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1 UVOD

Upotreba duhana ostaje jedan od najvecih izazova javnog zdravstva Sirom svijeta koji
uzrokuje razorne posljedice pojedincu, zajednici i ekonomiji (1). Svake godine vise od 8
milijuna puSaca izgubi Zivot te se utjecaj duhana proteze i na nepusace, od kojih svake godine
strada 1,3 milijuna izlozenih pasivhom pusenju (1). Epidemija puSenja neravnomjerno
pogada zemlje s nizim i srednjim prihodima, gdje zivi oko 80% od 1,3 milijarde pusaca u
svijetu. UnatoC Sirokoj svijesti o opasnosti duhana, drustveni faktori 1 njegova ovisnicka
priroda poti¢u njegovu upotrebu. Na taj nacin doprinosi siromastvu te preusmjerava resurse

s osnovnih zivotnih potreba (1).

Svjetska zdravstvena organizacija (SZO), eng. World Health Organisation (WHO),
usvojila je Okvirnu konvenciju SZO-a o kontroli duhana, eng. Framework Convention on
Tobacco Control (FCTC), 2003. godine, nazvanu MPOWER (eng. Monitor Protect Offer
help Warn Enforce Raise taxes), na ¢ije se principe trenutno obvezuju 182 zemlje (1). U
manjem broju zemalja dostupne su potpune usluge prestanka pusenja, a oporezivanje duhana
kao dokazani odvracajuci faktor od konzumacije, nije dovoljno iskoristen. Takoder velike
napore stvara nezakonita trgovina duhanskim proizvodima. Na trziStu se pojavljuju novi
duhanski proizvodi, poput grijanih duhanskih proizvoda, eng. Heated Tobacco Products
(HTP) i elektronskih cigareta (e-cigareta) koji unato¢ tvrdnjama o smanjenju stetnosti nose

znacajne zdravstvene rizike, isticuci vaznost kontinuiranog nadzora i regulacije (1).

1.1 NIKOTIN I NIKOTINSKI PREPARATI

Nikotin je glavni psihoaktivni agens u duhanu koji se nalazi u duhanskim listovima.
Proizvodi se kao obrana protiv predatorskih insekata, no ima ulogu kao i teratogeni agens,
neurotoksin, anksiolitik, agonist nikotinskog acetilkolinskog receptora, biomarker,

imunomodulator, mitogen, lijek za periferni ziv¢ani sustav, psihotropni lijek, biljni metabolit



I ksenobiotik (2,3). Tercijarni je amin koji se sastoji od piridinskog i pirrolidinskog prstena
(Slika 1.). Ova psihoaktivna tvar, koja se Cesto povezuje s ovisno$éu o duhanu, djeluje putem
vezanja za nikotinske acetilkolinske receptore (NAChR) te poticanjem oslobadanja
neurotransmitera poput dopamina, glutamata i gamma-aminobutirne kiseline (GABA) (2).
Prosje¢no cigareta sadrzi 10-14 mg nikotina, od ¢ega se apsorbira oko 1-1,5 mg tijekom
pusenja (4). Pojavljuje se kao bezbojna do svijetlozuta ili smeda zapaljiva tekucina, toksi¢na
inhalacijom i putem apsorpcije kroz kozu. Tijekom sagorijevanja proizvodi toksi¢ne okside
dusika. (S)-nikotin je 3-(1-metilpirrolidin-2-il)piridin u kojem kiralan centar ima S-
konfiguraciju. To je prirodno prisutni i najaktivniji enantiomer nikotina, izoliran iz Nicotiana

tabacum (3).

Slika 1. Struktura nikotina (5)

Duhan je druga najceSce koriStena psihoaktivna tvar s vise od milijardu pusaca diljem
svijeta (2). Studije pokazuju da nikotin mijenja izrazaj mikroRNK (miRNA) u razli¢itim

poremecajima povezanim s puSenjem. Ovaj utjecaj dovodi do kasnijih promjena u izrazaju



ciljanih gena. Vazno je napomenuti da promjene u izrazaju miRNA mogu imati i zaStitne
ucinke, poput aktivacije protuupalnih procesa, i Stetne ucinke, ukljucujuci one povezane s

uvjetima poput ateroskleroze i Alzheimerove bolesti (2).

