020)
odnotowali znacznie mniejsze stezenia Zn w tozyskach (od 3,3 do 11,5 mg/kg™*
m.m; po przeliczeniu od 5,0 do 17,3 mg/kg™* s.m.) pobranych od kobiet w cigzy
pojedynczej pochodzgcych z okolic Wroctawia. Kantola i wsp. (2000) stwierdzili
wieksze stezenia Zn w fozysku pobranym od niepalgcych kobiet w cigzy
pojedynczej pochodzacych z Finlandii, Estonii i Petersburga (77,14 mg/kg™* s.m.)
niz w prezentowanym badaniu.

W przedstawionychh badaniach wykazano réznice w stezeniu Zn
w tozysku pomiedzy kobietami palgcymi i niepalgcymi przed cigzg. Kantola i wsp.
(2000) zauwazyli, ze stezenie Zn w tozysku kobiet w cigzy pojedynczej
pochodzgcych z r6znych regionéw Europy, ktére pality w czasie cigzy byto 0 20%
wieksze niz u kobiet niepalgcych w badaniu z udziatem kobiet. Natomiast Kutlu
I wsp. (2006) stwierdzili, ze stezenie Zn w tozysku kobiet palgcych w czasie cigzy
byto mniejsze niz u kobiet niepalgcych. Wyniki te sugerujg, ze zmiany stezenia
Zn spowodowane przez nikotyne mogg by¢ wywotane zwezeniem naczyn
krwionosnych macicy i fozyska, co moze =zakitécaé transport sktadnikow
odzywczych, w tym makro- i mikroelementéw. Ponadto nikotyna moze
przyczyniac sie do niszczenia komérek nabtonkowych tozyska odpowiedzialnych
za transport tych pierwiastkow (Wickstrom 2007).

Zaobserwowano, ze pierwotny niedobér Zn moze prowadzi¢
do opdznienia wzrostu ptodu, co potwierdza wazng role Zn w prawidtowym
rozwoju prenatalnym (Prasad 2013). Bermudez i wsp. (2015) nie stwierdzili
zwigzku miedzy parametrami antropometrycznymi noworodka, a stezeniem
Zn we krwi pepowinowej i matczynej. Natomiast Kot i wsp. (2021) odnotowali
ujemng korelacje miedzy stezeniem Zn we krwi matki, a obwodem Kklatki
piersiowej noworodka, a takze miedzy stezeniem Zn we krwi pepowinowe;,
a obwodem gtowy noworodka. W prezentowanych badaniach stwierdzono

zalezno$¢ miedzy stezeniem Zn w btonie ptodowej, a szerokoscig ramion
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noworodka. Badanie kohortowe wykazato, ze niedobd6r Zn u kobiet w cigzy
zwieksza ryzyko niskiej masy urodzeniowej (LBW) noworodkoéw (Wang i wsp.
2015). Simmer i Thompson (1985) odnotowali zwigzek miedzy matym stezeniem
Zn w osoczu matki, a zbyt matg masg noworodkow w odniesieniu do wieku
cigzowego (ang. small-for-gestational age, SGA). Natomiast Lira i wsp. (1998)
wykazali, ze suplementacja Zn nieznacznie wptywa na zwiekszenie wage
urodzeniowa. A Zahiri Sorouri i wsp. (2016) w randomizowanym kontrolowanym
badaniu nie stwierdzili istothego wptywu na wage noworodka codziennej

suplementaciji siarczanem cynku (15 mg) od 16 tygodnia cigzy do porodu.

6.2.2. Stezenie miedzi w poptodach

W prezentowanych badaniach srednie stezenie Cu w tozysku, pepowinie
i btonie ptodowej pobranych od kobiet w cigzy mnogiej pochodzgcych z terenu
pétnocno-zachodniej Polski wynosito odpowiednio 4,47, 3,21 i 7,26 mg/kg? s.m.
Znacznie wieksze stezenie Cu w tozysku (6,01 mg/kg?! s.m.), pepowinie
(4,32 mg/kg™* s.m.) i blonie ptodowej (8,91 mg/kg? s.m.) stwierdzono u kobiet
W cigzy pojedynczej z tego samego obszaru badania (Kot i wsp. 2019). Znacznie
mniejsze stezenie Cu w tozysku (od 0,05 do 3,91 pg/g* m.m.; po przeliczeniu
od 0,08 do 5,9 ug/g? s.m.) odnotowali Mazurek i wsp. (2020). Wieksze stezenia
Cu w tozysku stwierdzili Reddy i wsp. (2014) u kobiet w cigzy pochodzgcych
z obszaréw wiegjskich (78,4 ug/g* s.m.) i miejskich (61,4 ug/g* s.m.).

Ponadto w prezentowanych badaniach stwierdzono, ze stezenie Cu
w fozysku istotnie koreluje z masg tozyska i szerokoscig ramion noworodkow,
a stezenie Cu w pepowinie z obwodem gtowy noworodkow. Kot i wsp. (2019)
wykazali ujemng korelacje miedzy stezeniem Cu w bionach ptodowych
pobranych od kobiet w cigzy pojedynczej, a masg urodzeniowg noworodkéw.
Ponadto Kot i wsp. (2021) odnotowali ujemng korelacje miedzy stezeniem Cu we
krwi pepowinowej pobranej od kobiet w cigzy pojedynczej, a parametrami
noworodkow (obwdd gtowy, obwdd klatki piersiowej i wynik Apgar w pierwszej
minucie). Mbofung i Subbarau (1990) wykazali pozytywng korelacje miedzy
stezeniem Cu w tozysku pobranym od kobiet w cigzy pojedynczej, a masg

urodzeniowg noworodkow. Kantola i wsp. (2000) stwierdzili ujemng korelacje
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miedzy stezeniem Cu w tozysku, a masg urodzeniowg noworodka, ktéra byta

silniejsza w grupie kobiet palgcych papierosy niz niepalgcych.

6.2.3. Interakcje miedzy badanymi pierwiastkami

Metabolizm Fe i Cu jest ze sobg powigzany, a podczas cigzy zardwno
niedobdér Cu, jak i nadmiar Fe mogg wptywaé na siebie (Gambling i McArdle
2004). Stwierdzono, ze Fe i Cu mogg konkurowac ze sobg na etapie wchianiania
jelitowego, a suplementacja Fe moze obniza¢ poziom Cu w organizmie
(Suliburska i wsp. 2021). Zaobserwowano, ze niedobdr Fe w tozysku powoduje
wzrost stezenia Cu do stezenia wiekszego niz w innych tkankach
(Gambling i wsp. 2003).

W prezentowanych badaniach odnotowano korelacje miedzy stezeniem
Fe w tozysku, a stezeniem Zn i Cu w tozysku oraz miedzy stezeniem Fe i Zn
w btonie ptodowej. Ponadto stwierdzono dodatnig korelacje miedzy stezeniem
Zn i Fe w tozysku oraz miedzy stezeniem Zn w fozysku i Cu w tozysku oraz
pepowinie, a takze miedzy stezeniem Zn w btonie ptodu i pepowinie, a stezeniem
Cu w tych strukturach. Kinnamon (1963) zauwazyt, ze wystepowanie Cu i Zn
w diecie indukuje mechanizm konkurencyjny w organizmie ptodu i w tozysku.
Kantola i wsp. (2000) stwierdzili ujemng korelacje miedzy stezeniem
Cu w fozysku, a masg urodzeniowg noworodka.

Niedobory zaréwno Zn, jak i Cu sg dobrze opisane u wczesniakdéw i kobiet
w cigzy (Griffin i wsp. 2013), ale nie w przypadku struktur takich jak tozysko, btona
ptodowa lub pepowina pochodzgcych od kobiet w cigzy mnogiej. Mozna
wywnioskowac, ze antagonistyczne dziatanie Zn i Cu, Zn i Fe oraz Cu i Fe moze
réwniez wystgpic¢ na poziomie interakcji matka-ptéd i ptod-tozysko, btona ptodowa

i pepowina.

6.3. Stres oksydacyjny i stezenia Fe, Cu, Zn

Organizm ludzki naturalnie wytwarza wolne rodniki (Droge 2002), ale ich
niekontrolowana produkcjia moze powodowaé peroksydacje lipidow
i uszkodzenie bton komorkowych (Ayala i wsp. 2014). W czasie cigzy wzrost

peroksydacji lipidow i stresu oksydacyjnego moze stanowi¢ potencjalne
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zagrozenie dla rozwijajgcego sie ptodu. Do przeciwdziatania niekorzystnym
skutkom OS organizm wykorzystuje enzymatyczne i nieenzymatyczne
antyoksydanty (Irato i Santovito 2021). Jednakze ten mechanizm adaptacyjny nie
zawsze zapewnia odpowiednig ochrone przed OS (Gitto i wsp. 2002).
W przypadku cigz mnogich ryzyko stresu oksydacyjnego jest wieksze, ponadto
zmniejszona jest zdolno$¢ antyoksydacyjna, co potencjalnie tgczy stres
oksydacyjny z powiktaniami cigzy (Jantsch i wsp. 2020). Na przyktad Minghetti
I wsp. (2011) stwierdzili korelacje miedzy poziomem stresu oksydacyjnego,
a nizszg masg urodzeniowg noworodkow.

W prezentowanych badaniach $rednie stezenie GPx w tozysku, pepowinie
i btonie ptodu wynosito odpowiednio 5,19, 4,45 i 6,37 U/mg biatka™.
Mistry i wsp. (2010) stwierdzili, ze aktywnos¢ GPx byta nizsza w tkankach tozyska
kobiet ze stanem przedrzucawkowym niz u kobiet z normalnym cisnieniem.
Podobnie Biri i wsp. (2017) zaobserwowali, ze aktywnos¢ GPx byta nizsza
u kobiet w cigzy ze stanem przedrzucawkowym niz u zdrowych kobiet.

U kobiet w cigzy mnogiej z terenu potnocno-zachodniej Polski srednie
stezenie GR w tozysku, pepowinie i btonie ptodu wynosito odpowiednio 5,55, 4,05
i 3,85 U/mg biatkal. Das i wsp. (2012) nie stwierdzili istotnych réznic miedzy
aktywnoscig GR w fozysku kobiet ze stanem przedrzucawkowym, a zdrowymi
kobietami w cigzy.

W prezentowanych badaniach stwierdzono, ze sSrednie stezenie CAT
w tozysku, pepowinie i btonie ptodu wynosito odpowiednio 1,17, 3,21 2,28 U/mg
biatka. Ferreira i wsp. (2020) zauwazyli, ze aktywno$¢ CAT byta nizsza u kobiet
ze stanem przedrzucawkowym niz u zdrowych kobiet w cigzy.

U kobiet w cigzy mnogiej aktywnos¢ SOD w fozysku, pepowinie i btonie
ptodu wynosita odpowiednio 0,04, 0,09 i 0,06 U/mg biatka™t. Biri i wsp. (2007)
stwierdzili, ze aktywnos¢ SOD u kobiet w cigzy ze stanem przedrzucawkowym
byta podobna do aktywnosci tego enzymu u zdrowych kobiet w cigzy. Ferreira
I wsp. (2020) odnotowali, ze aktywnos¢ SOD byta wyzsza u kobiet ze stanem
przedrzucawkowym niz u zdrowych kobiet w cigzy.

W prezentowanych badaniach zauwazono, ze stezenie produktow
peroksydacji lipidow byto najwieksze w tozysku (2,26 U/mg biatka), a nastepnie
w pepowinie (1,66 U/mg biatka™) i btonie ptodowej (1,65 U/mg biatkat). Podobnie
Ohel i wsp. (1985) stwierdzili, ze LPO byto znacznie wyzsze w btonach
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ptodowych w poréwnaniu z tozyskiem. Ponadto badanie wykazato, ze stezenie
Fe w tozysku i btonie ptodowej wptywa na poziom stresu oksydacyjnego poprzez
modulowanie parametrow antyoksydacyjnych w tozysku (GPx, GR) i pepowinie
(GPx).

Kilku badaczy potwierdzito pozytywny wptyw Fe na parametry obrony
antyoksydacyjnej (Lee i wsp. 1981; Toblli i wsp. 2012; Nuhu i wsp. 2019).
Bozkaya i wsp. (2021) wykazali, ze warto$¢ enzymatycznych markeréw
antyoksydacyjnych byta zmniejszona u kobiet z niedokrwistoscig z niedoboru
zelaza. Niedobor Fe u kobiet z IDA moze nasilac stres oksydacyjny, powodujgc
zmiany w funkcjonowaniu serca. Isler i wsp. (2002) stwierdzili, ze Fe wptywa na
aktywnos¢ SOD i GPx. Badacze zauwazyli, ze aktywnos¢ SOD byta nizsza
u pacjentow z IDA, a suplementacja Fe pacjentéw z IDA przywracata optymalng
aktywnos¢ antyoksydacyjng. Stwierdzono, ze nadmiar Fe predysponuje do
zwiekszonej aktywnosci LPO (Myatt i Cui 2004; Lymperaki i wsp. 2015).
Lachili i wsp. (2001) wykazali, ze farmakologiczne dawki Fe podawane kobietom
w cigzy bez niedokrwistosci powodujg niekontrolowang peroksydacje lipidow.
Podobnie Rajendran i wsp. (2020) stwierdzili, ze suplementacja Fe u kobiet
w cigzy bez anemii spowodowata zwiekszony stres oksydacyjny i stan zapalny.
Wyniki prezentowanych badahn potwierdzity zwigzek miedzy stezeniem
Fe w tozysku pobranych od kobiet w cigzy mnogiej, a aktywnos$cig LPO.

Metaloproteiny (CAT i SOD) dziatajg jako przeciwutleniacze poprzez
enzymatyczng detoksykacje reaktywne formy tlenu, w tym Oz, H202 i -OOH.
W prezentowanych badaniach stwierdzono, ze aktywnos¢ Cu/Zn dysmutazy
ponadtlenkowej, szczegolnie wymagajgcej ze wzgledu na prawidiowe
funkcjonowanie i zalezna od kofaktorow (Cu/Zn), jest skorelowana ze stezeniami
Cu i Zn w tozysku oraz w pepowinie. Ponadto zaobserwowano korelacje miedzy
stezeniem Cu w bfonie ptodowej, a stezeniem Cu w pepowinie i aktywnoscig
CAT w btonie ptodowe] oraz stezeniem Cu w pepowinie z aktywnoscig
CAT w tozysku.

Wedtug badaczy na utrzymanie cigzy istotny wptyw ma odpowiednia
aktywnos¢ Cu/Zn SOD (Ghneim i wsp. 2016; Sugino i wsp. 2000;
Noda i wsp. 2012). Stwierdzono, ze aktywnosc tej dysmutazy zmniejsza sie
w tozysku kobiet z cukrzycg cigzowg (White i wsp. 2010) i stanem

przedrzucawkowym (Bakacak i wsp. 2015), co wskazuje na mozliwy zwigzek
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miedzy aktywnoscig Cu/Zn SOD, a powikfaniami cigzy. Jednak Araujo Brito i wsp.
(2013) sugerujg, ze SOD moze nie byé uzytecznym markerem stanu
przedrzucawkowego. Badacze stwierdzili, ze aktywno$¢ tego enzymu wzrasta
zarowno u kobiet ze stanem przedrzucawkowym, jak i bez objawow stanu
przedrzucawkowego.

Stres oksydacyjny moze wptywacé na parametry antropometryczne ptodu,
szczegolnie na mase urodzeniowg (Ashina i wsp. 2021; Ochoa i wsp. 2007).
W prezentowanych badaniach stwierdzono, ze aktywnos¢ SOD w tozysku
koreluje z masg urodzeniowg i obwodem gtowy noworodka. Ponadto aktywnos¢
SOD w pepowinie korelowata z masg urodzeniowg, dtugoscig ciata i szerokoscig
ramion noworodka. Saker i wsp. (2008) wykazali zwiekszong aktywnos¢ SOD
w przypadkach wewngtrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu
(ang. intrauterine growth restriction, IUGR). Podobnie Biri i wsp. (2007) stwierdzili
zwiekszong aktywnos¢ SOD u noworodkéw z IUGR i zasugerowali,
ze podawanie antyoksydantow moze byc¢ przydatne w zapobieganiu lub leczeniu
IUGR.

Zauwazono, ze aktywnos¢ CAT wplywa na parametry antropometryczne
noworodka (Guo i wsp. 2022). W prezentowanych badaniach stwierdzono
wyzszg aktywnos¢ CAT w grupie noworodkdéw o prawidiowej masie ciata
w poréwnaniu z grupg o niskiej masie ciata. Dodatkowo aktywnos¢ CAT w btonie
ptodowej korelowata z obwodem gtowy i masg urodzeniowg noworodkow.
Ordo6fiez-Diaz i wsp. (2021) powigzali spowolnienie wzrostu macicy
z uposledzeniem statusu obrony antyoksydacyjnej. Karowicz-Bilinska i wsp.
(2007) oraz Luo i wsp. (2018) wykazali, ze IUGR wigze sie z wiekszym ROS
tozyska i uszkodzeniem oksydacyjnym. Ashin i wsp. (2021) zauwazyli, ze IUGR
silnie koreluje z markerami stresu oksydacyjnego. U kobiet w cigzy mnogiej
z terenu potnocno-zachodniej Polski stwierdzono roéwniez korelacje miedzy
iloscig produktéw LPO w pepowinie, a dtugoscig ciata noworodka.

W prezentowanych badaniach odnotowano, ze aktywnos¢ SOD w tozysku
byta wyzsza u kobiet w cigzy mnogiej, ktére pality papierosy przed cigza.
Podobnie Pizent i wsp. (2020) stwierdzili wyzszg aktywnos¢ SOD w tozysku
palgcych kobiet w poréwnaniu z osobami niepalgcymi, podczas gdy aktywnosé
GPx byta podobna w obu grupach. Ermis i wsp. (2004) odnotowali wzrost

aktywnosci GPx w surowicy palgcych kobiet i ich niemowlgt. Napierata i wsp.
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(2019) wykazali, ze aktywnos$¢ GPx, CAT i SOD w surowicy i mleku palgcych
kobiet byta wyzsza niz u oséb niepalgcych i biernie narazonych na dym

tytoniowy.

7. Podsumowanie i wnioski

Cigze mnogie wigzg sie z licznymi powiktaniami, w tym przedwczesnym
porodem, nadcisnieniem i cukrzycg cigzowg oraz nieprawidtowosciami w fozysku
i pepowinie. Dlatego badania w tej dziedzinie sg niezbedne do zapobiegania
powiktaniom cigzowym. Prezentowane badania dostarczajg nowych informacji
dotyczacych stezenia zelaza, cynku i miedzi, a takze parametrami stresu
oksydacyjnego i aktywnoscig antyoksydacyjng w tozysku, pepowinie i btonie
ptodowej kobiet w cigzy mnogiej. Dane te mogg by¢é wykorzystane jako dane
porownawcze w przysztych badaniach, chociaz nasze wyniki powinny by¢

interpretowane ostroznie, pomimo osiggniecia istotnosci statystyczne;.

V. Omowienie artykutu nr 2

Grzeszczak K, Kapczuk P, Kupnicka P, Cecerska-Hery¢ E, Kwiatkowski
S, Chlubek D, Kosik-Bogacka D. Calcium, potassium, sodium,
and magnesium concentrations in the placenta, umbilical cord, and fetal
membrane from women with multiple pregnancies. Life (Basel).
2023;13(1):153.

Wapn (Ca), potas (K), s6d (Na) i magnez (Mg) to pierwiastki
odpowiedzialne za podstawowe procesy metaboliczne i biochemiczne
zachodzgce w organizmie. Zapotrzebowanie na te pierwiastki znacznie wzrasta
w czasie cigzy, a odpowiednia dieta chroni kobiety w cigzy rozwojem
nadcisnienia tetniczego wystepujgcego w stanie przedrzucawkowym i porodem
przedwczesnym.

Wapnn uznany zostat za niezbedny pierwiastek odpowiedzialny
za prawidtowy rozwoj uktadu kostnego. W czasie cigzy metabolizm mineralny
matki dostosowuje sie do zwiekszonego zapotrzebowania na Ca. Szczegdlne
znaczenie ma podczas wzrostu i rozwoju ptodu. Zgodnie z aktualnymi

zaleceniami $rednie zapotrzebowanie (ang. Average Requirement, AR)
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na Ca dla kobiet w cigzy miedzy 18. a 24. rokiem zycia (r.z.) oraz powyzej
25. r. z. wynosi odpowiednio 860 i 750 mg/dobe, a referencyjne wartosci
spozycia dla populacji (ang. Population Reference Intakes, PRI) to odpowiednio
1000 i 950 mg Ca/dobe. Dla kobiet w cigzy i karmigcych piersig gérny tolerowany
poziom spozycia (ang. Tolerable Upper Intake Level, UL) powinien wynosi¢ 2500
mg Ca dostarczany zaréwno z diety, jak i pochodzi¢ z suplementacji. W czasie
cigzy dochodzi do znacznego wzrostu jelitowego wchtaniania Ca?*, w czym
posredniczg aktywny metabolit witaminy D3 1,25-dihydroksycholekalcyferol
(1,25-(OH)2D3, kalcytriol), hormon przytarczyc (PTH) oraz Kkalcytonina.
Najwiecej wapnia jest wchtaniane w trzecim trymestrze cigzy (do okoto 70%),
jest to zwigzane z intensywnym wzrostem kosci ptodu. W czasie cigzy notuje sie
wyktadniczy wzrost stezenia Ca u ptodu. Waph do ptodu jest transportowany
trzema drogami: (1) do syncytiotrofoblastu z krwi matki za posrednictwem
kanatow wapniowych, (2) do btony podstawnej ptodu poprzez biatka wigzgce Ca,
w tym kalbindyne-D9K oraz (3) poprzez ATPaze wapniowg btony komorkowej,
ktora transportuje Ca przez btone podstawng ptodu. Jankowska i wsp. (2021)
wykazali, ze wiekszos¢ kobiet w Polsce nie zaspokaja zapotrzebowania
na najbardziej niezbedne skfadniki diety, w tym Ca. Nieodpowiedni poziom
Ca w diecie w czasie cigzy moze powodowaC zmniejszenie gestosci kosci
zarowno u matki, jak i dziecka, a takze prowadzi¢ do nadcisnienia indukowanego
cigzg, porodu przedwczesnego, niskiej masy urodzeniowej oraz zgonow
prenatalnych i matczynych.

Potas (K) jest pierwiastkiem niezbednym do prawidtowego przebiegu
cigzy, a norma odpowiedniego spozycia (ang. Adequate Intake, Al) dla kobiet
ciezarnych powyzej 18. roku zycia wynosi 3500 mg/dzien. Potas jest wchianiany
gtownie w jelicie cienkim i dystalnej czesci jelita grubego z udziatem ATPazy.
Nie udowodniono wptywu matczynej hipokaliemii na parametry ptodu u ludzi ze
wzgledu na skuteczne wyréwnywanie niedoboru K przez tozysko. Jednak
w badaniach na modelach zwierzecych wykazano, ze niedobér K uposledza
rozwoj ptodu. Z kolei hiperkaliemia moze byC¢ przyczyng rozwoju cukrzycy
cigzowej (ang. Gestational Diabetes Mellitus, GDM) i stanu przedrzucawkowego.

Séd jest najwazniejszym elektrolitem w ptynach pozakomodrkowych.
Spozycie 2 g Na/dobe jest uwazane za bezpieczny i odpowiedni poziom, zgodny

z wartoscig referencyjng ustalong dla dorostych. Séd jest wchtaniany z jelit wraz

78



z glukozg i aminokwasami na drodze wymiany Na*/H*, a nastepnie
transportowany jest do enterocytow. Do ptodu Na przenoszony jest przez
syncytiotrofoblast przez Na*/K*-ATPaze tozyskowg. Stwierdzono, ze matczyna
hiponatremia wptywa na wystgpienie niskiej masy urodzeniowej, poronienia
samoistnego lub uposledzonego wzrostu ptodu.

Magnez to pierwiastek petnigcy istotng role w organizmach zywych
ze wzgledu na mozliwosci aktywacji enzymow metabolicznych. Pierwiastek ten
jest antagonistg Ca i drugim po K najwazniejszym kationem
wewnatrzkomoérkowym. Zalecane spozycie Mg dla kobiet w cigzy powyzej
18. roku zycia wynosi 300 mg/dobe, natomiast maksymalny UL nie powinien
przekracza¢ 250 mg/dobe. Magnez wchtania sie w jelicie czczym i kretym
poprzez transport bierny zwigzany z gradientem elektrochemicznym oraz dyfuzje
przez kanat jonowy TRPM6 (ang. transient receptor potential melastatin type 6).
Duze stezenie Mg w tozysku moze zmniejszaé transport Ca do ptodu. Magnez
wptywa na kanaty potasowe i moze regulowac ich transport tozyskowy. Pomimo
stosowania suplementacji u wielu kobiet wystepuje niedobor Mg, ktéry moze
powodowacC nadcisnienie tetnicze, stan przedrzucawkowy, bolesne skurcze
miesni i migreny. Ponadto niedobdér Mg zwieksza ryzyko wystgpienia porodu
przedwczesnego, cukrzycy cigzowej oraz zaburzen wzrostu ptodu. Natomiast
zwiekszone spozycie Mg w czasie cigzy wigze sie ze zwiekszeniem masy
urodzeniowej noworodka. Suplementacja Mg wpltywa na mniejszg czestosé
wystepowania zaréwno porodéw przedwczesnych, jak i niskiej masy
urodzeniowej. Hipermagnezemia ma jednak toksyczny wptyw na cigze,
prowadzgc do zmniejszenia odruchdéw Sciegnistych (gtebokich), bezdechu
i dysocjacji elektromechanicznej.

Niedobory  mikroelementow mogg prowadzi¢ do powaznych,
dtugoterminowych konsekwencji zdrowotnych zaréwno dla matki, jak i dziecka,
dlatego bardzo wazne jest jak najwczesniejsze uswiadomienie zagrozenia
kobietom w cigzy. Niewiele jest dostepnych danych dotyczgcych stezenia Ca,
Mg, Na i K u kobiet w cigzy mnogiej. Dlatego celem pracy byta ocena zwigzku
pomiedzy zawartoscig makroelementéow (Ca, Mg, Na i K) w tozysku, btonie
ptodowej i pepowinie pobranych od kobiet w cigzy mnogiej, a parametrami

antropometrycznymi noworodkéw.
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Badaniami objeto 57 ciezarnych kobiet ze zdrowymi, niepowiktanymi
cigzami blizniaczymi (n=52) i potréjnymi (n=5); 40 par bliznigt dwuowodniowych
dwukosmoéwkowych, 11 par bliznigt jednoowodniowych dwukosmowkowych,
jedna para bliznigt jednokosméwkowych i jednoowodniowych, trzy pary
trojowodniowe trojkosméwkowe i dwie pary dwuowodniowe i trojkosméwkowe.

tozyska (n=107), pepowiny (n=114) i btony ptodowe (n=112) byty
pobierane bezposrednio po porodzie, a nastepnie wazone i mierzone. Poziomy
Ca, K, Na i Mg oznaczono za pomocg atomowej spektroskopii emisyjnej
w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-OES) w aparacie Thermo Scientific ICAP
7400 Duo (Waltham, MA, USA).

Srednie stezenia Ca, K, Na i Mg wynosito odpowiednio: 2466, 8873, 9323
i 436 mg/kg? s.m. w tozysku; 957, 6173, 26,757 i 326 mg/kg™* s.m. w pepowinie
oraz 1252, 7460, 13,562 i 370 mg/kg* s.m. w btonie ptodowej. U kobiet w cigzy
mnogiej pochodzgcych z pétnocno-zachodniej Polski stwierdzono silne dodatnie
korelacje pomiedzy stezeniami Ca i Mg zaréwno w pepowinie (r =0,81; p=0,00),
jak i w btonie ptodowej (r=0,73; p=0,00); pomiedzy stezeniami Ki Mg w pepowinie
(r=0,73; p=0. 00); miedzy stezeniem Ca i K w btonie ptodowej (r=0,73; p=0,00).
Ponadto odnotowano dodatnie korelacje miedzy tozyskowym stezeniem Ca,
a masg tozyska (p=0,42; p=0,00) oraz miedzy stezeniem Mg w pepowinie,
a dtugosciag cigzy (p=0,42; p=0,00). Stwierdzono ujemne korelacje pomiedzy
stezeniami Na i Ca w btonie ptodowej (r= -0,40; p=0,00) oraz stezeniem
Na w btonie ptodowej i Mg w tozysku (r= -0,16; p=0,02). Potwierdzono ujemne
korelacje pomiedzy dtugoscig cigzy, a obwodem gtowy noworodka (p=-0,42;
p=0,00), masg ciata noworodka (p=-0,42; p=0,00), dtugoscig niemowlecia
(p=-0,49; p=0,00), szerokoscig barkow noworodka (p=-0,49; p=0. 00)
oraz miedzy masg ciata noworodka, a jego obwodem gtowy (p=-0,62; p=0,00),
masg ciata przed porodem matki (p =-0,36; p=0,00), dtugoscig ciata noworodka
(p=-0,45; p=0,00), szerokoscig barkéw (p=-0,63; p=0,00), a przyrostem masy
ciata w czasie cigzy matki (p=-0,31; p=0,01). Stwierdzono istotne statystycznie
korelacje miedzy paleniem papierosow przed cigzg, a masg ciata kobiet przed
porodem (p=0,32; p=0,00) oraz ujemng korelacje miedzy wiekiem kobiet,
a obwodem gtowy noworodka (p=-0,20; p=0,02).

Wyniki prezentowanych badan mogg wskaza¢ droge do dalszych badan,

ale nalezy wzig¢ pod uwage, ze wszystkie wymienione pierwiastki sg pod
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kontrolg homeostatyczng w ptynach ustrojowych oraz wptyw ma patofizjologia

organizmu, jak rowniez osobiste nawyki zywieniowe i styl zycia. Jednakze jest

to prawdopodobnie pierwsze badanie oceniajgce stezenia Ca, Na, K i Mg

w poptodach kobiet w cigzy mnogiej. Uzyskane wyniki uzupetniajg wiedze

na temat stezeh pierwiastkbw w cigzach mnogich i ich ewentualnego wptywu

na parametry antropometryczne ptodu.

VI. Podsumowanie i wnioski

Wszystkie zatozenia i cele pracy doktorskiej zostaty zrealizowane. Badania

witasne oraz przeprowadzony systematyczny przeglad literatury umozliwity

sformutowanie koncowych sformutowan i wnioskéw:

v

uzyskane wyniki wyraznie potwierdzajg roznice miedzy stezeniami zelaza,
cynku, miedzi, wapnia, potasu, sodu i magnezu w poptodach;

Fe, Cu, Zn, Ca, Na, Ki Mg mogg wptywac na parametry matki i ptodu oraz
przebieg cigzy;

badanie stezenia Fe, Cu, Zn, Ca, Na, K i Mg w poptodach moze
by¢ wykorzystywane do oceny ryzyka powiktan cigzowych, jednak
wymaga to dalszych badan;

wzrost lub spadek stezenia zelaza, cynku lub miedzi moze znaczaco
wptyng¢ na dziatanie pozostatych dwéch pierwiastkdw;

wzrost lub spadek stezenia wapnia, potasu, sodu lub magnezu moze
znaczgco wptyngc na dziatanie pozostatych pierwiastkow;

Fe, Cu i Zn nie wykazujg dziatania antagonistycznego wzgledem siebie,
gdy mieszczg sie w dziennych wartosciach referencyjnych;

aktywnosci enzymow  antyoksydacyjnych  (katalazy, peroksydazy
glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej, reduktazy glutationowej)
zwigzana byta ze stezeniem Fe, Cu i Zn w poptodach;

aktywnosci badanych enzymdéw antyoksydacyjnych ma istotny wptyw na
parametry antropometryczne noworodka;

oznaczenie parametrow prooksydacyjno-antyoksydacyjny w poptodach
moze byC¢ wykorzystywane w monitorowaniu przebiegu cigzy mnogiej

i szacowaniu ryzyka wystgpienia powiktan cigzowych;
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v

Fe, Cu, Zn, Ca, Na, K i Mg odgrywajg kluczowg role w utrzymaniu
homeostazy organizmu, a wszelkie zmiany ich stezenia mogg powodowac
interakcje niebezpieczne dla zdrowia matki i ptodu;

Wyniki przedstawionych badan dostarcza nowych informacji dotyczacych
stezenia Fe, Cu, Zn, Ca, Na, Ki Mg, a takze aktywnosci parametrow stresu
oksydacyjnego w tozysku, pepowinie i btonie ptodowej kobiet w cigzach

mnogich.

VII. Ograniczenia badania

W trakcie prowadzenia badan zauwazono nastepujgce ograniczenia:

>

liczba uczestnikbw badania stanowita jedynie niewielki odsetek kobiet
ciezarnych z terenu w pétnocno-zachodniej Polsce;

nie wykonano pomiarow biatek transportujgcych zelazo, w tym
ferroportyny (ang. Ferroportin, FPN) i nie badano poziomu receptora
transferyny (ang. transferrin receptor, TfR)

nie oznaczono hepcydyny, hormonu odpowiedzialnego za transport
zelaza do tozyska;

nie oznaczono dwoéch transbtonowych biatek uczestniczgcych
w transporcie miedzi: btonowego transportera jonow miedzi 1
(ang. copper transporter 1, CTR1) i przenosnika jonow dwuwartosciowych
(ang. Divalent Metal Transporter 1, DMT1);

nie oznaczono transporterow cynku: biatka Zip (ang. Zrt- and Irt-like
protein, ZIP) i ZnTs;

nie analizowano poziomu albuminy i alfa-2-makroglobuliny,
ktdre powszechnie tworzg kompleksy z cynkiem;

nie oznaczono metaloproteiny (ang. metallothionein, MT), ktére odgrywajg
istotng role w komorkowym transporcie cynku;

w badaniach nie uwzgledniono czynnikbw zewnetrznych, w tym diety,
zanieczyszczenia $rodowiska i jakosci zycia kobiet, ktére mogtyby
wptyng¢ na wyniki badan;

w badaniach nie uwzgledniono masy, potozenia, perfuzji i funkcji fozyska

(okreslanej za pomocg badania dopplerowskiego i testéw
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biochemicznych, takich jak PLGF), ktére mogg mie¢ istotny wplyw na
rozwoj ptodu;

nie oznaczono parametrow uktadu renina-angiotensyna-aldosteron
(ang. renin-angiotensin-aldosterone system, RAAS) odpowiedzialnych za
kontrole rownowagi potasowo-sodowej;

nie analizowano parametréw odpowiedzialnych za wchtanianie Ca, w tym
witaminy D3 1,25- dihydroksycholekalcyferol (1,25-(OH)2D3, kalcytriol),
hormonu przytarczyc (PTH) i kalcytoniny;

dane dotyczgce suplementow diety i palenia tytoniu zostaty zebrane za

pomocg dobrowolnego kwestionariusza.
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IX. Wykaz tabel

Tabela 1. Charakterystyka badanych kobiet i parametry antropometryczne
noworodkow (AM, srednia; SD, odchylenie standardowe, Med, mediana)
Tabela 2. Karta Fentona (ang. Fenton Growth Chart) dla centyli dlugosci i wagi
noworodkow pici meskiej (n=54) i zenskiej (n=65)

Tabela 3. Sposéb przygotowania probek biologicznych do wykonania oznaczen
zawartosci badanych pierwiastkow

Tabela 4. Przygotowanie proby slepej oraz wzorca rozcienczen do badan
Tabela 5. Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci zelaza (Fe), cynku (Zn) i miedzi
(Cu)

Tabela 6. Wartosci stezen badanych pierwiastkow w materiale certyfikowanym
(w mg/kg suchej masy)

Tabela 7. Seria rozcienczeh uzyskania krzywej standardowej (wzorzec)

Tabela 8. Ptytka 96-dotkowej dla oznaczenia aktywnosci GR

Tabela 9. Plytka 96-dotkowej dla oznaczenia aktywnosci GPx

Tabela 10. Ptytka 96-dotkowej dla oznaczenia aktywnosci SOD

Tabela 11. Seria rozcienczen uzyskania krzywej standardowej (wzorzec).
Tabela 12. Plytka 96-dotkowej dla oznaczenia aktywnosci CAT

Tabela 13. Seria rozcienczen uzyskania krzywej standardowej (wzorzec).
Tabela 14. Ptytka 96-dotkowej dla oznaczenia aktywnosci LPO

Tabela 15. Seria rozciehczeh uzyskania krzywej standardowej (wzorzec).
Tabela 16. Stezenie zelaza (Fe), cynku (Zn) i miedzi (Cu) w tozysku, pepowinie
i btonie ptodowej kobiet w cigzy mnogie;j

Tabela 17. Stezenie antyoksydantow i prooksydantow w tozysku, pepowinie
i btonie ptodowej

Tabela 18. Zastosowanie korelacji Spearmana do analizy zaleznosci pomiedzy
stezeniami zelaza (Fe), cynku (Zn) i miedzi (Cu) w tozysku, pepowinie i btonie
ptodowej, a bilansem prooksydacyjno-antyoksydacyjnym i parametrami

antropometrycznymi noworodkéw
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X. Wykaz rycin

Ryc. 1. Mineralizator mikrofalowy CEM MARS 5 Digestion Oven

Ryc. 2. Przygotowanie materiatu biologicznego do mineralizacji, rozdrabnianie
probek biologicznych w mozdzierzu

Ryc. 3. Aparatu iCAP 7000 (fotografia oryginalna)

Ryc. 4. Wykres widma emisyjnego Fe 238,204 nm roztworu zelaza w stezeniu
0,01mg/l, 1,1mg/l, Img/l oraz proby zerowej (kontroli).

Ryc. 5. Wykres widma emisyjnego Zn 213,856 nm roztworu cynku w stezeniu
0,01mg/l, 1,1mg/l, 1mg/l oraz préby zerowej (kontroli).

Ryc. 6. Wykres widma emisyjnego Cu 224,700 nm roztworu miedzi w stezeniu
0,01mg/l, 1,1mg/l, 1mg/l oraz préby zerowej (kontroli).

Ryc. 7. Homogenizator nozowy.

Ryc. 8. Zastosowanie testu Kruskala-Wallisa do porownania stezenia zelaza (Fe)
w tozysku, btonie ptodowej i pepowinie

Ryc. 9. Zastosowanie testu Kruskala-Wallisa do poréwnania stezenia cynku (Zn)
w tozysku, btonie ptodowej i pepowinie

Ryc. 10. Zastosowanie testu Kruskala-Wallisa do poréwnania stezenia cynku
(Cu) w tozysku, btonie ptodowej i pepowinie

Ryc. 11. Zastosowanie testu Manna-Whitneya do poréwnania centyli dtugosci
noworodka na stezenie zelaza (Fe) w tozysku

Ryc. 12. Zastosowanie testu Manna-Whitneya do poréwnania wptywu palenia
papieroséw przez kobiety przed cigzg, a stezeniem cynku (Zn) w fozysku

Ryc. 13. Zastosowanie testu Manna-Whitneya do poréwnania wptywu wieku
cigzowego na stezenie cynku (Cu) w tozysku

Ryc. 14. Zastosowanie testu Manna-Whitneya dla poréwnania wptywu
przyjmowania suplementéw zelaza przez kobiety w cigzy na aktywnosc¢
peroksydazy glutationowej (GPXx)

Ryc. 15. Zastosowanie testu Manna-Whitneya dla poréwnania aktywnosci
wptywu wagi ciata noworodkéw na aktywnosc¢ katalazy (CAT)

Ryc. 16 Zastosowanie testu Manna-Whitneya dla poréwnania aktywnosci
wptywu palenia papierosow przez kobiety przez cigzg na aktywnos¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD)
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Ryc. 17 Zastosowanie testu U Manna-Whitneya dla poréwnania aktywnosci GR
tozyska miedzy grupami >18,5 do <25 BMI oraz <18,5 i >25 BMI
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Abstract: Iron (Fe), copper (Cu), and zinc (Zn) are microelements essential for the proper functioning
of living organisms. These elements participatein many processes, including cellular metabolism
and antioxidant and anti-inflammatory defenses, and also influence enzyme activity, regulate gene
expression, and take part in protein synthesis. Fe, Cu, and Zn have a significant impact on the health
of pregnant women and in the development of the fetus, as well as on the health of the newborn.
A proper concentration of these elements in the body of women during pregnancy reduces the risk of
complications such as anemia, induced hypertension, low birth weight, preeclampsia, and postnatal
complications. The interactions between Fe, Cu, and Zn influence their availability due to their
similar physicochemical properties. This most often occurs during intestinal absorption, where metal
ions compete for binding sites with transport compounds. Additionally, the relationships between
these ions have a great influence on the course of reactions in the tissues, as well as on their excretion,
which can be stimulated or delayed. This review aims to summarize reports on the influence of Fe,
Cu, and Zn on the course of single and multiple pregnancies, and to discuss the interdependencies
and mechanisms occurring between Fe, Cu, and Zn.