Nikotinska nadomjesna terapija dostupna je u dugotrajnom obliku kao Sto su flasteri s
nikotinom te u raznim oblicima s brzim djelovanjem kao S§to su gume, pastile, inhalatori,

sprej za usta i oralne trake. (6)

Elektronske cigarete, ili e-cigarete, predstavljene su kao potencijalna alternativa
tradicionalnim duhanskim proizvodima, isporucujuci nikotin i okuse u aerosolnom obliku
(Slika 2.). Prvotno su promovirane kao pomo¢ u prestanku pusenja, iako je njihova
ucinkovitost u tom pogledu upitna. E-cigarete uz nadomjesnu terapiju ¢ine dva glavna
pristupa prestanku puSenja. Razlika je §to terapija pruza nikotin bez duhanskog dima, dok e-

cigarete isporucuju nikotin putem pare (6).

Kroni¢na izlozenost nikotinu, bilo putem tradicionalnog pusenja ili isparenja e-cigareta,
moze rezultirati negativnim simptomima diSnog sustava unato¢ svojim ovisni¢kim

svojstvima (7).

Slika 2. Vrste e-cigareta (8)



Nikotinski jastu¢i¢i su proizvodi bez duhana koji postaju sve popularniji u Velikoj
Britaniji (9). Sluze u odvikavanju od pusenja te smanjuju Stete od duhana. Drze se izmedu
usne i desni kako bi pruzili izvor nikotina (Slika 3.). Pretpostavlja se da imaju relativno nizak
profil rizika sli¢no drugim oblicima oralno primijenjenog nikotina, no redovita i dugotrajna

upotreba moze povecati rizik od lokalnih oralnih problema kao $to su lokalizirano povlacenje
desni (9).

Usage Steps

Step1 Step 2 Step 3
Take out pouch Place on tongue and Move pouch under upper lip
slightly moisten the pouch and leave for up to one hour

using your saliva

Slika 3. Nikotinski jastuci¢i kao nadomjesna terapija za odvikavanje od pusenja (10)

1.1.1 Farmakokinetika i farmakodinamika nikotina

Nakon udahnutog dima cigarete nikotin se destilira iz duhana, ¢esticama dima se prenosi
u pluéa, zatim se brzo apsorbira u pluéne vene te cirkulacijom brzo dolazi do mozga. Nikotin
je slaba baza ¢ija apsorpcija ovisi o pH. Duhan za zvakanje, nikotinska zvakaca guma i
burmut puferirani su s alkalnim pH kako bi apsorpcija kroz bukalnu sluznicu bila laksa (11).

Nalazi se u gotovo svim duhanskim proizvodima u visokim koncentracijama, ali i u



neznatnim koli¢inama u nekim namirnicama (12). Izbjegava metabolizam prvog prolaza u
crijevimai jetri te se proizvode velike koncentracije u mozgu koje se mogu usporediti s onima

koje se vide nakon intravenske primjene (11).

Nikotin je simpatomimetik koji oslobada kateholamine, ubrzava rad i kontraktilnost srca,
steze koronarne i kozne krvne zile te povecava krvni tlak. Otpustanje dopamina ocCituje se
kao ugodno iskustvo koje je kljuéno za pojacavanje ucinka nikotina i drugih sredstava

ovisnosti (11).

U jetri se nikotin opsezno i brzo metabolizira pomocu jetrenih enzima CYP2A6 i u
manjoj mjeri CYP2B6 i CYP2EI u kotinin. Poluvrijeme nikotina prosje¢no je dva sata, dok
je poluzivot kotinina prosje¢no Sesnaest sati. Kotinin se metabolizira u trans-3-
hidroksikotinin (3HC) isklju¢ivo putem CYP2A6 (Slika 4.). Kao fenotipski marker za
aktivnost CYP2AG6 i za brzinu metabolizma nikotina moze se Koristiti omjer 3HC prema
kotininu (11). Tijekom dana razina kotinina u pusaca je stabilna te zbog ograni¢ene razine
stvaranja 3HC omjer 3HC prema kotininu prili¢no je stabilan. To ¢ini uzorke krvi, sline i
urina pogodne za odredivanje biomarkera pasivnog pusenja. Manjim putem nikotin i kotinin
metaboliziraju se glukuronidacijom te u sluc¢aju niske aktivnosti CYP2A6, moze biti glavni
put uklanjanja nikotina (11). Metaboliti nikotin, kotinin i trans-3-hidroksikotinin (3HC) i
njihovi odgovarajuci glukuronidni konjugati ¢ine oko 85-90% nikotinske doze te zbroj
metabolita u urinu prikazuje priblizan dnevni unos nikotina (12). U skladu s poluzivotom od
dva sata nikotin se u tijelu nakuplja kroz Sest do devet sati redovitog pusenja, stoga 1zloZzenost

nikotinu nije prolazna i povremena, ve¢ cjelodnevna (11).
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Slika 4. Pretvorba nikotina u trans-3-hidroksikotinin (13)