Keywords: microelements; iron; copper; zinc; pregnancy

1. Introduction

Macroelements and microelements are essential for the proper functioning of living organisms
(Figure 1). They participatein many processes, including cellular metabolism and antioxidant and
anti-inflammatory defenses, and also influence enzyme activity, regulate gene expression, and take
part in protein synthesis [1]. Provided in the diet, their levels in the human body depend on the
geographical location, environmental pollution, gender, and age. A considerable body of research has
been devoted to the concentrations of iron (Fe), copper (Cu), and zinc (Zn) in biological materials from
women during childbirth, including fetal membrane (FM) and serum (FS), cord blood(CB), serum (CS)
and plasma (CP), and maternal blood(MB), serum (MS) and plasma (MP), and placenta (P) (Table 1).

Biomolecules 2020, 10, 1176; doi:10.3390/biom10081176 www.mdpi.comfjournal/biomolecules
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Table 1. The concentrations of iron (Fe), copper (Cu), and zinc (Zn) in different biological materials collected from women during childbirth (1, number of women; FM,
fetal membrane; FS, fetal serum; C, cord; CB, cord blood; CS, cord serum; CP, cord plasma MB, maternal blood; MS, maternal serum; MP, maternal plasma; P, placenta;

dw, dry weight; ww, wet weight).

Concentration of

Research Area " Mean Age (Years) References
Fe Cu Zn
Europe
P: 610.726 mg/kg dw P: 6,013 mg/kg dw P: 66904 gkg dw
Szczecin, Poland 170 29 FM: 640.726 mg/kg, dw FM: 8.906 mg/kg dw EM: 62788 g/kg duw 8]
C:567.285 mgrkg dw C:4.320 mg/kg dw C:54,653 kg dw
MS: 0.63 ug/mL MS: 191 pg/mL
Poznan, Poland o 281 S (vein): 1.96 ug/ml €S (vein): 0.65 pgg/ml S (vein): 0.36 pg/ml. 13l
CS (artery): 163 ug/mL  CS (artery): 0.65 ug/mL  CS (artery): 0.36 pg/mL
5 MP: 1,93 mg/L MP: 0.58 mg/L
Olegnica, Poland o 2 CP.049 il CP.082 il 1
Syiraiavakiestin Pregnant women from . MS: 5.44 mkg/mL i
(ronvindustrial aress) non-industrial arcas (29) T P: 6.1 mkg/ml. i
andYekaterinburg Pregnant women from i MS: 4.73 mkg/mL i
(industrial city), Russian industrial city (127) P: 1334 mkg/mL
(150) control 331 MS: 134 ug/L MS: 115 pg/L .
Pregnancy (169 5:1.27 g/l 5:1.60 -
iisecom; iasian Pregnancy (169) MS: 127 g/l MS:1.60 ug/L %
Miscarriage (75) MS: 143 g/l MIS: 112 g/l -
Infertility (91) 355 MS: 1.29 ug/L MS:1.04 ug/L B
: : MS: 1181 g /dL wiw
Appropriate It[::sg;,cslauonal i . R FS: 1518 p L ww
age P:8.4 g fdL ww
: MS: 935 ug/dL ww
Barcelona, Spain Tatauterne oWt 32 - - FS: 935 pg/dL ww m
restriction (49) e
8.5 pggldl. wi
) MS: 984 ug/dL ww
f ‘:’E‘g;}“”“”’ 30 3 - FS: 1134 pg/dL wiw
2 P:8.9 ug/dL wiw
Biomolecules 2020, 10,1176 3of34
Table 1. Cont.
Africa
M‘d'“ﬁ'e"f Region, 2 = P: 843 pg/gm dw P: 63 ug/um dw P: 66.6 pg/um dw 181
igeria
North America
New Hampshire, USA 1159 312 - - 1:10.26 uglg wiw 1]
Las Vegas, Nevada, USA 28 299 P:1185.18 g/l dw P:7.81 g/l dw P: 6359 g/l dw {101
Women carrying . : . .
aliples (101) 30 P:26.63 ugig dw P:5.9 uglg dw
New York, USA = 111
Jomen carryin : . .
ngleins 3y 174 P:17.99 ugfg dw P26 ugfg dw
Chattanaoga, USA 374 P2 503,200 ugfkg dw P 3889 ug/kg dw P:55,120 ugfkg dw [12]
) MB: 120.4 pg/dL. MB: 1.4 g/l MB: 57.5 pg/dL.
Norinal préghincies (A7) CB: 1534 ug/dL. CB: 0.26 pg/dL CB: 90.8 ug/dL
Pune, India - Age range: 19-35 < 1131
Preeclamptic MB: 96.3 pg/dL. MB: 1.58 ug/dL MB: 49.2 pg/dL.
pregnancies (14) CB: 1186 ug/dL CB: 0.81 pg/dL CB:79.9 ug/dL
Females delivered full term
babies (gestational age 2554 P:58.94 ug/dl. dw P:0.255 ug/dl. dw P: 1828 pgfdl. dw
Delhi, India >37 weeks) (50) 1141
Females delivered pre-term
babies (gestational age 2463 P:50.60 jg/dL dw P:0.220 pg/dL dw P:17.26 pg/dL dw
<37 weeks) (30)
Pregnant women (80) 208 P:727 pgfdL. P: 1873 pg/dL P: 705 ug/dL.
Jaipur, India 1151
Non-pregnant women (20) 2 P: 1069 pg/dL P:127.7 ug/dL P: 1009 ug/dL
Women with spontancous 5 " . "
St 2485 . MS: 1.59 mgl. MS: 143 mg/l
Ahmedabad, India > 16l
Womanwithout 2365 - MS: 181 mgfl. MS: 1.46 mg/l

spontancous abortion (118)
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Table 1. Cont.

40f34

5 T— MS: 2016pg/dL MS: 166.6yg/dL 05.1ug/dL
r"g"","]:;mg‘m" o 211 C5:279.8 pg/dL €S: 92.03pg/dL. 128.2 ug/dL.
- SR P: 11595 ug/g P:78.4 ugig P: 49.6 ugig -
Hyderabad, India 17]
{ i MS: 1286 ug/dL MS: 130.7ug/dL
P"T&:ﬁ.‘;i’;"{;&{ S 22 €5:2003 pgidl. CS:83.5ug/dl
P:1458.2 ug/g P:6ldnglg
Pregnant womens 252.16 pgig dw 1:2.96 ug/g dw P:58.34 gl dw
237 weeks of gestational 27.68 CB: 212,00 ug/dL dw CB: 32.20 pg/dL dw CB: 293.80 ug/dL dw
age for the term group (25 MS: 77 ug/dL dw MS: 222,65 ug/dL d MS: 45.16 ug/dL dw
Jakarta, Indonesia i Broup 25) Ll lgll.d cee 18]
Pregnant womens preterm P:78.45 g/ dw P:1.62 gl dw P:28.41 uglg dw
birth in 26-36 weeks of 240 236,50 ug/dL dw. CB: 20,60 ug/dL dw CB: 32143 ug/dL dw
gestational age (26) 1.50 pg/dL dw MS: 215.35 gL dw MS: 40.26 ug/d1. d
; ] . P:3910 g/ dw P: 48,100 ng/g dw 2
Fukuoka, Japan 48 23 C: 2960 ngfg dsw £35,700 ng/g dw 1
Shanghai, China 1568 264 MS: 8.1 mmolfl. MS: 2343 umol/l. MS: 87.32 umalfl. 1201
Amman, Jordan 92 27 CB: 116 pg/dL CB: 49 ugidl. CB: 114 g/, 21
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+ +
« Teratogenic « Fenton’s reagent
- Lethal " * Wilson's disease
* Premature birth
= » Low birth weight
+» Gestational diabetes
« Preterm birth N

« Pregnancy-induced
hypertension (PIH)

« Low birth weight

« Pre-eclampsia

« Placental insufficiency

« Hypochromic anemia

« Intrauterine growth
restriction (IUGR)

« Spontaneous delivery

« Spontaneous abortion

+ -
«RTF 1 « Iron deficiency anemia (IDA)
« Chaemochromatosis * Low birth weight
« Prelabor rupture of membranes « Pre-eclampsia

Figure 1. Effects of zinc (Zn), copper (Cu), and iron (Fe) on pregnant women. Excess Zn in the
body during pregnancy can have teratogenic or lethal effects. A deficiency of this element may cause
preterm birth, pregnancy-induced hypertension (PIH), low birth weight, preeclampsia, and placental
insufficiency. High concentrations of Fe in pregnant women may increase the amount of reactive oxygen
species (ROS,) lead to hemochromatosis and prelabor rupture of membranes. Fe deficiency, in turn, may
lead to iron deficiency anaemia (IDA), low birth weight, and preeclampsia. Hypercupremia may lead
to Wilson'’s disease and Fenton’s reagent, and may contribute to premature birth, low birth weight, and
gestational diabetes. Hypocupremia may lead to hypochromic anemia, intrauterine growth restriction
(IUGR), spontaneous delivery, and spontaneous abortion. Large amounts of inorganic Fecan be found
in lentils and spinach, while organic Fe is abundant in pork liver. Oysters, beef liver, and cocoa are rich
sources of Cu, while calf liver, pumpkin, pork liver, and white beans have high concentrations of Zn.

During pregnancy, the diet should meet the needs of the baby, as well as that of the mother,
whose health is closely related to the provision of adequate amounts of essential elements including Fe,
Cu, and Zn. Their levels before pregnancy can also be of significance [22]. The study by Caan et al. [23]
showed that the Special Supplemental Nutrition Program for Women, Infants, and Children (WIC)
initiated 5-7 months before pregnancy resulted in an increase in birth weight by 131 g and length by
0.3 cm. Providing the right amount of essential elements with a diet or by supplementation can reduce
the risk of fetal malformation and preterm birth [24], including multiple pregnancies—associated
with a higher risk of perinatal complications [25]. These complications are likely to cause premature
birth, miscarriage, hypotrophy of one or both fetuses, preeclampsia, fetal death, or fetal atrophy
syndrome [26].

2. Iron (Fe)

Iron (Fe) is a microelement necessary for the proper functioning of living organisms.
An adult female body contains about 2 g of Fe (42 mg Fe/kg body weight, b.w.), mainly in the
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hemoglobin(Hgb;~60%), in ferritin and hemosiderin in the liver, spleen, and bone marrow, and
myoglobin and some enzymes, including catalase, peroxidases, and cytochromes [27].

Fe is involved in many metabolic processes, including oxygen respiration, detoxification of reactive
oxygen species (ROS), drugs and xenobiotics, and the synthesis and metabolism of various compounds,
such as hormones, myelin, neurotransmitters, nucleic acids, and heme. Fe participates in the transport
of molecular oxygen from the lungs to all body tissues and cells [28]. This element takes part in
erythropoiesis and immune reactions affecting the humoral and cellular immunity of the body [29-32].
The iron is essential trace elementfor collagen synthesis and the conversion of 25-hydroxyvitamin D
into an active form [33]. Fe plays an important role in electron transport [34] and takes part in the
regulation of the cell cycle by influencing the expression of certain genes, such as protein kinase C,
nitric oxide synthase, and cyclin dependent kinase inhibitor1A(p21) [32,35,36].

Iron is supplied to the human body with the food. A balanced diet for men should contain
about 1-2 mg Fe per day [37], while women, due to blood loss during menstruation, should intake
4-5 mg per day [38]. During pregnancy, this level should increase from 4 mg in the 1st trimester to
8 mg in the 2nd trimester, and 15 mg per day in the 3rd trimester [39], due to the increased demand
associated with fetal growth, placenta, Hgb formation, and the increase in maternal muscle mass,
especially in the 2nd and 3rd trimester of pregnancy [40]. During pregnancy, plasma volume increases
by 40-60% and red cell mass by 18-25% [41-43]. Hemoglobin concentration decreases to 10.5-11 g/dL
and the hematocrit value to 30-32% [42,44]. This process, known as hemodilution, usually intensifies
between the 17th and 36th weeks of pregnancy [43]. Additionally, it may result in a slightly decreased
vitamin By, concentration (in about 10-28% of women) [45] and a slight decrease in platelet count [46].
It is also worth noting in that during this time (i.e., 17-36 weeks) the number of white blood cells
increases by about 20% due to increased hormonal activity (e.g., glucocorticosteroids) and cytokine
synthesis (an increase in granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) [47]. The World Health
Organization (WHO) and the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) define anemia in the
1st and 3rd trimesters as Hgb concentrations below 11.0 g/dL and hematocrit below 33%. In the 2nd
trimester the values are lower, 10.5 g/dL and 32%, respectively [48,49]. Large amounts of inorganic
Fe (non-heme Fe-Fe®*) can be found in lentils (8.6 mg/100 g), spinach (3.1 mg/100 g), and broccoli
(1.1 mg/100 g) [50]. In contrast, organic Fe (heme Fe-Fe?*) is mainly found in meat, such as pork liver
(19 mg/100 g) and beef (3.1 mg/100 g) [50]. The assimilability of Fe3* is about 10% and FeZ* up to 50% [51].

Human food most often contains Fe>*, reduced by ferrireductase to Fe2* in the intestinal lumen [52].
Fe?* absorption is based on the principle of active transport with a divalent metal transporter (DMT-1)
in the apical membrane of the duodenum and the upper part of the small intestine [53,54]. The divalent
metal transporter 1 (DMT1) is a non-selective transporter of bivalent metal ions, including iron,
zinc, copper, manganese, cobalt, and cadmium, whose transport through the membrane occurs
via proton-coupled divalent metal ion transporters [55,56]. Fe levels may also be influenced by
the expression of intestinal copper transporting P-type ATPases copper-transporting ATPase «
(ATP7A), which indirecly impairs Fe absorption by affecting the expression of Fe transporters [57].
Some researchers suggest a separate mechanism for the absorption of heme Fe which involves
heme carrier protein (HCP1), where Fe?* is transported through the apical membrane of the small
intestine to enter the enterocytes, and then binds to apoferritin to form ferritin, a compound used to
store Fe?* [58,59]. However, not all researchers agree that HCP1 plays this role [60]. For example,
a study by Qiu et al. [61] confirms the thesis that patients with a mutation in the gene encoding
HCP1/PCFT have a folate deficiency, with Fe metabolism intact. This shows that mechanism of
heme absorption via the intestines is still undefined [60]. The surplus Fe?* in the enterocytes is
transported to the bloodstream by ferroportin (IREG1) and reoxidized to Fe?* by hephaestin and
ceruloplasmin, then immediately bound to the major iron-binding plasma proteinapotransferrin
to form transferrin [62,63]. In a study on zebrafish (Danio rerio), Donovan [64] demonstrated that
IREG-1 on the surface of placental syncytiotrophoblasts is involved in the transport of Fe from the
mother to the fetus. The main protein transporting Fe>* to cells is transferrin [65]. Equally important

110



Biomolecules 2020, 10, 1176 7 of 34

in Fe turnover is lactoferrin found in breast milk—a source of Fe** for newborns and infants [66].
The assimilability of Fe from lactoferrin is about 50%, while the assimilability of Fe from cow’s milk
is only about 5% [29]. Another important source of Fe in the body are macrophages, which recover
Fe?* from erythrocytes [67]. Macrophagesdegrade Hgb, resulting in the release of Fe?*, which is then
transported by the transmembrane ferroportin transporter (FPN1) and oxidized by ceruloplasmin
to Fe3™, to finally bind to transferrin [68]. The whole process is controlled by hepcidin, a peptide
synthesized in hepatocytes, which regulates both the amount of Fe absorbed by enterocytes and Fe?*
released by macrophages [69,70].

The bioavailability of Fe in the bloodstream affects the absorption of Fe in the placenta and
increases with gestational age [71]. It is likely that the Fe balance between the woman and the fetus is
controlled by hepcidin [72]. Thanks to transferrin receptor 1 (TFR 1), Fe combined with transferrin can
be transferred to placental syncytiotrophoblasts from the bloodstream [73-75]. Bastin et al. [76] showed
the expression of TFR 1 on the apical maternal-facing membrane and, additionally, the expression
of ferroportin (FPN) which was localized on the basal fetal-facing membrane. This is the direction
that suggests the transport of Fe from mother to fetus. Moreover, the authors noted that ferritin was
strongly expressed in the stroma fetal tissue, which suggests iron storage. In the next stage, Fe?* is
reduced to Fe?* by ferrireductases STEAP 3 and STEAP 4 [77]. Subsequently, the transport of Fe from
the endosome, through the basale membrane to the fetus, takes place via DMT-1 [78] and/or ZIP 8
and ZIP 14 [79]. However, Gunshin et al. [80] challenged the theory of DMT-1 involvement in the
transport of Fe in the placenta. In their study, the mouse gene DMT-1 was inactivated, but this did
not prevent the birth of live offspring and confirmed the effective transfer of Fe through the placenta.
Therefore, ZIP 8 and 14 are more important than DMT-1, but current reports are not conclusive for
humans in this case [79,81]. The second interesting source of Fe supply to the fetus may be ferritin,
heme, and non-transferrin-bound iron (NTBI), but unfortunately at this point it has not been confirmed
by research. The entire mechanism described in this paragraph is not fully understood and we need
considerably more research on how exactly the placenta delivers Fe to the fetus [82,83].

Small amounts of Fe are excreted from the body with urine, saliva, sweat, and also as a result
of physiological blood loss in the digestive tract [84-86]. In women, epithelial exfoliation and blood
loss during menstruation cause a loss of about 1 mg of Fe [38]. To compensate for this loss, a similar
amount of Fe is absorbed from the gastrointestinal tract [87]. During pregnancy, intestinal absorption
of Fe in the 2nd and 3rd trimester increases by about 3 mg compared to the physiological state [88].
The high loss of Fe from the body is compensated by reserves stored in hepatocytes or macrophages [89].
The correct Fe concentration in blood should be 80-130 pg/L and remains in dynamic equilibrium with
the concentration of this element in erythrocytes, bone marrow, and in its free form [27].

Fe deficiency may occur as a result of a low Fe supply [90], increased blood loss [91], intravascular
hemolysis with hemoglobinuria occurring in malaria [92], Ancylostoma duodenale [93], Fe absorption
disorders from the gastrointestinal tract in the course of e.g., Helicobacter pylori infections, inflammatory
bowel diseases, coeliac disease [94], congenital or acquired transferrin deficiency [95], cancer [96], and
increased demand for Fe, e.g., during pregnancy [97]. The risk of Fe deficiency is high among women
during pregnancy and lactation, children and adolescents during intensive growth, vegetarians, and
in the elderly [98]. In addition, poisoning or oversupply of certain heavy metals, including lead,
manganese or cobalt may also cause Fe deficiency. [99]. Fe homeostasis is particularly vulnerable to Pb
due to its ability to bind to DMT1, which results in the secondary inhibition of Fe absorption [100].

In a study on laboratory animals (C57BL/6 mice), Hubbard et al. [101] found that removal
of Fe from the diet reduced the birth weight of the offspring and increased the risk of stillbirth.
Woodman et al. [102], in a study on Sprague-Dawley rats, evaluated mitochondrial function and ROS
generation in animals totally or partially deprived of Fe in their diet. The authors showed an increase
in the number of mitochondria in male kidneys. Additionally, they found an increase in cytosolic
superoxide inmale kidneys and liver and in female kidneys. The results suggested that male fetuses
were more susceptible to mitochondrial disorders and oxidative stress than female fetuses.
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At the beginning of pregnancy, a woman’s body uses tissue reserves of Fe (e.g., from
hepatocytes) [103]. In laboratory tests, the only indicator is a decrease in serum ferritin concentration
at normal serum Fe levels [104]. Then, as a result of increased hematopoiesis and the development
of the fetus and placenta, the Fe reserves in the mother’s body are exhausted [105]. This results in
hypochromic microcytic anemia, especially in the 2nd and 3rd trimester, which may give adverse
symptoms of organ and tissue dysfunction [106]. Premature birth or a low weight birth may occur [107],
as well as myocardial hypoxia (e.g., tachycardia) [108], cerebral hypoxia (e.g., weakness, drowsiness,
headaches, and dizziness) [109-111], immunosuppression [111], and appetite disorders (e.g., eating
chalk) [112]. The prevalence of anemia in pregnant women ranges from 17% to 31% in Europe and
North America, 53-61% in Africa, and 44-53% in Southeast Asia [113]. Milman et al. [114] found
that the prevalence of iron deficiency (ID) and iron deficiency anemia (IDA) in pregnant women
from Europe is 10-32% and 2-5%, respectively, and the lack of Fe supplementation during pregnancy
increased the prevalence. Only 20-35% of women of childbearing age did not require additional
Fe supplementation.

Insufficient supply of Fe can cause disorders in oxygen transport and consequently lead to
anemia [100]. It is particularly dangerous for women of reproductive age due to blood loss during
menstruation and also during pregnancy [115]. Fe deficiency may cause preeclampsia and premature
fetal membrane rupture in pregnant women [116], and also lead to a decrease in the child’s vital
signs [117,118]. The meta-analysis of Figueiredo et al. [119] proved that maternal anaemia was
associated with a higher risk of low birth weight. Pregnant women, especially those with multiple
pregnancies, should monitor Fe levels from the beginning of the pregnancy. Low Fe concentration at
the beginning of pregnancy significantly correlates with the occurrence of anemia in the last trimester
of pregnancy [120]. Therefore, it is recommended to supplement pregnant women'’s daily diet with
27 mg of Fe per day, and with as much as 60 mg if they are diagnosed with anemia [121,122].

Fe-containing preparations have been found to have a positive effect on the course of pregnancy
and in the perinatal period. The supplementation of pregnant women with this micronutrient may
increase the bodyweight of newborns by 200 g on average [123]. On the other hand, excessive Fe
supplementation may lead to an increase in ROS formation, which in turn leads to tissue and organ
damage [124]. Pefia-Rosas et al. [125] evaluated the effect of Fe supplementation in pregnant and
perinatal women and noted that daily Fe supplementation had a beneficial effect on the course of
pregnancy, reducing the risk of low birth weight of the newborn, and preventing the occurrence of
anemia in women. Abioye et al. [126] studied the effect of taking Fe supplementation in a group of
pregnant women with a deficiency of this element, assessing the value of hematological parameters
in patients before and after birth. The authors demonstrated a significant increase in the levels of
ferritin, hepcidin, and Hgb, and a decreased level of soluble transferrin receptor (sTfR). The increase in
Hgb concentration in the mothers also resulted in a reduced risk of newborn death. Similar results
concerning an increase in Hgb concentration and a decrease of anemia in women were described
by Zhao et al. [127]. Pefia-Rosas et al. [128] found that pregnant women taking daily preparations
containing Fe were less at risk of adverse events and anemia during pregnancy than women who
supplemented this element irregularly. In contrast to other researchers, Ziaeii et al. [129] showed that
there was no significant relationship between the dosage of Fe-containing supplements and ferritin
concentration in pregnant women. Ali et al. [130] also studied the effects of different levels of Fe
supplementation in women pregnant with twins from 12 to 36 weeks of pregnancy. One group of
women received 27 mg of Fe daily and the other group 54 mg. In both groups, Hgb and hematocrit
(Hct) levels were normal throughout the study period, and in only one group was the mean ferritin
level higher. The authors concluded that a daily intake of 27 mg Fe is as effective as a higher dose of Fe.
The higher level of in Fe supply did not affect Hgb and Hct levels, but it did increase the incidence of
side effects (nausea or vomiting). In the study by Shinar et al. [131] on 172 women pregnant with twins
with IDA, divided into two groups receiving 34 and 68 mg of Fe sulfate, showed that higher doses of
Fe caused higher Hgb values in the examined women.
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Acute poisoning was observed as a result of an overdose of Fe from a pharmaceutical
preparation [132]. If the transferrin potential is exhausted or exceeds 85% in the blood,
non-transferrin-related Fe (NTBI) may occur, increasing the risk of intraocular and cardiac Fe
accumulation [133]. NTBI initially appears in the bloodstream and then is transported to the interstitial
cells via a transferrin-independent mechanism [134]. It was initially assumed that DMT1 transporter is
responsible for the transfer of NTBI to the liver and then its removal, but a study on DMT1-negative
mice showed they were not protected against the accumulation of Fe in the liver. Therefore, another
mechanism was proposed, consisting in the ability of Zip14 to uptake NTBI [135]. Two types of
hemochromatosis have been identified: primary (hereditary) and secondary (acquired, due to excessive
accumulation of Fe in the body) [136]. As a result of excessive Fe accumulation in organs, such as the
heart, liver, and endocrine glands, their function is impaired, producing cardiomyopathy, cirrhosis, or
insulin-dependent diabetes [136,137]. In case of pregnancy, the liver metabolism error described above
had a negative effect on the fetus’s Fe balance, which was emphasized in the study by Silver et al. [138].
The placenta acquired excessive amounts of Fe and passed them to the fetus, although the authors
could not identify any underlying mechanism of this effect, indicating the necessity for further research
on the metabolism and kinetics of Fe transport to the fetus.

A high accumulation of Fe results in the reduced absorption of other essential elements including
zing, copper, molybdenum, chromium, manganese, and magnesium, and the production of ROS [139].
Oxidative stress is particularly dangerous for pregnant women, who may suffer damage to the placental
tissue and consequently a premature birth [124]. Oxidative stress leads to faster aging of the cells,
which gives a signal to the uterus to contract, resulting in premature birth. This process can also lead
to the rupture of the fetal membrane [140].

3. Copper (Cu)

Copper is an essential micronutrient. It has been estimated that the amount of this element
in an adult human body ranges from 50 to 120 mg [141]. The highest concentrations of Cu were
found in the brain and the liver [142]. Cu is involved in the formation and metabolism of bone tissue
and participation in oxidation-reduction reactions as a coenzyme, a regulator of Fe metabolism and
transport, as well as collagen metabolism [122,143]. Cu participates in the metabolism of fatty acids,
in RNA synthesis, supports the absorption of Fe in the gastrointestinal tract, and participates in the
synthesis of myelin [144,145]. Cu also participates in the synthesis of melanin and—as a component of
tyrosinase—is involved in the conversion of tyrosine to melanin [27].

The copper is delivered with the food. The greatest source of this element is oysters (44,996 1g/100 g),
beef liver (6434 1g/100 g), cocoa (5000 ug/100 g), sunflower seeds (1770 ug/100 g) [146]. The daily
supply of Cu should be 0.9-1.3 mg per day, although it is mostly consumed in larger amounts—about
2 mg per day [147]. During pregnancy, the demand for Cu increases to 1 mg/day [122]. Cu homeostasis
is determined by the balance between intestinal absorption and biliary secretion [148]. About 50-70% of
Cu from food is absorbed in the duodenum and upper sections of the small intestine, and small amounts
in the stomach [143,149]. In the stomach, Cu?* is reduced to Cu'* and then absorbed into the intestinal
endothelium [150]. Uptake, intracellular transport, and removal of excess Cu is strictly regulated and
involves specific proteins. Copper is transported to cells via two transmembrane proteins: high affinity
copper uptake protein 1 (CTR1) and DMT1 [151-153]. CTR1 is responsible for the transport of 80% of
Cu and other metals to cells [154,155]. It is believed that the Ctr1 mutation may lead to the abnormal
functioning of intracellular signaling pathways during embryonic development. Kuo et al. [156] found
early embryonic lethality associated with a Ctr1 null mutation in mice. In cytoplasm, Cu is complexed
mainly with metallothionein (MT). Copper ions serve as cofactors of certain enzymes to which they
bind via cytoplasmic copper chaperones. Copper chaperone for superoxide dismutase 1 (CSS) and
cyclooxygenase (COX) and synthesis of cytochrome ¢ oxidase (SCO) proteins are responsible for the
transport of Cu to superoxide dismutase type 1 (SOD1) and cytochrome ¢ oxidase (CCO), respectively.
Antioxidant protein 1 (ATOX1) transports Cu ions to copper transporting P-type ATPases ATP7A
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and copper-transporting ATPase 8 (ATP7B), which regulate the concentration of Cu ions in the cell
and mediate the incorporation of cations of this element into enzymatic proteins [157]. The lack of
ATOX1 results in the accumulation of Cu and inhibition of its secretion. The role of six-transmembrane
epithelial antigen of the prostate (STEAP) and duodenal cytochrome b (Dcytb) in Cu metabolism
is poorly understood [153]. In the blood, Cu occurs in complexes with histidine, threonine, and
glutamic acids transported to the liver, kidney, intestines, and other tissues [143,158]. The main
organ responsible for Cu metabolism is the liver, which accumulates this element in the prenatal and
postnatal period, as well as synthesizing ceruloplasmin and producing bile, which has a high Cu
concentration [122,143-145,148-150,158-162].

Cu is excreted from the body with urine and feces. Only 2% of Cu'* is excreted through the
kidneys because in proximal tubules Cu is mostly reabsorbed by ATP7A proteins and then returned to
the bloodstream [163]. In the liver, the excess Cu is transported via ATP7B and bound with substances
contained in the bile and passed to the digestive tract where it is removed with the feces [164,165].
In this way, more than 90% of the excess Cu is excreted, and its incorporation into ceruloplasmin
prevents reabsorption from the intestines.

The process of transporting Cu to the placenta from the maternal circulation is probably caused
by the copper transport protein 1 (CTR1), as shown by Lee et al. [166], who deprived the mouse
of CTR1 and observed teratogenicity or fetal mortality in the uterus. When Cu is delivered to the
placenta, the element is attached to the copper-transporting P-type ATPases (ATP7A or ATP7B) [167].
The ATPases are coordinated with each other as ATP7A is located on the basolateral membrane and
is responsible for the excretion of Cu into the fetal circulation. In contrast, ATP7B is in a perinuclear
compartment or the microvillar membrane, releasing excess Cu into maternal circulation [168].
In contrast, McArdle et al. [169] do not agree with this model of transporting Cu in the placenta and
believe that this mechanism should be further investigated.

Cu deficiency is rare due to the high availability of this element in food [170]. Cu deficiency
may lead to pancytopenia and the occurrence of hypodermic anemia which does not respond to
the administration of Fe [171,172], loss of appetite [173], damage to internal organs [174,175], bone
deformities [176], reduced reproductive capacity [177], myocardial fibrosis [178,179], and chronic
debilitating diarrhea [180]. It may lead to neurological disorders, and hair depigmentation [181,182].
A deficiency of this micronutrient during pregnancy may lead to oxidative stress, which often results
in reduced fetal growth [122]. Cu has an important role in the production of collagen and elastin,
and an insufficient amount of this element can lead to a reduction in the tensile strength of the fetal
membrane, resulting in its interruption and premature birth [183]. On the other hand, excessive
administration of Cu causes vomiting, diarrhea, as well as liver necrosis, acute kidney damage,
and—ultimately—death [184,185].

Several diseases related to abnormal Cu metabolism have been described, especially those caused
by Cu deficiency. An example is Menkes disease which is caused by the absence of or defecst in two
Cu-transporting ATPases encoded by the ATP7A gene, which affects the absorption of Cu ions in
the gastrointestinal tract [186]. This condition, found in one per 300,000 live birthsin the European
population [186], is due to the mutation of the ATP7A gene on the chromosome 3 that causes X-linked
recessive disorders [187]. It affects almost exclusively men, with women considered to be only
carriers of the mutation, except a few isolated female cases reported in literature [188]. Menkes
disease is characterized by significant physical and mental impairment of patients and death in early
childhood [187]. In rare cases, the activity of ATP7A protein is partially preserved and the symptoms
milder (occipital Horn syndrome), with patients living as long as 50 [171]. The mutation in the ATP7A
gene does not necessarily lead to Menkes disease; it has also been described in patients suffering from
hereditary motor neuropathy which results in the weakness of the upper limbs that progresses with
age [189]. Another disease leading to the disorder of Cu metabolism is Huppke-Brendel syndrome,
resulting from the mutation of the SLC33A1 gene encoding the AT-1 protein, first described in 2012 [190].
People with this syndrome have very low levels of Cu and ceruloplasmin, and often do not reach the age
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of 6. The symptoms of this disease include psychomotor disability, hypoplasia, and hypomyelination,
probably due to the lack of ATP7A protein acetylation. Another disease affecting Cu homeostasis
is MEDNIK syndrome (mental retardation, enteropathy, deafness, ichthyosis, keratoderma), caused
by the mutation of the AP1S1 gene located on the long arm of chromosome 7 at position q22 [191].
The patients suffer from mental and motor impairment and deafness; other characteristic symptoms
include dermatological changes including excessive keratosis and exfoliation of the epidermis with
features of fish scale (lat. ichthyosis) and erythroderma.

Kashaninet al. [192] studied the effects of Cu on pregnancy. They showed that women who had
been supplemented with 1000 mg of Cu daily from the 17th week of pregnancy experienced reduced
depression symptoms in the 2nd and 3rd trimesters of pregnancy compared to the control group.
Jankowski et al. [193] demonstrated in an in vitro study on rat embryos that Cu is essential for early
embryonic development. The fetus is sensitive to a lack of Cu, which may lead to irreversible changes
in the nervous system [194,195]. Meta-analysis by Lewandowska et al. [196] showed that reduced
serum Cu levels at the beginning of pregnancy were associated with a higher risk of pregnancy-induced
hypertension. Prohaska and Brokate [197] showed that a correct amount of Cu in the body has
a protective effect during pregnancy. Vukeliéi et al. [198] found that in women with normal fetal
development, Cu levels were significantly higher than in women with fetal developmental disorders.
Another study also showed that Cu protects against spontaneous miscarriages [16]. However, elevated
Cu levels in the first trimester of pregnancy may lead to later pregnancy complications, including
spontaneous miscarriages [199]. Li et al. [200] concluded that too much Cu can increase the incidence
of gestational diabetes, which—if untreated—can lead to macrosomia, intrauterine hypotrophy, birth
defects, and miscarriages.

An excess of Cu is harmful but rare [201]. It results in the formation of free radicals that damage cell
membranes and proteins in the body (the so-named Fenton Reaction) [202]. Excess Cu has been observed
in the course of Wilson'’s disease (WD) as a result of abnormal cellular transport [203]. In pregnant
women with WD, it is important to take early treatment to prevent spontaneous miscarriages [204,205].
In pregnant women, Cu levels may be elevated due to increased levels of Cu-bearing proteins [206] and
may cause premature births and low birth weight compared to pregnancies with normal Cu levels [122].

4. Zinc (Zn)

As an essential trace element (micronutrient), Zn has several important roles in human bodies,
and after Fe, it is the second most abundant trace element [207]. The total Zn content in the human
body is 2-4 g, with a plasma concentration of 12-16 uM/L [208-210]. In cells, Zn is present as a divalent
ion (Zn2*) [211]. The highest Zn concentrations have been found in skeletal muscle (60%), bones (30%),
liver (5%), and skin (5%) [212].

Zn is a co-factor of more than 300 enzymes that regulate a variety of cellular processes and cellular
signaling [213]. It is responsible for the DNA-binding ability of many transcription factors through the
unique ability to form molecules known as Zn finger (Znf) proteins [214]. Zn is essential for cell division,
differentiation, and the development of organs, such as the kidneys and heart [215]. It is required
for normal testicular development [216]. Zn regulates reproduction, fetal development, membrane
stability, digestion, wound healing, and homeostasis of the central nervous system [217-219]. As a
cofactor for the enzymes, Zn participates in bone mineralization and collagen structure development
of the bone [220]. Zn influences the function of many hormones, including growth hormone, insulin,
testosterone, and gonadotropins [221]. It plays a role in the synthesis, storage, and secretion of insulin.
This element is also a component of thymulin, a thymus hormone, essential for maturation and
differentiation of T cells [222,223]. Zn participates in the elimination of free peroxide radicals, as part of
peroxide dismutase (Zn-SOD) [224]. It inhibits the oxidation of unsaturated fatty acids [225], regulates
the concentration of vitamin A in plasma [226], and acts as an antagonist of cadmium and lead [227].

Recommended daily intake of Zn depends on several factors such as age, sex, weight, and phytate
content of the diet [228]. Food products containing the most Zn (per 100 g) are calf liver (8.4 mg),
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pumpkin (7.5 mg), pork liver (4.5 mg), and white beans (3.8 mg) [159]. Zn is best assimilated from
meat products (red meat, fish) than from plant products [229]. The degree of bioavailability of Zn
from food depends on the concentration of Zn in the body, stress [230,231], functional state of the
kidneys [232] and/or liver [233], pH of the nutrient content [234]. The presence of citric acid [235],
a high intake of animal proteins [236], the presence of highly processed products and lactose [237]
have a positive influence on the bioavailability of Zn. Negative effects on Zn absorption are by heavy
metals (cadmium and mercury), calcium, Fe, Cu, oxalates, phosphates, alcohol, folates, and phytates,
alkaline drugs, contraceptives, and diuretics [238-241].

Daily Zn supply according to WHO should be 6.5 mg/day for women and 9.4 mg/day for men
(both over 19 years of age) [242]. Due to hemodilution and decreased albumin levels, Zn serum
concentration declines during pregnancy [243]. Since intestinal absorption is not increased during
pregnancy, an additional Zn requirement for fetal and placental tissues must be covered by increased
intake and from maternal tissues. Therfore, daily requirements for Zn during pregnancy range from
7.3 to 13.3 mg [244]. Zn enters the human body through the digestive and respiratory systems,
and skin. Zn is absorbed by passive diffusion in the intestine by specific zinc transporting proteins [245].
The most important Zn transporters include Zrt-/Irt-like protein (ZIP) zinc transporters and ZnTs (zinc
transporters) [246]. The zinc transporter protein-1 (ZnT1)-ZnT10 which decrease cytoplasmic zinc
level by zinc export, and Zip (Zip 1-14) which increase cytoplasmic zinc level by zinc import [246].
The ZIP4 transporter can be found in the entire digestive tract and is responsible for Zn transport from
the apical membrane into enterocytes [247]. Additionally, similar to Cu, DMT1 transporter may help
in the absorption of Zn, by transporting Zn from the intestinal lumen into the enterocytes [248].

The average absorption of Zn from food is 33% [249]. Zn?* ions in the plasma are transported
to the cells mainly as complexes with albumin (84%), alpha-2-macroglobulin (15%), and amino acids
(1%) [250,251]. They also form complexes with cysteine and histidine [252,253]. Metallothioneins
(MT) play an important role in cellular transport [254]. These low-molecular proteins, rich in cysteine
residues, are located in the extra- and intracellular environment [255]. Their intracellular pool acts
as a reservoir of important heavy metals, including Zn, and participates in the detoxification of
ROS, nitrogen, excess heavy metals, and organic compounds [256-259]. Their extracellular pool is
responsible for the transport of Zn** (and other heavy metals) and organic compounds, and is also
a free radical scavenger [256]. One MT molecule is capable of binding seven Zn?* ions and up to
12 monovalent Cu ions [260,261]. The intra- and extracellular Zn concentration is controlled by two
families of transporters: ZnT (SLC30-Soluble Carrier 30) and ZIP (SLC39A1-A14) [262,263]. ZIP
proteins are responsible for the transport of Zn?* to the cell cytoplasm [264]. ZnT proteins originate
from a large family of Cation Diffusion Facilitator (CDF) proteins and are responsible for transporting
Zn ions from the cytoplasm of the cell to cell organelles or outside the cell [265]. The main organ
responsible for the metabolism and systemic Zn homeostasis is the liver [266]. Zn is excreted mainly in
feces (90%) and the rest of Zn is excreted in the urine, sweat, and saliva, and incorporated into hair [267].

The transport of Zn to the fetus is fully dependent on its concentration in the mother’s blood [268].
Its low intake will reduce the expression of ZnT, resulting in less Zn being transported in the placenta,
protecting the mother against Zn homeostasis disorder. Zinc released from enterocytes into the
mother’s blood through ZnT1 reaches placental syncytiotrophoblasts using ZIP proteins [269]. In the
next step Zn can be intercepted by transporters including ZIP 14 and ZIP 8, ZnT2 and DMT-1 or bind to
MT and in this form delivered to the fetus [81,270,271]. This mechanism requires further investigation.

A Zn deficiency caused by inadequate dietary intake is a common phenomenon and affects up to
two billion people in the world, mainly in developing countries [272,273]. Marginal Zn deficiency is
estimated to affect 82% of pregnant women worldwide [274]. Zn deficiency can be classified as primary
or secondary. Primary Zn deficiency may lead to growth retardation, puberty delay, immune deficiency,
and the impairment of cognitive function, taste, and smell [275]. Major manifestations of Zn deficiency
include growth retardation, testicular and ovarian dysfunction, immune dysfunctions, and cognitive
impairment [276]. Maternal Zn deficiency during pregnancy is linked with adverse pregnancy
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outcomes including abortion, preterm delivery, stillbirth, and fetal neural tube defects [277-279].
Secondary Zn deficiency is caused by gastrointestinal diseases, including malabsorption syndrome
and Crohn’s disease [280]. It may also be caused by heavy hemorrhage, cirrhosis, kidney disease, and
alcoholism [281-283].