Cimbenici kao 3to su genetske varijacije, spol, rasa, uporaba oralnih kontraceptiva ili
drugih hormona koji sadrze estrogen, smanjena funkcija bubrega i lijekovi kao Sto su
antikonvulzivi mogu utjecati na nikotinski metabolizam (12). Zbog znacajnog genetskog
polimorfizma u aktivnosti CYP2A6 postoje Siroke individualne varijabilnosti i rasne razlike,
pa tako na primjer Azijci i Afroamerikanci metaboliziraju nikotin u prosjeku sporije nego
bijelci ili Hispanjolci (11). Cini se da ljudi koji sporije metaboliziraju nikotin puse u prosjeku
manje cigareta dnevno i imaju viSe razine ugljicnog monoksida od ljudi koji ga normalno
metaboliziraju. Takoder se osobe koje sporije metaboliziraju nikotin kroz neko vrijeme

prestanu pusiti i manje su opcenito ovisni o nikotinu (11).

Koncentracija kotinina u uzorcima djece i dojencadi veca je od koncentracije kotinina
odraslih osoba izloZzenim pasivnom pusenju, a to se pripisuje vecoj minutnoj ventilaciji po
tjelesnoj masi te sporijem kotininskom metabolizmu, uzrokovanom nezrelos¢u organa u
djece (12). Poznato je i da je novorodencad izlozena duhanu tijekom trudnoce imala duzi
poluzivot nikotina u serumu nego odrasli (12). Djeca koja boluju od astme takoder pokazuju
vi$e koncentracije kotinina u urinu i kosi od onih koji ne boluju od astme. Majke koje puse
dojenjem mogu prenijeti nikotin na djecu, iako djeca nisu izlozena pasivnom pusenju. Djeca
¢ije majke puse van kuce, a doje ih mogu imati vecu koncentraciju kotinina u urinu od djece

koja su izlozena pasivnom pusenju, iako ih majke ne doje, ve¢ ih hrane na bocicu (12).

Provedena studija pokazala je kako Zene opcenito i Zene u predmenopauzi metaboliziraju

nikotin i njegov metabolit, kotinin brze od muskaraca, one koje uzimaju oralne kontraceptive



takoder imaju brzi metabolizam nikotina te da faza menstrualnog ciklusa ne utjece znacajno
na klirens nikotina i kotinina (14). Zene koje su u postmenopauzi metaboliziraju nikotin
slicnom brzinom kao muskarci. Korisnice kombiniranih kontraceptiva i onih koji sadrze
samo estrogen pokazuju da imaju brzi metabolizam nikotina, stoga se smatra da upravo on
potice metabolizam nikotina (14). Takoder brojne druge studije pokazuju da primjena oralnih
kontraceptiva inhibira oksidativni metabolizam. Jedna provedena studija usporedila je zene
1 muskarce sa sli¢nom koli¢inom konzumiranih cigareta i otkriveno je da Zene imaju znacajno
nize koncentracije nikotina u plazmi, ali su imali sliéne razine izdahnutog ugljicnog
monoksida, Sto odrazava ukupnu izloZenost duhanskom dimu. Potrebne su daljnje studije
koje ¢e istrazivati utjece li uporaba oralne kontracepcije na ponasanje pusaca ili puSenje kod
Zena. Neka istrazivanja otkrila su da su stope uspjeha s nikotinskom nadomjesnom terapijom

manje kod Zena te se to moZze objasniti brzim metabolizmom (14).

1.2 PUSENJE | NAVIKE LJUDI U SVIJETU

Nezdrava prehrana, pretilost, tjelesna neaktivnost, konzumacija alkohola, a posebice
puSenje koje je poznato kao glavni ¢imbenik rizika uzrokuju kardiovaskularne bolesti.
Pusenje je odgovorno za ¢ak 10% smrti od kardiovaskularnih bolesti 1 140 000 preuranjenih
smrti od kardiovaskularnih bolesti (15). Poznato je da ovisnost i uporaba duhana zapocinje

prije osamnaeste godine zivota (16).