Zn takes part in the embryogenesis and formation of the fetus, and so its low level may result in
impaired development and affect the final phenotype of the newborn’s organs [284,285]. Additionally,
during pregnancy, a deficiency may contribute to preterm delivery, pregnancy-induced hypertension,
low birth weight, and preeclampsia [286]. Zn deficiency may lead to faulty estrogen function, resulting
in uterine spasms, cervical dilation, and amniotic fluid integrity [287]. Zn deficiency is also involved in
the synthesis of prostaglandins, as well as collagen synthesis and degradation, and so its absence may
result in premature fetal membrane rupture [280]. In laboratory animal studies, Zn deficiency during
the early stages of pregnancy is associated with reduced fertility [288] and the increased incidence of
nervous system congenital malformations [289]. Zn deficiency in later stages of a pregnancy negatively
affects neuronal growth and brain function and synaptogenesis and may be associated postnatally
with impaired brain function and behavioral abnormalities [290].

Scientific literature data on the influence of Zn supplementation on the course of pregnancy and
fetal development are divergent. Nossier et al. [291] concluded that Zn intake minimizes the risk of
premature birth in women and infections in newborns. A double-blind and randomized controlled
study shows that Zn supplementation during pregnancy improves birth length after adjusting for
maternal height and pre-pregnancy weight [292]. Wang et al. [293] in a cohort study on 3187 pregnant
women from China, concluded that Zn deficiency in the diet of pregnant women increases the risks of
low birth weight and small gestational size. Merialdi et al. [294] noted that prenatal supplementation
of Zn-deficient mothers may be beneficial to fetal neurobehavioral development. In an earlier study,
Merialdi et al. [295] concluded that the fetuses of mothers who received Zn supplementation showed
fewer episodes of minimal fetal heart rate variability, increased fetal heart rate range, an increased
number of accelerations, an increased number of movement bouts, an increased amount of time spent
moving, and an increased number of large movements. Further, Merialdi et al. [296], studying the
effect of Zn supplementation of pregnant women on fetal bone growth found that supplementing
Zn-deficient mothers with 25 mg Zn/day caused a higher fetal femur diaphysis length. This was caused
by this microelement stimulating osteoblast production and inhibiting osteoclast activity.

In a study in laboratory animals (C57B1-6] mice) Wilson et al. [297] proved that the lack of Zn in
the diet negatively affected the growth and development of the offspring in the uterus mainly due
to impaired placenta development. Additionally, they noted that a lack of Zn affected the capacity
of the heart and organ perfusion. Correct blood pressure in the pregnant woman is essential to
properly maintain the growth of the fetus and provide appropriate nutrients [298]. Many studies
have shown a slight effect of Zn supplementation or lack of it on maternal and fetal bodies [299-301].
Meta-analysis by Chaffee and King [302] concluded that the additional supply of Zn does not affect
fetal morphometric results. Discrepancies in study results may have been caused by a different study
area. In developing countries, shortages of Zn occur quite frequently, compared to developed countries,
where such a phenomenon is probably related to low social status, as confirmed by Mori et al. [303].
Finally, King [304] concluded that Zn supplementation is essential to counteract the effects of smoking,
alcohol abuse, infections, injuries, and impaired gastrointestinal function.

There are not many reports on Zn supplementation in women with multiple pregnancies.
Goodnight et al. (2009) concluded that in this group additional supplementation could bring positive
benefits [305]. Mahomed et al. [306] noted that 15-44 mg of Zn supplementation per day was associated
with a 14% reduction in preterm birth. Campbell et al. [307] noted the Zn concentration in plasma in
twin pregnancies was similar to that in single pregnancies. It may suggest that the body regulates Zn
deficiency in case of multiple pregnancies without additional supplementation.
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High doses (100-300 mg/d) of Zn disturb many biochemical processes [308]. Excess Zn can
manifest itself through nausea, vomiting, abdominal cramps, and diarrhea [309]. According to
WHO [310], excess Zn during embryogenesis can be teratogenic or ultimately fatal.

5. Fe vs. Cu

Dietary Fe and Cu are absorbed in the proximal small intestine [311]. These elements must be
reduced before uptake into enterocytes, then both metals are oxidized after export into the interstitial
fluids [312]. Chen etal. [313] showed that Cu-deficient C57BL/6] mice had significantly lower hephaestin
and ceruloplasmin (Cp) ferroxidase activity. Cu facilitates the absorption and utilization of Fe [314],
which takes part in red cell regeneration [315] and bone formation [316].

Ha et al. [312] proved that with a high supply of Fe, there is a lower Cu concentration in diseased
tissue, and serum Cu activity decreases. Ha et al. [317] also analyzed the mechanism responsible for
the impairment of Cu absorption by feeding mice with a feed containing an appropriate amount of Fe
and low/suitable/high Cu levels. The mice showed no disruption in Cu absorption and utilization in
rodents. However, an increased supply of Fe did impair the utilization of Cu in the body, although the
absorption of Cu was normal. The authors investigated the locations of absorbed Cu with a radioactive
marker, but could not identify most of the absorbed Cu in any of the tested tissues. They concluded
that additional experiments should be performed to investigate the mechanism of distribution, storage,
and bioavailability of Cu under elevated condition of Fe. The Cu activity affects the transport of Fe
mainly during blood loss. Hephaestin (protein homolog of ceruloplasmin) is not able to make up for
this deficiency on its own and the body replaces it with Cp [318]. Additionally, the reduced Cp activity
prevents the release of stored Fe from the spleen and liver macrophages [319]. This is probably caused
by the reduction or inhibition of Fe oxidation via Cp [320].

Harris [321] confirmed the role of Cp in the metabolism and release of tissue Fe. This study was
conducted on a ceruloplasmin genetic defectin proteinsynthesis in patients who were diagnosed with
excessive accumulation of Fe in the brain and pancreas. This resulted in retinal degeneration and
diabetes. The patients were given Cu intravenously which resulted in increased serum Fe concentration.
These results confirm a significant influence of Cu on the release of tissue Fe. Ha et al. [322] showed
that Cu metabolism is impaired when dietary Fe intake is >10 times higher than the normal Fe supply
established by WHO. Significantly elevated levels of Fe may result in anemia, likely due to a lack of Cu
in the diet [323]. This is because Cu is a component of cytochrome oxidase, necessary for oxidative
phosphorylation, which allows the incorporation of Fe into heme. Additionally, the lack of Cu may
shorten the erythrocyte life span [324]. This may be due to the inhibition of superoxide dismutase,
which contains Cu, leading to cell membrane damage by ROS. In addition, there is a decrease in
Cu activity, which inhibits peroxide formation [325]. Hepatic Fe overload also causes liver damage,
causing hypertriglyceridemia and hypercholesterolemia [326] and elevated Fe levels may lead to
fibrosis or cirrhosis of the liver, via a decrease in superoxide dismutase activity [327]. On the other
hand, when the supply of Cu is increased, the absorption of Fe may be impaired due to the affinity of
Cu to transferrin [328]. However, Cu overload is very rare because there is a difference between Fe and
Cu in the final metabolism of both elements. Cu is removed from the body with bile, and there is no
mechanism of removing excess Fe.

Sebio et al. [329] concluded that elevated concentrations of Fe or Cu in the body cause brain
damage due to oxidative stress. Lan et al. [330] found that the accumulation of Fe, Cu, and cobalt in
the brain causes a decrease in glutathione, which is responsible for oxidative protection of neurons.
In rats, Fe supplementation lowers the level and absorption of Cu. In patients who received 3 mg of
Cu from 100 or 400 mg of Fe in the form of Fe gluconate, no effect of Fe on Cu absorption has been
demonstrated [331].

The study by Christian et al. [332] on 235 pregnant women showed no negative effect between Zn
and Fe when these elements were administered at a 2:1 ratio. The additional effect of supplementation
with these elements was shown by Saak [333] carried out in Ghana on 354 pregnant women given
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a dose of 40 mg of Fe and Zn—an increase in HgB and ferritin values was reported. Although the
results of that study suggest a beneficial effect of such a supplementation model, it was effective only
for women with Fe deficiency. This was also confirmed in the subsequent study by Saaka et al. [334].
Harvey et al. [335] estimated that even taking 100 mg of Fe with a meal does not affect Zn metabolism.
The authors suggest that Zn status is maintained after the effective absorption of Zn from food meals.
In the opposite situation, when Zn was supplemented in a diet, it also did not affect the balance of
Fe [336]. However, in the study by O’Brien et al. [337] daily Fe supplementation (60 mg) significantly
reduced the absorption of Zn and only the inclusion of 15 mg Zn supplementation in the diet of these
women reduced this adverse effect of Fe. The authors also noted the need for additional studies in this
direction and the establishment of the mechanism that causes such interaction.

6. Fe vs. Zn

Zn and Fe interact competitively during intestinal absorption [338]. In a study on animals, Bodiga
and Krishnapillai [339] found that the interactions between Fe and Zn during absorption in Fe- and
Zn-deficient rats are mutually antagonistic. The competition of Fe and Zn for metaltransporterl
(DMT-1) at the site of absorption results in reduced uptake of these elements during concurrent
administration [340]. This was confirmed in a study by Espinoza et al. [56] in which DMT-1 was
involved in the active transportof Fe, Cu, and Zn, although Zn showed a different relative capacity.
Kordas and Stoltzfus [341] showed that althoughFedoes seem to reduce the absorption ofZn, DMT-1
is an unlikely site for this absorptive antagonism because Znis not transported by DMT-1. Zrt- and
Irt-like protein-14 (Zip14) is a transmembrane metal iron transporter that is abundantly expressed in
the liver, heart, and pancreas [342].

It was found that a 1:1 mass ratio of Fe/Zn in the diet causes a slight inhibition of Zn absorption,
whereas when the Fe/Zn ratio is higher, 2:1 or 3:1, the absorption of Zn is limited. It has been noted
that the intake of heme Fe together with inorganic Zn in the appropriate ratio does not impair the
absorption of Zn. Organic Zn does not affect the absorption of Fe [343,344].

Pregnant women have an increased demand for Zn and Fe [345]. The administration of Fe at more
than 100 mg/day to pregnant women resulted in a reduction in serum Zn compared to the women who
were given less than 100 mg of Fe [346]. Women in the first trimester of pregnancy who additionally
received multivitamin preparations containing 60-65 mg of Fe showed a reduction in Zn absorption
compared to women receiving less than 30 mg Fe/day [347]. Ziaei et al. [348] estimated that HgB
greater than 13.2 g/dL in pregnant women reduces serum Zn levels. Andersen et al. [349] suggested
that Cu deficiency has not only a direct effect on the concentration of Fe, but also an indirect effect
through regulation of Fe transporters, which, inter alia, affects the delivery of Fe to the fetus. On the
other hand, Gambling et al. [350] suggests that there is no connection between Fe and Cu in their
research. Additionally, Shidfar et al. [351] reports that Fe supplementation does not have a significant
effect on Cu levels in the body.

Donangelo et al. [352] examined adult women (n = 23; aged 20-28 years), non-anemic but
with low Festores. The authors investigated the effect of Fesupplementation (100 mg Fe/day) or
Znsupplementation (22 mg Zn/day) for 6 weeks. They found that theuse ofFe supplements in
those womenimprovedFeindices with no effect onZnstatus. However, modestZn supplementation
improvedZnindices, appeared to induce a cellularFedeficiency and, possibly, further reducedFestatus.
In the study by De Brito et al. [353], healthy children of both sexes, aged 8-9 years (1 = 15), were given
a placebo (control group) or 10 mg Zn/day (experimental group) for 3 months. The researchers
showed that the decrease in serum Fe was likely due to the effects of chronic Zn administration.
The supplementation did not influence levels of Hgb, mean corpuscular volume, ferritin, transferrin,
transferrin saturation, ceruloplasmin, or total protein. Similarly, in a study by Antunes et al. [354]
on the acute and chronic effects of Zn on the serum Fe profile of children aged 6-9 years, there was
a decrease in Fe levels due to Zn supplementation, but no negative effect of Zn on hematocrit and
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Hgb levels. Wieringa et al. [355] confirmed the positive effect of Fe and Zn supplementation in the
prevention of anemia and Zn deficiency.

Holmes et al. [356] studied the effects of multiple micronutrient (MMN) supplementation (15 mg
Zn, 65 mg Se, 2 mg Cu) with or without Fe on serum Zn, Se, and Cu concentrations in women from
Cambodia. Predominantly anemic nonpregnant women (aged 18-45) received daily 60 mg of Fe
(I group); MMN, but no Fe (II group); 60 mg Fe plus MMN (III group); or a placebo (IV group). It was
found that 60 mg Fe and the daily MMN formulation may be interfering with the absorption and/or
metabolism of supplemental Zn. However, patients took the supplement together with food which
was not controlled, and so it is possible that Zn competed for metabolic transporters not only with Fe
and minerals contained in the MMN complex but also with elements from the diet. Troost et al. [331]
noted that oral Fe therapy may impair Zn absorption. A significant decrease in Zn absorption was
observed with 100 and 400 mg of Fe administered in aqueous solution. Unfortunately, that study was
limited to a very small group of patients (n = 11).

Nguyen et al. [357] conducted a randomized control study on women (1 = 459) from Guatemala
where they received for 12 weeks: (i) weekly 120 mg Fe with 30 mg Zn, (ii) weekly 120 mg Fe, (iii) daily
60 mg Fe with 15 mg Zn, and (iv) daily 60 mg Fe. The combined Fe-Zn supplementation was as
effective as Fe alone in improving Fe status, but not effective in Zn status. This may be because Zn and
Fe compete with each other only when given in aqueous solution, and if supplementation takes place
in the form of a solid meal, such an effect is not recorded, although studies are inconclusive in this
case [241,358].

7. Cuvs. Zn

The high concentration of Zn in the body caused by the supplementation of this element leads to an
increase in the production of metallothionein in the intestinal cells [257]. Cu accumulates in enterocytes
due to its high affinity for metallothionein, displacing Zn [359]. As a result of exfoliation of enterocytes
in the gastrointestinal tract, Cu concentration is reduced, which may lead to Cu deficiency [360]. A study
by Sutton et al. [361] showed that cytopenia in patients can be caused by a high Zn concentration in
the body combined with Cu deficiency, and Cu supplementation leads to a reversal of hematologic
levels. According to Prasad et al. [362], increased Zn concentration may be caused by improperly
fitting dentures, resulting in increased use of dental adhesive, which contains high levels of Zn. Excess
Cu can lead to both anemia and neutropenia as a result of the mechanisms in which Cu participates.

Deur et al. [363] concluded that in the case of anemia, Cu deficiency may affect Fe metabolism,
including inhibition of Fe absorption from the gastrointestinal tract and shortening of red blood cell
life. In the case of neutropenia, on the other hand, an abnormal synthesis of progenitor cells and
abnormal maturation and release of neutrophils into the bloodstream occur. Moreover, the removal
of granulocytes containing a low Cu concentration is increased [364]. Zn concentration in the body
influences SOD activity and Cu level [365]. Extracellular superoxide dismutase and Cu/Zn superoxide
dismutase react differently to Zn levels in the body. The extracellular SOD activity increases in response
to an increase in Zn levels, as opposed to SOD Cu/Zn whose activity decreases [366].

Zn is used to treat Wilson’s disease, a condition that leads to an excessive accumulation of Cu in
the liver [367,368], as Zn supplementation may reduce Cu concentration in the body [344]. Although
Zn therapy is often insufficient, it plays an important role as a second-line treatment, supplementing
the use of trientine or penicillamine [369]. Sometimes, Zn monotherapy is effective and has therapeutic
effects, especially in the neurological Wilson’s disease [370]. Malik et al. [371] reported positive effects
of Zn supplementation during pregnancy in WD patients. Optimized doses of Zn have helped to carry
out the pregnancy. However, the authors emphasize that pregnancy in these patients has a high risk
of preeclampsia. In the case of acrodermatitis enteropathica (AE) patients in Sandstrom et al. [241]
the status of Zn and Cu was measured in response to 1000 and 525 uM/d supplementation. High
doses of Zn supplementation were found to decrease Cu absorption and during the dose correction the
concentration of Cu was normalised. The authors argue that the primary lesion in AE is a cellular
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defect in Zn metabolism and not a Zn absorption disorder. Moreover, they point out that in AE it is
important to control Zn and Cu concentration due to teratogenic effects of Cu deficiency or excess.

The antagonistic action of Zn and Cu has been the subject of many studies. Wu et al. [372]
investigated the effects of dietary Cu and Zn on apparent mineral retention and serum biochemical
indicators in young male mink on a corn-fishmeal based diet. It was observed that moderately high
Cu in the diet increased Cu retention, but did not reduce Zn absorption, while moderately high Zn in
the diet reduced plasma Cu levels.

Eckert et al. [373] showed that the concentration of Zn in the liver does not change after the
administration of Cu in the diet, which suggests no interaction between these elements. However,
Du et al. [374] observed that the relationship between Zn and Cu depends on the form of Cu
administration. Complexes of Cu with protein or lysine caused an increase in the liver concentration
of Zn compared to the administration of Cu in the form of inorganic salts, which did not induce any
changes in Zn levels.

Zetzsche et al. [375] determine the effect ofhighdietaryZn oxide on trace elementaccumulationin
various organs in pigs. They found that dietary Zn supplementation led to Cu co-accumulationin
thekidneysofthe pigs.

A study by Baecker et al. [376] in an animal model investigated the effect of high Cu concentration
and Zn deficiency on the formation of autism spectrum disorder (ASD). Cu supplementation of
pregnant female rats caused a significant decrease in Zn in the brain, above all in the hippocampus.
Additionally, the antagonistic action of Cu against Zn caused abnormalities in nerve synapses.
Those results suggest that Cu and Zn homeostasis disturbances in pregnant females may contribute
to brain underdevelopment and nerve impulse transmission disorders, which may lead to ASD
development. Similar conclusions were reached by Reinstein et al. [377] showing an increased risk of
fetal malformations with insufficient supply of Zn in the diet and with an increase in Cu. Moreover,
Kinnamon [378] reported that Cu and Zn are competing with each other in the fetus and placenta.
The result of this competition is a greater absorption of Cu, which is pushing out Zn. Although,
Garg et al. [379] in a study on pregnant women who were supplemented with Zn did not report
hypocupremia. However, the ratio of both elements should be optimized in pregnancy, to improve
reproduction results and reduce the chance of spontaneous abortion [16].

8. Conclusions

The presented literature review suggests that Fe, Cu, and Zn are crucial for the proper course of
pregnancy. The results should be approached with caution, but most studies indicate the influence of
metals on the parameters of mother and child. Moreover, Fe, Cu, and Zn may be promising biomarkers
in predicting complications in pregnancy.

Additionally, the results of the researchers show important relationships between Fe, Cu, and Zn
in the body. An increase or decrease of one element may significantly affect the action of the other two.
It is particularly significant to note that the elements do not exhibit antagonistic actions against each
other when they are within daily reference values.

Fe, Cu, and Zn play a key role in the homeostasis of the body, and any changes in their
concentrations can cause interactions that are dangerous to the health of the mother and fetus.
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Abstract: Calcium (Ca), potassium (K), sodium (Na), and magnesium (Mg) are the elements responsi-
ble for the fundamental metabolic and biochemical processes in the cells of the body. The demand for
these elements increases significantly during pregnancy, where an adequate supply protects women
from the hypertension common in pre-eclampsia and preterm labor. This study aimed to evaluate
the association between macro-elements (Ca, Mg, Na, and K) in the placenta, fetal membrane, and
umbilical cord and the morphometric parameters of newborns from multiple pregnancies. The
study involved 57 pregnant European women with healthy uncomplicated twin pregnancies (n = 52)
and triple pregnancies (1 = 5); 40 pairs of dichorionic diamniotic twins, 11 pairs of monochorionic
diamniotic twins, 1 pair of monochorionic monoamniotic twins, 3 trichorionic triamniotic triplets, and
2 dichorionic triamniotic triplets. Placentas (n = 107), umbilical cords (1 = 114), and fetal membranes
(n = 112) were collected immediately following delivery, and then weighed and measured. The
levels of Ca, K, Na, and Mg were determined using inductively coupled plasma atomic emission
spectroscopy (ICP-OES) in a Thermo Scientific ICAP 7400 Duo (Waltham, MA, USA). The respective
mean concentrations of Ca, K, Na, and Mg (mg/kg“ dry mass) were: 2466, 8873, 9323, and 436
in the placenta; 957, 6173, 26,757, and 326 in the umbilical cord, and 1252, 7460, 13,562, and 370 in
the fetal membrane. In the studied materials from northwestern Poland, we found strong positive
correlations between Ca and Mg concentrations in both the umbilical cord (r = 0.81, p = 0.00) and the
fetal membrane (r = 0.73, p = 0.00); between K and Mg concentrations in the umbilical cord (r = 0.73,
p = 0.00); between Ca and K concentrations in the fetal membrane (r = 0.73, p = 0.00), and we found
moderately positive correlations between placental Ca concentration and placental weight (p = 0.42,
p = 0.00) and between umbilical cord Mg concentrations and the length of the pregnancy (p = 0.42,
p =0.00). Negative correlations were found between Na and Ca concentrations in the fetal membrane
(r = —0.40, p = 0.00) and Na concentrations in the fetal membrane and Mg concentrations in the
placenta (r = —0.16, p = 0.02). Negative correlations were confirmed between the length of pregnancy
and head circumference (p = —0.42; p = 0.00), infant weight (p = —0.42; p = 0.00), infant length
(p = —0.49; p = 0.00), shoulder width (p = —0.49; p = 0.00); and between the infant weight and
head circumference (p = —0.62; p = 0.00), weight before delivery (p = —0.36; p = 0.00), infant length
(p = —0.45; p = 0.00), shoulder width (p = —0.63; p = 0.00), and weight gain during pregnancy
(p = —0.31; p = 0.01). We found statistically significant correlations between cigarette smoking before
pregnancy and the women’s weight before delivery (p = 0.32, p = 0.00), and a negative correlation
between the women’s ages and infant head circumference (p = —0.20, p = 0.02). This is probably
the first study to evaluate Ca, Na, K, and Mg concentrations in the afterbirth tissues of multiple
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pregnancies. It adds to the knowledge of elemental concentrations in multiple pregnancies and their
possible effects on fetal morphometric parameters.

Keywords: calcium; potassium; sodium; magnesium; pregnancy complications; preeclampsia; pregnancy

1. Introduction

Essential and non-essential elements ensure normal human development, reproduc-
tion, and health throughout life [1]. Among them, calcium (Ca), potassium (K), sodium
(Na), and magnesium (Mg) are responsible for metabolic and biochemical processes in the
cells of the body and the maintenance of proper pH, osmotic pressure, nerve conduction,
muscle contraction, and heart rhythm [2,3].

During pregnancy, the mineral metabolism of the mother must adapt to the increased
demand for elements created by the fetus and placenta. As a key micronutrient, Ca
plays different roles during fetus growth and development [4]. According to current
recommendations, the average requirements (AR) for Ca for pregnant women aged between
18 and 24 and those above 25 are, respectively, 860 and 750 mg/day, and the population
reference intake (PRI) is 1000 and 950 mg/day, respectively. For pregnant and lactating
women, the Tolerable Upper Intake Level (UL) should be 2500 mg of Ca from both the
diet and supplementation (EFSA) [5]. During pregnancy, there is a significant increase
in intestinal Ca?* absorption, which is mediated by the active metabolite of vitamin Dj
1,25-dihydroxycholecalciferol (1,25-(OH), D3, calcitriol), parathyroid hormone (PTH), and
calcitonin [6,7]. In the second trimester, Ca absorption is 57% higher, increasing to 72%
higher (250-350 mg) in the third trimester—the period of intense fetal bone growth [4]. The
fetal Ca concentration increases exponentially during pregnancy [8]. Calcium is delivered to
the fetus via three routes: transport to the placental syncytiotrophoblast from the maternal
blood via the epithelial calcium channel; Ca transfer to the fetal-facing basal membrane by
Ca-binding proteins, including calbindin-D9K; and via the cell membrane calcium ATPase,
which transports Ca across the fetal-facing basal membrane [9]. Jankowska et al. [10] have
shown that the majority of women in Poland do not satisfy the need for the most necessary
dietary elements, such as Ca. Polish recommendations in 2011 for Ca stated 1200 mg
per day; however, these are recommendations for women with a single pregnancy [11].
Inadequate Ca intake during pregnancy leads to decreased bone density in both the mother
and child. It can also lead to pregnancy-induced hypertension, a risk factor for preterm
delivery, low birth weight, and prenatal and maternal deaths [12].

Potassium (K) is an essential element for a normal pregnancy, with a recommended
adequate intake (AI) for pregnant women above 18 of 3500 mg/day (EFSA) [5]. It is
mainly absorbed in the small intestine and distal colon with ATPase [13]. There is no
proven effect of maternal hypokalemia on fetal parameters in humans, due to the efficient
compensation of K deficiency by the placenta. However, animal model studies have shown
that K deficiency impairs fetal growth [14]. Hyperkalemia, on the other hand, can cause
the development of gestational diabetes mellitus (GDM) and severe pre-eclampsia [15].
Gestational diabetes mellitus impairs normal fetal growth, and pre-eclampsia limits fetal
growth and can result in preterm labor [16].

Sodium is the most important electrolyte in extracellular fluids [17]. An intake of
2 g/day is considered a safe and adequate level, consistent with the reference value set
for adults (EFSA) [5]. It is absorbed from the intestines along with glucose and amino
acids by Na*/H* exchange and then is transported to enterocytes [18]. To the fetus, Na
is transferred via the syncytiotrophoblast Na* /K*-ATPase of the placenta [19]. Maternal
hyponatremia has been found to affect the occurrence of low birth weight, spontaneous
abortion, or impaired fetal growth [20].

140



Life 2023, 13, 153

30f16

Magnesium (Mg), a Ca antagonist [21], is the second most important intracellular
cation after potassium [22]. The recommended intake of Mg for pregnant women over 18
is 300 mg/day, while the maximum UL should not exceed 250 mg/day (EFSA) [5]. The
Polish recommendations from 2011 are 200-1000 Mg per day, but only concern women
with a single pregnancy [11]. Magnesium is absorbed in the jejunum and ileum via passive
transport related to the electrochemical gradient and diffusion via the transient receptor
potential melastatin type 6 (TRPMS6) ion channel [23]. High Mg concentrations in the
placenta may reduce Ca transport to the fetus [24]. Magnesium influences potassium
channels and can regulate its placental transport. Despite the use of supplementation,
many women have inadequate Mg levels [10]. Magnesium deficiency during pregnancy
can result in hypertension, pre-eclampsia, painful muscle contraction, and migraines [25].
In addition, Mg deficiency increases the risk of premature birth, gestational diabetes,
and fetal growth disorders [26]. Increased Mg intake during pregnancy is associated
with increased birth weight [27]. Magnesium supplementation is associated with lower
incidences of both preterm births and low birth weight [28]. However, hypermagnesemia
has toxic effects on pregnancy, leading to diminished deep tendon reflexes, apnoea, and
electromechanical dissociation [29].

The number of multiple pregnancies has increased significantly in recent years. This
is related to the use of assisted reproductive techniques—induced ovulation and in vitro
fertilization. The average duration of a single pregnancy is 39 weeks, while multiple preg-
nancies last, respectively, for twins 36 weeks, for triplets 32 weeks, and for quadruplets
30 weeks [30,31]. The variation in multiple birth rates across Europe in 2010 was classified
based on four groups of countries defined by multiple birth rates. The lowest group (less
than 15 twin births per 1000 women) included Central and Eastern European countries (Ro-
mania, Latvia, Lithuania, Poland, and Slovakia) and some Scandinavian countries (Iceland
and Sweden). The second group (15.0 to 16.9 per 1000) included Estonia, Portugal, Finland,
the United Kingdom, Italy, Norway, and Ireland, and the third group (17.0 to 18.9 per
1000) included Austria, France, the Netherlands, Luxembourg, Switzerland, Slovenia, and
Germany. The highest group (>19 per 1000) comprised Belgium, Malta, Spain, Denmark,
the Czech Republic, and Cyprus [32].

Multiple pregnancies are always higher-risk pregnancies. Women with multiple
pregnancies have a higher rate of pregnancy complications, fetal malformations, and
perinatal morbidity and mortality than women with single pregnancies [30]. Multi-
ple pregnancies can result in preterm labor, miscarriage, hypotrophy of both or one fe-
tus, intrauterine fetal demise, or fetal atrophy syndrome [33]. Preeclampsia is at least
2-3 times more common and is generally more severe in twin pregnancies than in singleton
pregnancies [34].

As micronutrient deficiencies can lead to serious long-term health consequences for
both mother and baby, it is very important to identify women at risk of these complications
as early as possible. Many studies address the role of Ca during pregnancy, but there are
fewer data on Ca supplementation in patients with multiple pregnancies. Also, there are
few available studies on Mg, Na, and K, and the results are inconclusive. That is why
this study aimed at evaluating the concentration of elements that play an important role
during pregnancy (Ca, Mg, Na, and K) in the placenta, fetal membrane, and umbilical
cord collected from women with multiple pregnancies from northwest Poland, as well as
evaluating associations between the studied elements and the morphometric parameters
of newborns from multiple pregnancies. The analysis of elemental concentrations in
the afterbirth can contribute to a better understanding of pregnancy disorders and the
possibility of using such data as a means of predicting the course of a pregnancy.
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2. Materials and Methods
2.1. Ethics Statement

This study was conducted from 2015 to 2021. The research was carried out with the
approval of the Biometric Committee of the Pomeranian Medical University in Szczecin
(KB-0012/76/14 from 13 October 2014). The study was conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki. Patients gave written consent to participate and were informed
that they could withdraw their consent at any stage of the study.

2.2. Study Population

The study involved pregnant women from north-west Poland (1 = 57), comprising
healthy un-complicated twin pregnancies (17 = 52) and triple pregnancies (n = 5),and
newborns (1 = 114), delivered at the Obstetrics and Gynecology Clinic of the independent
Public Clinical Hospital No. 2 of the Pomeranian Medical University of Szczecin, Szczecin,
The West Pomeranian Voivodeship, Poland. The West Pomeranian area is moderate in terms
of environmental conditions. This region is characterized by developed agriculture and the
food production industry. Other important industries mainly include wood processing,
chemicals, metallurgy, shipbuilding, and electricity production.

All of these births were resolved by cesarean section. The inclusion criteria for the
study were multiple pregnancies and newborns without perinatal illness, and the group
was randomly collected. All the women were without risk factors that could affect neonatal
parameters. Infants with anemia and chromosomal abnormalities and/or birth defects
were also excluded from the study.

The study comprised 40 pairs of dichorionic diamniotic twins, 11 pairs of mono-
chorionic diamniotic twins, 1 pair of monochorionic monoamniotic twins, 3 trichorionic
triamniotic triplets, and 2 dichorionic triamniotic triplets. The characteristics of the mothers
and their newborns are shown in Tables 1 and 2. Birth weight, length, and head circumfer-
ence were registered at the time of birth using standard anthropometric procedures. The
length of pregnancy was calculated based on the first day of the last menstrual period ac-
cording to Naegel’s rule and determined by the crown-rump length (CRL) measured using
ultrasonography in the first trimester. The anthropometric and biological characteristics of
the mothers (age, weight, morphological blood analysis) and the infants (shoulder width,
weight, length, head circumference, length of pregnancy, and sex) and the weight were
taken from medical records.

Table 1. Maternal and neonatal characteristics (AM, arithmetic mean; SD, standard deviation; Med,
median; 1, number of participants).

Parameter

AM + SD Med Range

maternal characteristics:

age (years) 31.0+ 48 31 21-41
weight (kg) before pregnancy 66.7 + 16.4 63 45-134
weight (kg) before delivery 844 + 183 82 58-140
weight gain during pregnancy 18.7 £ 8.6 16.0 8-38

neonatal characteristics:

length of pregnancy (weeks) 346+25 35 26-38
birth weight (g) 2247 + 497 2330 690-3350
length (cm) 478 + 43 48 29-55
head circumference (cm) 319+22 32 24-37
shoulder width (cm) 29.1 £ 3.0 29 18-36
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Table 1. Cont.
Parameter AM + SD Med Range
dichorionic diamniotic twins 1102 + 293 1200 510-1300
pregnancy (n = 40)
monochorionic diamniotic twins 1160 = 230 1200 800-1400
pregnancy (n = 11)
placenta weight (g) mono‘chormmc monoamniotic 420 40 420
twins pregnancy (n = 1)
dichorionic triamniotic triplets 700 + 57.7 700 650-750
pregnancy (n = 3)
trichorionic triamniotic triplets 571 4 212 642 280-780

pregnancy (n = 2)

Table 2. Smoothed centiles for birth weight and birth length of the boys (1 = 54) and girls (n = 65)
(Fenton Growth Chart).

Centiles for Length (cm) Boys Girls Total Centiles for Birth Weight (kg) Boys Girls Total
>3 or <97 40 50 90 >3 or <97 51 59 110
<3 or >97 14 15 29 <3 or >97 3 6 9

Information about socio-demographic characteristics, cigarette smoking before preg-
nancy, the use of dietary supplements, and obstetrical and gynecological histories, including
parity (number of deliveries) was gathered through general questionnaires. Most women
(n = 40) took the supplement Prenatal DUO®, consumed once daily, as assessed during
medical interviews at periodic meetings. Information on maternal diet during pregnancy
was not available. In our study, 73.7% of the women never smoked and 26.3% reported
they had stopped smoking either before pregnancy or during the first trimester.

Placentas were collected immediately after delivery, and then weighed and measured.
A representative 10-15 cm-long sample was excised from the middle of the radius (distance
between the insertion of the umbilical cord and the periphery) without fetal and maternal
membranes. Fetal membranes and umbilical cords were taken in their entirety for the study.

2.3. Determination of Metals in Afterbirths

The placentas (n = 107), umbilical cords (7 = 114), and fetal membranes (n = 112)
were collected immediately after delivery, and then weighed and measured, and stored at
—30 °C until the study group had been gathered. Before the analysis, the samples were
restored to room temperature, dried for three weeks at 55 °C, and later at 105 °C for seven
days to a constant weight. The prepared material was ground into a powder in a porcelain
mortar and 0.2 g was added to 5 mL of 65% HNO3 Suprapur (Merck, Kenilworth, NJ, USA)
and 1 mL of non-stabilized 30% HO, solution Suprapur (Merck, Kenilworth, NJ, USA) in
clean polypropylene tubes. The reagents were added to 333 vials, and each sample was
allowed a 30 min pre-reaction time in a clean room. Once the addition of all the reagents
was complete, the 333 samples were placed in Teflon vessels and heated in a microwave
digestion system (MARS 5, CEM). The samples were then transferred to acid-washed 15 mL
polypropylene tubes. The Ca, K, Na, and Mg levels were determined using inductively
coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-OES) using an ICAP 7400 Duo, Thermo
Scientific (Waltham, MA, USA). Analysis was performed in axial mode. Final 25-fold and
5-fold dilutions were performed before ICP-OES measurement. Blank samples were pre-
pared by adding concentrated nitric acid to tubes without a sample and diluting them in the
same manner as the test samples. Multi-element calibration standards (ICP multi-element
standard solution IV, Merck, Germany) were prepared with different concentrations of
inorganic elements in the same manner as the blanks and samples. Deionized water Direct
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Q UV (Millipore, Burlington, MA, USA) approximately 18.0 MQ2 was used to prepare all
solutions. The reliability of the analytical procedure was controlled by the determination
of elements in reference material with a known concentration: Bovine Muscle NIST-SRM
8414 reference material (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg,
MD, USA) and the recovery of internal standard (yttrium; Y) (Table 3).The concentration
values of the reference materials given by the manufacturers and our determinations are
shown in Table 3. The recovery of Y was 89-105%. The r? values for all standard curves
ranged between 0.998 and 1.000. To eliminate possible interference, the emission lines
were selected empirically in pilot measurements. The wavelengths (nm) were Ca = 315.887,
K =766.490, Na = 589.592, and Mg = 280.270. The Ca, K, Na, and Mg concentrations in
the placenta, the umbilical cord, and the fetal membrane are presented in mg/kg ! dry
mass (dw).

Table 3. Analysis of reference material Bovine Muscle NIST-SRM 8414.

Element Reference Values (mg/L) Percentage of Reference Values
Ca 145 £ 20 95.9
K 15,170 & 370 100.9
Na 2100 + 80 103.5
Mg 960 + 95 102.7

2.4. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using Statistica v13.0 (Stat Soft). Shapiro-Wilk
analysis was performed to test the normal distribution of the data. Spearman’s (rho, p)
correlation coefficient was used for nonparametric data, and Pearson correlation coefficients
for parametric data were used to determine the statistical significance of differences between
groups. The significance level was p < 0.05.

3. Results

The mean water constituents in the placenta, fetal membrane, and umbilical cord were
approximately 83%, 85%, and 88%, respectively. The concentrations of Ca, K, Na, and Mg
in the placenta are presented in Table 4. In the pairs of newborns, the total concentrations
of Ca, K, Na, and Mg in the tissues can be arranged (according to the AM) in the following
descending order:

e forCa, K, Mg: placenta > fetal membrane > umbilical cord;
e for Na: umbilical cord > fetal membrane > placenta.

The correlations between Ca, K, Na, and Mg concentrations in the tissues are shown
in Table 5. In the studied tissues from northwestern Poland, we found strong positive
correlations between:

e  Caand Mg concentrations in the umbilical cord (r = 0.81, p = 0.00) and fetal membrane

(r=0.73, p = 0.00);

e Kand Mg concentrations in the placenta (r = 0.73, p = 0.00);
e Caand K concentrations in the fetal membrane (r = 0.73, p = 0.00).

Negative correlations were found between Na and Ca concentrations in the fetal
membrane (r = —0.40, p = 0.00) and between Na concentrations in the fetal membrane and
Mg concentrations in the placenta (r = —0.16, p = 0.02).

144



Life 2023, 13, 153

7of 16

Table 4. Concentrations of sodium (Na), magnesium (Mg), calcium (Ca), and potassium (K) in the
placenta, umbilical cord, and fetal membrane (AM, arithmetic mean; Med., median; Max, maximum;
Min, minimum; SD, standard deviation) (in mg/kg'l dry mass, dw).

Placenta Umbilical Cord Fetal Membrane

AM + SD Med Range AM + SD Med. Range AM + SD Med.  Range
Twins (n = 52)
Ca 2498 + 2020 1659 531-8802 937 + 223 913 539-1571 1206 + 1088 764 403-7448
K 8895 + 2038 8991 3928-14,466 6147 + 1530 6015 3195-11,094 7440 + 1999 7427 2959-12,713
Na 9272 + 1915 8899 4493-16,519 25,850 6949 25267 10,773-48,850 13,385 + 3484 13,207 7913-21,879
Mg 436 + 110 421 229-808 322 + 62.0 321 215-560 373 £ 112 362 180-839
Triplets (n = 5)
Ca 2269 + 1794 2004 823-7753 1140 + 219 1192 774-1463 1544 + 955 1313 486-3367
K 8736 + 1871 9317 5969-12,329 6410 + 1440 5875 4874-9900 7589 + 2111 7685 3511-11,177
Na 9647 + 1528 7267 7267-12,520 35,085 + 8155 31,735 26,606-48,539 14,711 + 4259 13,893  9835-22,296
Mg 438 =79 473 326-530 369 + 483 378 288-430 354 +61.2 349 278-450
Total (n = 57)
Ca 2466 + 1983 1748 530-8802 957 + 230 927 539-1571 1252 + 1073 791 403-7448
K 8873 +£2009 8992 3928-14,466 6173 £ 1517 5985 3195-11,094 7460 = 2005 7655 2959-12,713
Na 9323 + 1865 9007 4493-16,519 26,757 + 7558 26,616  10,773-48,850 13,562 + 3602 13,231  7913-22,296
Mg 436 £ 106 423 229-808 326 +62.2 324 215-560 370 £ 107 362 180-839

Table 5. Pearson’s coefficients for correlations between Ca, K, Na, and Mg concentrations in the
placenta (P), umbilical cord (UC), and fetal membrane (FM).

Cayc Capm Kp Kuc Krm Mgp Mguc Mgrm
(p) (p) (p) p) (p) (p) (p) p)
& 047 0.73 0.27 0.73
2EM X (0.00) 0.000  (0.01) (0.00)
- 0.20 0.78
.3 (0.00) (0.00)
& 0.67 " 0.32 0.33 0.39 0.45
ve (0.00) (0.00) (0.00) (0.00) (0.00)
2 0.73 0.32 . 0.62 0.45
M (0.00) (0.00) (0.00) (0.00)
s 0.36 0.34 0.39 0.50 0.21 0.48
2 (0.00) (0.00) (0.00) (0.00) (0.04) (0.00)
" 0.34 0.22 0.52
e (0.00) (0.02) (0.00)
- —0.40 —0.16
™ (0.00) (0.02)
i 0.27 0.73 0.33 0.62 .
gp (0.01) (0.00) (0.00) (0.00)
M 0.81 0.27 0.39 . 0.23
8uc (0.00) (0.00) (0.00) (0.02)
- 0.73 0.55 0.45 0.45 0.23 %
&M (0.00) (0.00) (0.00) (0.00) (0.02)

Negative correlations were confirmed between the length of pregnancy and: (i) head
circumference (p = —0.42; p = 0.00), (ii) infant weight (p = —0.42; p = 0.00), (iii) infant
length (p = —0.49; p = 0.00), (iv) shoulder width (p = —0.49; p = 0.00), and between the
infant weight and (i) head circumference (p = —0.62; p = 0.00), (ii) weight before delivery
(p = —0.36; p = 0.00), (iii) infant length (p = —0.45; p = 0.00), (iv) shoulder width (p = —0.63;
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p = 0.00), and (v) weight gain during pregnancy (p = —0.31; p = 0.01). We found statistically
significant correlations between cigarette smoking before pregnancy and the women'’s
weight before delivery (p = 0.32, p = 0.00), and a negative correlation between the women’s
ages and infant head circumference (p = —0.20, p = 0.02) (Table 6).