U pocetku se puSenje nije smatralo ovisnoS¢u, ve¢ navikom. Argumentiralo se
¢injenicama kao §to su odvikavanje od duhana koje ne predstavlja Zivotnu prijetnju, no
sindrom fizicke apstinencije koji je uo€ljiv u pusaca klju¢na je znacajka koja definira
ovisnost. 1970-ih se pusenje pocinje smatrati i lijeciti kao ovisnost obzirom da ispunjava
odredene kriterije, ukljucujuéi i sindrom povlacenja (16). Ovisnost o puSenju naucena je i
rezultat je uvjetovanja jer ljudi tijekom vremena pocinju povezivati svoja raspolozenja,
situacije ili ¢imbenike okoliSa s korisnim u¢incima narkotika, odnosno nikotina. Nikotin kod

ljudi izaziva simulaciju i zadovoljstvo te smanjuje tjeskobu i stres. Tijekom svakodnevnog



zivota kako bi kontrolirali raspoloZenje i modulirali razinu uzbudenja ljudi se podvrgavaju
pusenju. Pusenje moze poboljsati vrijeme reakcije, koncentraciju i izvedbu odredenih

zadataka (11).

Ljudi obi¢no puse nakon obroka, uz kavu ili alkohol te s prijateljima koji puse. Osim toga
uvjetovani znakovi za puSenjem mogu postati i neugodna raspolozenja. Vezujuci se na
nikotinske kolinergicke receptore, nikotin olak$ava oslobadanje neurotransmitera (11).
Oslobadanje dopamina, glutamata i gama aminomaslacne kiseline osobito je vazno u razvoju
ovisnosti o nikotinu. Pretpostavlja se da ¢imbenik koji oslobada kortikotropin pridonosi
potrebi za povla¢enjem nikotina. Osobe s poremecajima ovisnosti 0 opojnim tvarima kao i
one s mentalnim bolestima predstavljaju visok udio pusaca (11). Zbog razvoja svijesti 0
Stetnom utjecaju duhana, pusenje se smanjuje od 1964., no uocljivo je da postoje razlike u
pusenju medu rasom, razli¢itoj etni¢koj pripadnosti, razini obrazovanja i socioekonomskom

statusu te regiji u zemlji (16).

Nikotin koji stvara ovisnost 1 veliki napori industrija da odrze svoje trziSte stvarali su
velike probleme u borbi protiv puSenja koje postaje sve manje prihvatljivo zbog povezanosti
pasivnog pusenja s bolestima, ovisnosti o duhanu koje zapocinje ve¢ u adolescenciji 1 fokus
same industrije koja predstavlja kljucan utjecaj na ponasanje pusaca te pokazuje vaznost
suprotstavljanju njegovim postupcima. Smatra se kako bi se pusenje trebalo zbog mnogih
ukljucenih ¢imbenika razmotriti kao opseZna drustvena odluka i kulturni fenomen, a ne samo

kao individualna odluka o ponasSanju (16).

1.2.1 Pasivno puSenje

Pasivnim pusSenjem smatra se udisanje dima cigareta i ostalih duhanskih proizvoda koje
puse druge osobe (Slika 4.) (15). Pasivno pusenje uzrokuje respiratorne, kardiovaskularne i
neoplasti¢ne bolesti kod odraslih, nepovoljne reproduktivne ishode kod Zena te kod djece
respiratorne i zarazne bolesti i odgoden rast (17). Ve¢ se 1970-ih pocela razvijati svijest o

utjecaju duhanskog dima na nepusace. Studije provedene 1960-ih pokazuju kako pusenje
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tijekom trudnoce utjeCe na fetus u razvoju i na dijete, a iduce desetljece pojavljuju se dokazi
0 povezanosti pusenja s rakom i kroni¢nim bolestima. Istrazivanjima provedenim 1986.
godine dolazi se do zaklju¢ka da pasivno puSenje izaziva rak pluca kod zdravih odraslih
nepusaca i respiratorne probleme kod djece (16). Koronarna arterijska bolest povezana je s
osobama koje su bile izlozene pasivnom pusenju te se povecéava rizik za razvoj koronarne

sréane bolesti za 70-80% (15).

Secondhand
smoke

/"N

= exnaled )p

// concentration

A7

)
, = | £
Mainstream \ Sidestream
smoke smoke

VY Toxin
concentration

Slika 5. Sastav pasivnog dima. Bo¢ni dim, koji sadrzi toksine u vi§im koncentracijama u

usporedbi s glavnim dimom, ¢ini vise od 80% pasivnog dima (18).