In the study, we determined correlations between Ca, K, Na, and Mg concentration in
the placenta, umbilical cord, and fetal membrane and the parameters of the infants, length
of pregnancy, and cigarette smoking before pregnancy (Table 7). We found a moderately
positive correlation between:

e placental Ca concentration and placental weight (p = 0.42, p = 0.00);
e umbilical cord Mg concentrations and the length of the pregnancy (p = 0.42, p = 0.00).

Table 6. Spearman’s coefficients for correlations between anthropometric parameters of the infants,
intake of supplements, and selected characteristics of the mothers.

Head Infant Infant Shoulder Centiles Length of Placenta Weight before ~ Weight Gain Weight before
Circumference ~ Weight Length Width for Length Pregnancy Weight Delivery during Pregnancy ~ Pregnancy
(p) p) () (p) (p) (p) () (p) (p) (p)
Neonatal characteristics
centiles for -0.34 0.21 -0.34 -0.35 0.28 -0.19 -0.25
birth weight (0.00) 0.02)  (0.00)  (0.00) (0.00) (0.04) (0.04)
head circum- -0.62 0.57 0.76 —0.42 0.18 0.21 0.31
ference ¥ 0.00)  (0.00)  (0.00) (0.00) (0.05) (0.02) (0.01)
infant -0.62 —-0.45 ~0.63 —0.42 —-0.36 —-0.31
weight (0.00) X (0.00)  (0.00) (0.00) (0.00) (0.01)
infant 0.57 —0.45 0.66 —0.49 0.20 0.28
length (0.00) (0.00) s (0.00) (0.00) (0.03) (0.02)
shoulder 0.76 ~0.63  0.66 —0.49 0.23 0.25
width (0.00) (0.00) (0.00) % (0.00) (0.01) (0.01)
Maternal characteristics
weisht 021 ~036 020 025 0.22 . 0.64 0.1
delivery (0.02) (0.00) (0.03) (0.01) (0.02) (0.00) (0.00)
cigarette
smoking 0.32
before (0.00)
pregnancy
age of the -0.20
women (0.02)
Table 7. Spearman’s coefficients for correlations between the Ca, K, Na, and Mg concentrations in the
placenta (P), umbilical cord (UC), and fetal membrane (FM) and anthropometric parameters of the
infants, length of pregnancy, placenta weight, and cigarette smoking.
Cap Cayc Carpm Kp Kyc Krm Nap Nayc Mgrm  Mguc
(p) (p) (p) (p) (p) (p) (p) (p) (p) (p)
lenath of pregnanc 0.34 0.34 0.24 0.22 0.25 0.20 0.42
BRENOLpIcEnAncy (0.00) 0.00) (0.01)  (0.02) 0.01)  (0.04)  (0.00)
infant weight o 20 Uize
& (0.03) (0.03) (0.01)
SoiiTerwiiih -023 -021 -026 -0.24 -0.23 -029 -025 -0.25 -0.29
(0.01)  (0.03) (0.01) (0.01) (0.02) (0.01) (0.01) (0.01) (0.01)
infant length —0.24 -0.20 —0.24 -022 -0.21 -0.20 -0.27
& (0.01) (0.04) (0.01) (0.02)  (0.03) (0.04) (0.01)
5 0.24 0.22
centiles for length 0.01) ©0.02)
placenta weight ?64020)
3 -0.22
head circumference ©.02)
cigarette smoking before pregnancy ~024 ~024
(0.01) (0.01)
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4. Discussion

Intracellular ions (K and Mg) and extracellular ions (Na and Ca) affect pregnancy
and child development. The determination of the concentrations of essential elements in
the afterbirth allows a retrospective assessment of their effect on pregnancy and has been
the subject of research. Most often, the concentration of these elements is determined in
maternal blood and umbilical cord blood; there are limited data on the concentration of
these elements in the afterbirth tissues.

In the study presented here, a negative correlation was found between head circumfer-
ence and the mother’s age (Table 6). A similar correlation was found by Di Gravio et al. [35],
who showed reduced brain growth in the newborns of younger mothers. Despite the
notable differences in fetal head size between younger and older mothers, the authors
concluded that this did not affect the children’s health.

4.1. The Ca, K, Na, and Mg Concentrations in Afterbirth Tissues
4.1.1. Calcium

In the presented study, the average Ca concentration in the placenta from multiple
pregnancies was 1748 mg/kg~! dw. In singleton pregnancies, lower Ca levels were found
in women around 30 years of age from Poland (1004 mg/kg’1 dw) [24] and Jamaica (846
mg/kg 1) [36]. This may indicate that placental Ca concentrations are higher in multiple
pregnancies than in singleton pregnancies, confirming the findings by de Angelis et al. [37],
where the concentrations of Ca in the placenta of women with single and multiple preg-
nancies were 92 and 206 mg/kg ! dw, respectively. This could suggest that women
with multiple pregnancies are more likely to use dietary supplements and are more
concerned with a proper diet. However, Kot et al. [38] found a much higher concen-
tration of Ca in the placenta in women with a singleton pregnancy from the same area
(3474 mg/kg ™! dw). The concentration of Ca in the placenta may also be influenced by
the woman’s age. De Moraes et al. [39] noted that in the placenta of teenage women with
singleton pregnancies, Ca concentrations were lower than in adult women, med. at 512
and 2035 mg/kg !, respectively.

In the study presented here, Ca concentrations in the fetal membrane and umbilical
cords were 791 and 927 mg/kg ! dw, respectively. In contrast, Kot et al. [38] found much
higher Ca levels in the fetal membrane (1665 mg/kg~! dw) and lower Ca levels in the
umbilical cord (852 mg/kg ! dw) in singleton pregnancies.

The present study showed an indirect effect of Ca level on weight, shoulder width,
head circumference, and baby length (Table 7). In a similar study conducted on women
with singleton pregnancies, Grant et al. [36] found a positive correlation between placental
Ca levels and newborn weight. Doi et al. [40] showed that Ca concentration in the umbilical
cord blood is related to birth length and fetal growth. Khoushabi et al. [41] showed that
maternal serum Ca concentration relates to the newborn’s birth weight. The studies by
Elizabeth et al. [42] and Bogden et al. [43] confirmed that low birth weight is associated
with low Ca concentration in umbilical cord blood. Although hypocalcemia is not a
significant problem during pregnancy, the need to develop regimens for managing such
patients has been noted [44]. Insufficient Ca concentrations, most often caused by primary
hyperparathyroidism (PHPT), can lead to intrauterine growth restriction, the death of
the offspring, and severe neonatal hypocalcemia [45]. On the other hand, Liebgotta and
Srebrola [46] showed in a laboratory study on rats that continuous access to a Ca-rich diet
resulted in reduced fetal weight and delayed skeletal calcification in the fetus.

The present study also found a positive correlation between the umbilical cord Ca
concentration and the duration of the pregnancy. Thus, it can be speculated that Ca defi-
ciency may shorten pregnancy time, but no other studies confirm these observations. Malas
and Shurideh [47] showed that low Ca levels during pregnancy can result in postpartum
hypertension. Ephraim et al. [48] showed that low Ca levels significantly affect the oc-
currence of pregnancy-induced hypertension and pre-eclampsia. The experimental study
by DeSouse et al. [49], on trophoblastic debris taken from the placentas of women with
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pre-eclampsia, confirmed the effect of Ca in preventing endothelial cell activation induced
by trophoblastic debris from pre-eclamptic placentae. In contrast, hypercalcemia, a rare
condition and most often occurring during primary hyperparathyroidism (PHPT) [50,51],
can also significantly shorten a pregnancy, termination in the course of pre-eclampsia, or
neonatal death due to hypoparathyroidism [45,52].

4.1.2. Potassium

In the study presented here, average K concentrations in placentas collected from
multiple pregnancies were 8873 mg/kg !, and those in the fetal membrane and umbilical
cord were 6173 and 7460 mg/kg !, respectively. Similar results for K concentrations in the
placenta were shown by Mazurek et al. [24], ranging from 1138 to 10,093 mg/kg '

The concentrations of K in the placenta, the umbilical cord, and the fetal membrane
significantly correlated with the physical parameters of the infants (Table 7). However,
there are not many scientific studies on the direct effects of K on the fetus. In a similar
study involving women with singleton pregnancies, Grant et al. [36] found no correlation
between placental K concentration and infant weight. In contrast, the authors found a
negative correlation between K concentration and neonatal birth weight, which may have
been related to low arterial blood pressure. Bell et al. [53] showed that an unregulated
supply of K (especially from the environment) could affect an infant’s birth weight and,
thus, its morphometric parameters. Similar results were obtained by Mazurek et al. [24],
who proved that higher concentrations of K in the mother’s placenta resulted in a low
birth weight. In the present study, K concentration was found to significantly affect the
pregnancy’s duration, an effect that has been linked to the association of K with severe
pre-eclampsia [54]. Low K concentrations, especially in the first half of a pregnancy, are
significantly associated with a lower risk of severe pre-eclampsia [55].

4.1.3. Sodium

In the present study, average Na concentrations in the placenta in multiple pregnan-
cies were 9323 mg/kg’1 dw, and in the fetal membrane and umbilical cord, 26,757 and
26,616 mg/kg ! dw, respectively.

Sodium affects fetal growth, increases cell mass, and stimulates cell proliferation and
protein synthesis. The direct effect of Na deficiency on child development is confirmed
by studies in pregnant women [56] and laboratory animals [57,58]. In the study presented
here, we found that the Na concentration in the umbilical cord significantly influenced fetal
weight, shoulder width, body length, and the head circumference of the baby (Table 7).
Similarly, the placental Na concentration greatly affected the weight, body length, shoulder
width, and length of the baby (Table 7). Likewise, Lagiou et al. [59] found that the pregnant
woman'’s optimal Na intake significantly affected the baby’s morphometric parameters,
especially the baby’s birth weight. In contrast, Grant et al. [36], studying women with
singleton pregnancies, found no relationship between placental Na concentration and the
newborn’s weight.

Na concentration in the umbilical cord showed a positive linear correlation with the
duration of the pregnancy. A low level of Na (hyponatremia) is the most common electrolyte
abnormality that may pose a risk to pregnancy [60] and contribute to pre-eclampsia, which
can result in a shorter pregnancy [61-63]. Hsu et al. [64] showed that hyponatremia in
pre-eclampsia can lead to maternal respiratory and circulatory arrest. This is also confirmed
by Powel et al. [65], based on a case report of a twin pregnancy and data from the literature
showing that pregnant women should be screened for water—electrolyte balance as part of
a risk assessment for pre-eclampsia, as elevated Na levels can also be a risk factor for this
condition [66].
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4.1.4. Magnesium

In the study presented here, the average concentration of Mg in the placenta taken from
women with multiple pregnancies was 436 mg/kg ! dw. In singleton pregnancies, a much
lower concentration of Mg was found by Mazurek et al. [24] in placentas, ranging from
66 to 377 mg/kg . In comparison, in a study conducted in the US, de Angelis et al. [37]
found that the concentration of Mg in placentas from multiple pregnancies (56 mg/kg™!)
was higher than for singleton pregnancies (23 mg/kg ). In the study by Osada et al. [67],
conducted on a group of singleton pregnancies with an appropriate gestational age (AGA),
the Mg concentration was 18 umol/l, while in a group of singleton pregnancies with
intrauterine growth retardation (IGUR), the Mg concentration was 21 pumo/1 pmol/L. In
our study, Mg concentrations in the fetal membrane and umbilical cords were 326 and
324 mg/kg !, respectively.

In the present study, we found that Mg concentrations in the fetal membrane and
umbilical cord significantly correlated with the baby’s weight, length, shoulder width,
and body length centile (Table 7). Hypomagnesemia in pregnancy is quite common, espe-
cially in developing countries [68], which significantly increases the chances of low birth
weight [69] and intrauterine fetal growth retardation (IUGR) [70-72]. Laboratory studies
in mice have confirmed the adverse effects of Mg deficiency on placental and fetal devel-
opment [73,74]. Kazemi-Darabadi and Akbari [75] confirmed in a rat model a difference
between an Mg-supplemented animal group and a control group in morphometric param-
eters, such as weight, length, and the shoulder width of the fetuses. Enaruna et al. [68]
studied pregnancies in a university hospital in Benin and showed that hypomagnesemia
significantly contributes to pre-eclampsia and preterm labor. In the present study, the re-
sults indirectly showed that Mg substantially influenced the length of a pregnancy. Preterm
labor is associated with uterine muscle cell hyper-reactivity [26,76] or endothelial dysfunc-
tion [77]. Kovo et al. [78] confirmed the significant anti-inflammatory effect of Mg in an
experimental study on placentas, and selected cotyledons were cannulated. Additionally,
they showed that Mg administered in the form of magnesium sulfate (MgSOy,) blocked
an increase in the levels of proteins involved in the inflammatory cascade, including the
nuclear factor K light chain enhancer of the activated B cells (NF-«B), interleukin (IL) 6,
adrenocorticotropic hormone (ACTH), and nitric oxide synthase (NOS).

4.2. The Influence of Tobacco Smoke

The mother’s lifestyle during pregnancy has a significant impact on her own and
her child’s health [79]. Smoking cigarettes during pregnancy has been found to shorten
the gestation period and cause lower birth weight and body length [80-82]. The most
serious consequences of smoking during pregnancy are intrauterine fetal death and an
increased risk of sudden infant death syndrome (SIDS) in the first months of life [83]. In
the present study, none of the women smoked cigarettes during pregnancy, but 15 women
had smoked cigarettes before pregnancy. The present study found an association between
smoking cigarettes before pregnancy and women'’s higher weight just before delivery.
Hulman et al. [84] and Adegboye et al. [85] noted that quitting smoking during pregnancy
results in significant weight gain for pregnant women. Unfortunately, none of these studies
apply to women who ceased smoking before pregnancy. Smoking women had higher Ca, P,
K, Mg, Fe, Cu, and Cd concentrations in the placental tissue than non-smokers [24].

4.3. Limitations of This Study

The limitations of this study are associated with its design, which was intended
to present general trends and provide hypotheses for further research in this field. It
evaluated Ca, K, Na, and Mg concentrations in the placenta, umbilical cord, and fetal
membrane, to obtain information on the influence of the elements on the morphometric
parameters of the baby and the duration of the pregnancy, as well as mutual correlations
showing their antagonistic/non-antagonistic effects. However, it lacks the determination
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of the parameters of the renin-angiotensin-aldosterone system responsible for controlling
potassium-sodium balance.

This paper did not analyze the parameters responsible for Ca absorption, such as
vitamin D3 1,25- dihydroxycholecalciferol (1,25-(OH), D3, calcitriol), parathyroid hormone
(PTH), and calcitonin. In addition, the data on dietary supplements and smoking were
collected through a voluntary questionnaire. Diet was not strictly controlled. Further
limitations include the lack of assessment of the uterine position, vascularization, and
function by Doppler and biochemical tests, i.e., PLGF.

Twin data provide a unique opportunity to analyze data related to pregnancies. How-
ever, using appropriate statistical methods is fundamental for exploiting such potential.
However, in this study, we mainly wanted to show the correlation between the concen-
tration of calcium, potassium, sodium, and magnesium in the placenta, umbilical cord,
and fetal membrane of women with multiple pregnancies. The main limitations of using
selected “simple” statistical methodology are that it requires a binary exposure, adaptations
for binary outcomes and sub-optimal inference, confounders cannot be included, and it is
unsuitable for repeated measurements. Moreover, samples were treated as independent.

The primary intention was to illustrate approaches for further research on micronu-
trients in multiple pregnancies, which are just beginning to be studied due to the annual
increase in the percentage of multifetal pregnancies compared to singleton pregnancies [86].
Our research may indicate the way for further studies, but it should be taken into considera-
tion that all those elements are under homeostatic control in body fluids and are influenced
by underlying (patho)physiological factors of the organism as well as personal nutritional
and lifestyle habits

5. Conclusions

The conclusions of this study should be interpreted conservatively/carefully, due
to the many limitations of the study and the simple statistics. However, it adds to the
knowledge of elemental concentrations in multiple pregnancies and their possible effects
on fetal morphometric parameters.
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XIl. Oswiadczenia wspoétautorow

Prof. dr hab. n. med. Danuta Kosik-Bogacka Szczecin, 12.04.2023 r.
Samodzielna Pracownia Botaniki Farmaceutycznej

Katedra Biologii i Parazytologii Medycznej

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy: Grzeszczak K, Kwiatkowski S, Kosik-Bogacka D. The Role

of Fe, Zn, and Cu in pregnancy. Biomolecules. 2020;10(8):1176 mdj udziat polegat na
pomocy w zaprojektowaniu badan i nadzorze nad ich wykonaniem, korekcie manuskryptu i
ostatecznej jego akceptacji

Os$wiadczam, ze w pracy: Grzeszczak K, Kapczuk P, Kupnicka P, Cecerska-Hery¢ E,
Kwiatkowski S, Chlubek D, Kosik-Bogacka D. Calcium, potassium, sodium, and magnesium
concentrations in the placenta, umbilical cord, and fetal membrane from women with multiple
pregnancies. Life (Basel). 2023;13(1):153 méj udziat polegat na pomocy w zaprojektowaniu
badan i nadzorze nad ich wykonaniem, korekcie manuskryptu i ostatecznej jego akceptacji.
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Prof. dr hab. n. med. Sebastian Kwiatkowski Szczecin, 12.04.2023 1.
Katedra i Klinika Potoznictwa i Ginekologii
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE
O$wiadczam, Ze w pracy: Grzeszezak K, Kwiatkowski S, Kosik-Bogacka D. The Role
of Fe, Zn, and Cu in pregnancy. Biomolecules. 2020;10(8):1176 moj udziat polegal na
pomocy w pisaniu manuskryptu.

prof. dr hab. n. med. Sebastidn-Kwiatkowski

Oswiadczam, ze w pracy: Grzeszczak K, Kapczuk P, Kupnicka P, Cecerska-Hery¢ E,
Kwiatkowski S, Chlubek D, Kosik-Bogacka D. Calcium, potassium, sodium, and magnesium
concentrations in the placenta, umbilical cord, and fetal membrane from women with multiple
pregnancies. Life (Basel). 2023;13(1):153 m¢6j udzial polegal na pomocy w pisaniu
manuskryptu.

prof;
ofe ;;rech:ff. n. med, Sebayyy
Ja lﬂan POloznicty .
'Pecjalisty perj; atougiio
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Dr n. med. Elzbieta Cecerska-Hery¢ Szczecin, 12.04.2023 1.
Zaktad Medycyny Laboratoryjnej
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE
Oswiadczam, ze w pracy: Grzeszczak K, Kapczuk P, Kupnicka P, Cecerska-Heryé E,
Kwiatkowski S, Chlubek D, Kosik-Bogacka D. Calcium, potassium, sodium, and magnesium
concentrations in the placenta, umbilical cord, and fetal membrane from women with multiple
pregnancies. Life (Basel). 2023;13(1):153 udzial polegal na analizie formalnej artykutu.
ADIUNKT
Zaktadu Medycyny Laboratoryjne)
\Z‘r‘u mu Elzbieta Cecorska- ,
Uakih Ut ala, o '7(,
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Prof. dr hab. n. med. Dariusz Chlubek Szczecin, 12.04.2023 1.
Katedra i Klinika Biochemii i Chemii Klinicznej
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE

Os$wiadczam, ze w pracy: Grzeszczak K, Kapczuk P, Kupnicka P, Cecerska-Heryé E,
Kwiatkowski S, Chlubek D, Kosik-Bogacka D. Calcium, potassium, sodium, and magnesium
concentrations in the placenta, umbilical cord, and fetal membrane from women with multiple
pregnancies. Life (Basel). 2023;13(1):153 mdj udzial polegal na pomocy w pisaniu
manuskryptu.
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Dr n. med. Patrycja Kupnicka Szczecin, 12.04.2023 1.
Katedra i Klinika Biochemii i Chemii Klinicznej
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE

O$wiadczam, ze w pracy: Grzeszczak K, Kapczuk P, Kupnicka P, Cecerska-Hery¢ E,
Kwiatkowski S, Chlubek D, Kosik-Bogacka D. Calcium, potassium, sodium, and magnesium
concentrations in the placenta, umbilical cord, and fetal membrane from women with multiple
pregnancies. Life (Basel). 2023;13(1):153 méj udziat polegal na walidacji metodyki.

..... %AW&M .

Podpis
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Dr n. med. Patrycja Kapczuk Szczecin, 12.04.2023 r.
Katedra i Klinika Biochemii i Chemii Klinicznej
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy: Grzeszczak K, Kapczuk P, Kupnicka P, Cecerska-Hery¢ E,
Kwiatkowski S, Chlubek D, Kosik-Bogacka D. Calcium, potassium, sodium, and magnesium
concentrations in the placenta, umbilical cord, and fetal membrane from women with multiple
pregnancies. Life (Basel). 2023;13(1):153 mdj udzial polegal na pomocy w opracowaniu
metodologii oraz realizacji badaf naukowych.
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Xlll. Dodatkowe zatgczniki

Zatacznik 3
ZGODA NA PRZETWARZANIE DANYCH OSOBOWYCH DLA UCZESTNICZKI
BADANIA

Wyrazam zgode na przetwarzanie moich danych osobowych obejmujgcych: imie, nazwisko,
wiek, zawodd, grupe krwi, informacje dotyczace stanu zdrowia, informacje o natogach. Dane
te zbierane bedg do badania naukowego wymaganego do przygotowania rozprawy
wymaganej do uzyskania stopnia naukowego, w celu realizacji badan do pracy doktorskiej
zgodnie z rozporzgdzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z dnia
27 kwietnia 2016 r. w sprawie ochrony os6b fizycznych w zwigzku z przetwarzaniem danych
osobowych i w sprawie swobodnego przeptywu takich danych oraz uchylenia dyrektywy
95/46/WE (ogodlne rozporzgadzenie o ochronie danych) (Dz.Urz. EE L 119 z 04.05.2016, str.
1).

W zakresie w jakim dane przetwarzane sg na podstawie Pani/Pana zgody w kazdej chwili
przystuguje Pani/Panu prawo do wycofania zgody na przetwarzanie danych osobowych, ale
cofniecie zgody nie wptywa na zgodnos¢ z prawem przetwarzania, ktérego dokonano na
podstawie tej zgody przed jej wycofaniem.

Data Czytelny podpis

Zgodnie z art. 13 ogodlnego rozporzgdzenia o ochronie danych osobowych z dnia 27 kwietnia
2016 r. (Dz. Urz. UE L 119 z 04.05.2016) informuje Panig/Pana, ze:

1) administratorem Pani/Pana danych jest Konrad Grzeszczak. Kontakt mozliwy jest pod
numerem Tel: 782 828 049 lub adres e-mail: konrad.grzeszczak@pum.edu.pl,

2) celem przetwarzania Pani danych osobowych jest udziat w badaniu naukowym, w tym
przygotowanie rozprawy wymaganej do uzyskania stopnia naukowego,

3) podstawa przetwarzania Pani danych jest art. 6 ust. 1 lit a - w przypadku danych
zwyktych oraz art. 9 ust. 2 lit j - w przypadku przetwarzania danych szczegolnej kategorii
0golnego rozporzgdzenia o ochronie danych osobowych z dnia 27 kwietnia 2016 r.,

4) podane dane osobowe przechowywane bedg do czasu uzyskania celu, o ktérym mowa
w pkt 2 lub do czasu odwotania przez Panig/Pana zgody,

5) podanie przez Panig danych osobowych jest dobrowolne, jednakze brak zgody na ich
przetwarzanie lub niepodanie danych w zakresie wymaganym przez Administratora
uniemozliwi udziat w badaniu,

6) odbiorcami Pani danych osobowych bedg wytgcznie podmioty uprawnione do uzyskania
danych osobowych na podstawie przepisow prawa, podmiot Swiadczgce ustugi dla
Administratora,

7) posiada Pani prawo zadania od Administratora dostepu do swoich danych osobowych,
prawo do ich sprostowania, usuniecia lub ograniczenia przetwarzania, prawo do
przenoszenia danych oraz prawo do cofniecia zgody w dowolnym momencie bez
wptywu na zgodnos¢ z prawem przetwarzanie, ktérego dokonano na podstawie zgdd
przed ich cofnieciem,

8) ma Pani prawo wniesienia skargi do organu nadzorczego, tj. Prezesa Urzedu Ochrony
Danych

Data Czytelny podpis
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Zatacznik 4

" INFORMACJA DLA PACJENTKI

Na temat badania: Stezenia pierwiastkow s$ladowych oraz
makroelementéw we krwi matki i pepowinowej oraz poptodéw
na tle warunkéw srodowiskowych

Zanim podejmiecie Panie decyzje o uczestnictwie w badaniu
prosze o doktadne przeczytanie podanych informacji. Udziat w
niniejszym badaniu jest catkowicie dobrowolny, w zwigzku z
tym, decyzja negatywna w zaden sposo6b nie wplynie na dalsze
Pani leczenie. Do badan uzyty zostanie materiat pooperacyjny,
ktory przeznaczony jest do utylizacji, a nie pobrany celowo do
zaplanowanych badan.

Wraz z postepujgcym zanieczyszczeniem Srodowiska oraz
rbwnoczesnym rozwojem medycyny wiekszg uwage zwraca sie
na przeciwdziatanie skutkédw degradacji $rodowiska, a takze
poszukiwaniu przyczyn miedzy innymi niepowodzen potozniczych.
Wsrdd réznych rodzajow materiatdw biologicznych przy okresleniu
narazenia ptodu na pierwiastki Sladowe najczeSciej stosuje sie
lozysko. Stwierdzono, Zze narazenie kobiet na wystepujgce
w Srodowisku ksenobiotyki, w tym rte¢ (Hg), otow (Pb) i arsen (As)
zwieksza ryzyko poronienia. Do organizmu cziowieka rtec
dostaje sie gtébwnie wraz =z dietg rybng, a takze
z amalgamatowych wypetnieh stomatologicznych.

Palenie tytoniu nalezy do najpowazniejszych wspotczesnych
zagrozen cywilizacyjnych. Dym tytoniowy zawiera miedzy innymi
okoto 30 jonéw metali, w tym kadm (Cd) i otéw (Pb). Kadm wptywa
na procesy rozrodu zaburzajgc miesigczkowanie, zmniejszajgc
ptodnos¢ i mase urodzeniowg noworodkow, a zwigksza czesto$é
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samoistnych poronien i przedwczesnych porodow. Natomiast
wzrastajgcy poziom otowiu podczas cigzy moze by¢ przyczyng
zwiekszonego ryzyka przedwczesnego porodu, poronien
samoistnych, nadcisnienia indukowanego cigzg oraz zespotu
przedwczesnego pekniecia pecherza ptodowego.

Dla prawidtowego rozwoju ptodu bardzo wazna jest tez
odpowiednia ilo§¢ mikro- i makroelementéw. Stwierdzono, ze
niedobor zelaza (Fe) w przebiegu cigzy moze wigzac¢ sie z wzrostem
ryzyka wystgpienia powiktan w postaci niskiej masy urodzeniowej,
wystgpienia porodu przedwczesnego, przedwczesnego pekniecia
pecherza ptodowego oddzielenia fozyska, zaburzen czynnosci
skurczowej macicy oraz infekcji w przebiegu potogu. Niedobér cynku
(Zn) podczas cigzy objawiajg sie zaburzeniami w rozwoju
i funkcjonowaniu uktadu nerwowego u ptodu. Natomiast duze
stezenie tego pierwiastka w surowicy obniza wchtanianie zelaza (Fe)
i miedzi (Cu).

CEL PROJEKTU

Ocena stezenia pierwiastkéw, w tym kadmu (Cd), otowiu (Pb),
rteci (Hg), cynku (Zn), miedzi (Cu), chromu (Cr), zelaza (Fe), niklu
(Ni), wanadu (V), selenu (Se), srebra (Ag), wapnia (Ca), magnezu
(Mg), molibdenu (Mo) i zwigzkéw fluoru (F), we kwi matki
i pepowinowej oraz tozysku, pepowinie i btonach ptodowych.

POUFNOSC

Otrzymane wyniki sg catkowicie poufne. Od momentu
wyrazenia przez Panig zgody na badanie, wszystkie probki zostang
oznaczone wytgcznie numerem kodowym, ktory bedzie tajnie i Scisle
chroniony przed osobami trzecimi.

KORZYSCI WYNIKAJACE Z UDZIALU W BADANIU

Oczekuje sie, ze badania pozwolg lepiej poznac stezenie
pierwiastkbw we kwi matki i pepowinowej, w fozysku, pepowinie
i btonach ptodowych, przy uwzglednieniu pewnych warunkéw



srodowiskowych. Wiele wskazuje na to, ze informacja o ryzyku
narazenia wewnatrzmacicznego na niskie dawki np. otowiu, rteci
zwigzane z narazeniem S$rodowiskowym w tym: paleniem
papieroséw podczas cigzy, dietg rybng moze by¢é przydatna
w praktyce ginekologiczno-potozniczej.

Zadna z 0s6b, od ktérej pozyskiwany bedzie materiat badany
nie odniesie bezposrednio korzysci z udziatu w tych badaniach, gdyz
majg one charakter wylacznie naukowy. Nie bedg Panstwo
informowani o wynikach badan. Zebrane informacje mogg miec
natomiast istotne znaczenie w przysziej profilaktyce i ocenie wptywu
pierwiastkow metalicznych na organizm cziowieka.

ODPLATNOSC

Udziat w badaniu jest catkowicie bezptatny.

Na badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie (uchwata nr KB-
0012/76/14; 13.10.2014 r ).
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Zatacznik 5

POMORSKI INIWERSYTET MEDYCZNY i
W SZCZECINE /\;;
K o.l

KOMISJA BIOETYGZNA & 5 A

70-204 Szczecin, ul. Rybacka 1 U
tel +48 914800 773, fax +48 91 4800 842 ? M

e-mail: bioetyka@pum.edu.pl

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szezecinie

Uchwata nr KB-0012/76/14
Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie z dnia 13.10.2014 r.

Na podstawie art. 29 ust. 1 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza i lekarza dentysty (Dz. U.
z05.11.2008 r. Nr 136, poz. 857) oraz § 6 rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia 11 maja
1999 r. w sprawie szczegblowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji bioetycznych
(Dz. U. Nr 47, poz. 480) uchwala sie, co nastepuje:

§1

Komisja Bioetyczna Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie /obradujaca iwydajaca opinig
zgodnie z zasadami GCP Good Clinical Practice/ w skladzie wedlug listy dotaczonej do uchwaly, po zapoznaniu
sie z dokumentacja projektu badawczego pt.:

"Stezenia pierwiastkéw $ladowych oraz makroelementow we krwi matki i pgpowinowej
oraz poptodow na tle warunkow Srodowiskowych'".

stwierdza:
1. oérodek, w ktérym ma by¢ przeprowadzone badanie spetnia wymogi dla jego przeprowadzenia,
2. kwalifikacje zawodowe i naukowe kierownika badania gwarantuja wiasciwe przeprowadzenie badania,

3. osoby poddane badaniu zostang szczegdlowo zapoznane z celami i zasadami przeprowadzenia
doswiadczenia, ze spodziewanymi dla nich korzysciami leczniczymi oraz o ryzyku zwigzanym
z poddaniem sie eksperymentowi,

4. zagwarantowano w badaniu obowiazek uzyskania $wiadomej zgody od wszystkich badanych osob lub ich
przedstawicieli ustawowych, ochrong danych osobowych uczestnikéw badania oraz mozliwosci
odstapienia od udziatu w eksperymencie w kazdym jego stadium.

W zwiazku z powyzszym Komisja Bioetyczna PUM wyraza pozytywna opinie o zaprezentowanym badaniu.
§2

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku i przedstawionego projektu; kazda zmiana
i modyfikacja projektu badawczego wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowigzany jest
do informowania o wszelkich poprawkach, ktore moglyby mie¢ wplyw na opinie Komisji, o cigzkich
lub niespodziewanych zdarzeniach niepozadanych i nieprzewidzianych okolicznosciach, o zakoriczeniu badania
i 0 jego wynikach.

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie, 70-204 Szczecin, ul. Rybacka 1, tel. + 48 9148 00 700, fax + 48 91 48 00 705, www.pum.edu.pl
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POMORSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY
W SZCZECINIE
KOMISJA BIOETYCZNA .
70-204 Szczecin, ul. Rybacka 1
+48 91 4800 773, fax +48 91 4800 842 § 3
e-mall bioe:yka@pum.edu.p!

tel
Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia i obowigzuje na okres badania.

Glowny Badacz:
— drhab. n. med. Danuta Kosik-Bogacka - Katedra i Zaktad Biologii i Parazytologii Medycznej.

Wspothadacze:
— drn. med. Natalia tanocha,

— prof. dr hab. Witold Malinowski,

— drn. med. Stawomir Szymanski,

— prof. dr hab. n. med. Elzbieta Kalisinska,
— mgr Natalia Tomska.

Recenzent badania:
— prof. dr hab. n. med. Jacek Rudnicki.

Lista dokumentow zataczonych do wniosku:
— Whniosek do Komisji Bioetycznej PUM w Szczecinie o wyrazenie opinii o projekcie badawczym,
—  Opis projektu badawczego,
— Notki biograficzne gtéwnego badacza oraz wspdtbadaczy,
— Informacja dla pacjenta,
— Formularz pisemnej zgody pacjenta,
— Ankieta dla pacjenta,
—  Zgoda lek. med. Jerzego Subczyrskiego - ,Kutnowski Szpial Samorzadowy” na przeprowadzenie badan.

PRZEWODNICZACY
Komisji Bioetycznej
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie

prof. dr hab. n. med. Marek Drozdzik
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POMORSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY
% W SZCZEGINIE
Al

ax +48 91 4300 842
a@oum edu.p!

purm edu.p!

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

i Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie uczestmczqc;ch
w posiedzeniu w dniu 13 pazdziernika 2014 r.

czlonkow Komisj

Przewodniczacy:
1. prof. dr hab. Marek Drozdzik

Wiceprzewodniczaca:
2. mgr Maria Matusiak

3. prof. dr hab. Dariusz Chlubek

4, dr hab. Marek My$lak

5. dr hab. Maciej Zukowski

6. prof. dr hab. Zdzistawa Kornacewicz-Jach
7. prof. dr hab. Dariusz Bielicki

8. dr hab. prof. nadzw. PUM Andrzej Brodkiewicz
9. dr hab. Krystyna Lisiecka

10. prof. dr hab. Piotr Prowans

11. prof. dr hab. Jacek Rudnicki

12. ks. prof. Henryk Wejman

13. ks. dr hab. prof. US Wiestaw Dyk

14. mgr Witold Frankiewicz

15. mgr Bernadeta Lega

e 0
ol

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie, 70-204 Szezecin, ul. Rybacka 1, tel. + 48 91 4800 700, fax + 48 91 48 00 705, www.pumn.edu.pl

166



Zalacznik 6

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

Uchwata nr KB-0012/76/14/A-1
Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie z dnia 09 marca 2020 r.

Na podstawie arl. 29 ust. 1 ustawy z dnia 5 grudnia 1296 roku o zawodzie lekarza | lekarza dentysty
(it 2 2019 r., Dz.U. poz. 537 z pdzn. zm.) oraz § 6 rozporzadzenia Ministra Zdrowia | Opieki Spolecznej
z dnia 11 maja 1999 r. w sprawie szczegblowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu
dzialania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz. 480) uchwaia sig, co nasiepuje:

§1
Komisja Bioetyczna Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, w skladzie wedlug
dolaczonej do niniejszej Uchwaly listy, po zapoznaniu sie z dokumentacja dotyczaca zmian w projekcie
badawczym pt.:

"Stgzenia pierwiastkow Sladowych oraz makroslementw we krwi matki | pgpowinowej oraz poplodow
na tle warunkéw $rodowiskowych"

ktory uzyskat pozytywna opinie Komisji, wyrazong w Uchwale Nr KB-0012/76/14 z dnia 13.10.2014 1.
wyraza pozytywna opinie na wprowadzenie nastepujacych zmian:

— przediuzenie zgody na badanie do 12.2022r.;
— poszerzenie zespolu badawczego o mgr Konrada Grzeszezaka

§2
Uchwala wchodzi w zycie z dniem podijecia.
PRZEWCOMINZ S CY
Fomorstiego w Stezaivy
prof. dr hab. n. mad. Marek Dradzik
Pouczenie:
1.mwmmmm #
1) podmiot zamsrzaja
mwwwmuwwmymmpmm
lkomisia Dioetyczna wiascaws dia o$rodia, kory
20ontneon‘xymnmwm‘mngumadnmmq mmmmm-mso

Odwolswers] Komis§ Sicetycane] pray Ministrzs Zdrowia, w terminie 14 dni od dnla ofrzymanis uchwaly.
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Lista obecnosci czionkow Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie

09 marca 2020 r.
Imig i nazwisko Miejsce pracy
Samodzeiny Publiczny Szpial Kiniczny Nr 2
1 | prof. drhab. n. med. Marek Drozdzik | PUM w Szzecin o Rh’m{
* | (choroby wewnetrzne) o
2 mgr Gabriela Hofman
poiozna
dr hab. n. med. prof, PUM Anita u
Chudecka - Giaz 70111 Saczesin, =l Powstanoow Wiskopolskich 72

(ginekologia | poloznictwo, ginekologia
onkologiczna)

Kiinika Ginekoiogi Operacyine} | Onikaiog Ginekaiogicznej Dorashych |
Daiewszat

Samodzieiny Pablicany Wojswodak! Sapital Zespolony
im. Mari S i8j - Curie

71-455 Szezecin, ul. Arkoniska 4
ommoumwnmmm

moamummmwn
Kissoamik: Zskiad Katsstrof

dr n. med. Anita Horodnicka - Jozwa

specjalista pediatra, diabetoiog,
endokrynolog i diabetolog dziecigcy

SamdnshyPMy&mdmli
Mmum
mm! Tadeusza

mmmmm =
drn. med. Edyta Zagrodnik
8. . mwrmwwm
anestezjoiogia | Intensywna ferapia 72010 Police, ul. Siediecka 2 W
Oddziat n il T | Dzsci
Samodneiy Publiczny Szpital Kiiniczny Nr 1 ' V
. w Szczecinis
7 mwm.mmmm im. peot, Tad
choraby wewngirzne, gastroenteroiogia | 74.252 Szczec, ul. Ui Lubelskie} 1 = /
Katedra | Kinia
. dr hab. n. med. prof. PUM Andrzej %T:mm g “l-m"’ﬁ / S}/({
| Brodkiewicz e w Szczecinie ¥ y :
pediatna, nefrologia dziscigca Kierownikc Qddzial Kiinkany Pediatil, Nefrologi Deciecej Dislizoterapt <~ = © ’
| Leczenia Cstrych Zatue ) \
Snmdtlvy?xﬂmqswﬂmﬂrz / k/& '
dr hab. n. med. Krystyns Lisiecka W Saczechio Al
8 mmmum I
stomatologia zachowawcza Zaktad Stomatologh Dzisciecs) T—— ./ﬁﬂ
E >
prof. dr hab. n. med. Piotr Prowans |5, ":,'s‘,u s
10. | chirurgia ogdina muu”adwm
‘ol 72010 Police, ul. Sisdlecka 2
specjalista chirurgil plastyczne; Kicromnc Kon "
. dr hab, n. med. Jacek Rudnicki | POmOmK Unwersyiat Medyczny w Szczechin =0
11, | Prok 70403 Saczeci, b " Ar
Jiatria, neonatologia wwmm f»?//// =
12 ks. dr Arkadiusz Wieczorek Arcybiskupls Wyzsza Seminarium Duchowne, ul. Papiazs Pawia VI,
teologia morain, biostyka 2,71458 Saczscn ﬂ
13, | ks. dr hab, prof. US Wieslaw Dyk m“w d
" | filozofia, flozofia przyrody Insiytut Pzl mumn “‘l‘[ et
- Samuw,smummm ¢
14 mgr Witold Frankiewicz m"“wa Xt 2
prawnik 71252 Szczecin, uL Uni Lubelside 1
Sekcia Onganizacyino - Prswna_
hnmmmc«mmzm«umm
15 mgr Bemadeta Lega {
" | farmacja apteczna uLMoS 71480 Szzecin kg
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