Kroz vrijeme su se uvodila nova pravila kao $to su: odvojena sjedala za pusacée i
nepusace, u pocetku se puSenje ogranicilo u autobusima na 20% sjedala, ogranicava se
pusenje u restoranima. Pusenje je postalo javno zdravstveni problem koji je zahvatio osim
pusaca i nepusace te je jedno od glavnih uzroka smrti koje se moze sprijeciti (16). Provedene
meta-analize zakljucuju da su zakoni o zabrani puSenja na radnim mjestima, u restoranima i
barovima doveli do smanjenog broja prijema pacijenata u bolnicu s akutnim infarktom
miokarda 1 drugim sr¢anim i ostalim bolestima koje se povezuju s utjecajem pusenja te se

smanjuje tro$ak zdravstvene skrbi za §irok raspon bolesti. Cak su studije provedene u Irskoj



otkrile pad prijevremenih poroda i povecanje, do tada niske porodajne tezine, Samo godinu

dana nakon zakona o zabrani pusenja (17).

1.2.2 Uc¢inci puSenja i pasivnog pusenja na zdravlje

Jo§ od prije poznato je da se puSenje povezuje sa 70% veéom smrtnos¢u medu
muskarcima. Najvazniji je uzrok kroni¢nog bronhitisa te uzrokuje rak pluc¢a i rak grkljana
kod musSkaraca 1 vjerojatni je uzrok raka plu¢a kod Zena. Takoder su dijabetes melitus,
reumatoidni artritis 1 kolorektalni karcinom povezani s puSenjem te se s pasivnim pusenjem
jos povezuju karcinom i bolesti diSnog sustava te kardiovaskularne bolesti i $tetni ucinci na
zdravlje dojencadi i djece (16). Brojne studije smatraju da kod puSaca Zene imaju veéi rizik
od obolijevanja od raka plu¢a u odnosu na muskarce, a to se objasSnjava utjecajem zenskih
spolnih hormona koji utjeCu na nacin na koji su se cigarete pusile ili kako se nikotin 1
karcinogeni duhanskog dima metaboliziraju (14). Posljednjih 50 godina znacajno je porastao
rizik od obolijevanja zbog pusenja kod zena te su sada jednaki rizici za muskarce i Zene kod
raka pluca, kardiovaskularnih bolesti 1 kroni¢nih opstruktivnih pluénih bolesti. PuSenje

takoder uzrokuje slabljenje imunosnog sustava i izaziva upale (16).

Postoje 1 drugi ucinci kojima se mijenja aktivnost CYP2A6 koji bi mogli utjecati na
povezanost puSenja s rizikom od karcinoma. Vjeruje se da CYP2A6 doprinosi metabolickoj
aktivaciji nitrozamina i drugih prekarcinogena specifi¢nih za duhan, a brzom aktivacijom
dolazi do povecanog rizika za nastanak raka. Jedno od objasnjenja za povecan rizik od raka
pluca kod Zena u usporedbi s muskarcima leZi u brzoj aktivaciji CYP2A6 izazvanog Zenskim

spolnim hormonima (14).

Kako smanjuje osjetljivost na inzulin, nikotin moZe pogorsati dijabetes i pridonijeti
endotelnoj disfunkciji. Utjecajem na kardiovaskularni sustav moze potaknuti aterogenezu i
akutni ishemijski dogadaj kod ljudi s koronarnom bolesti arterije. Nije izravan kancerogen,
ali moZze inhibirati apoptozu, §to dovodi do slabijeg ubijanja tumorskih stanica u organizmu

te potie angiogenezu, odnosno proces koji pridonosi invaziji tumora i stvaranju metastaza
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(11). Dokazi pokazuju da nikotin u visokim dozama ima akutnu toksi¢nost te aktivira vise
bioloskih puteva preko kojih nikotin povecava rizik za nastanak bolesti (Slika 5.). Tijekom
trudno¢e nikotin uzrokuje trajne Stetne posljedice za razvoj mozga te moZze uzrokovati

preuranjen porod ili mrtvorodenje (16).

Cancers Chronic Diseases

Stroke

Congenital defects-maternal smoking: orofacial clefts*

Oropharynx Periodontitis

Larynx Aortic aneurysm, early abdominal aortic
atherosclerosis in young adults

Esophagus

Coronary heart disease
Pneumonia

Trachea, bronchus, and lung - Atherosclerotic peripheral vascular disease

Chronic obstructive pulmonary disease, tuberculosis,*
asthma, and other respiratory effects

Acute myeloid leukemia

Stomach 4
Liver* / Diabetes*
Pancreas Reproductive effects in women
Kidniey (including reduced fertility)
and ureter Hip fractures
Cervix E .
ctopic pregnan
Bladder B PICSRAnCY

[OF

Colouctal*/

Male sexual function-erectile dysfunction*
—— Rheumatoid arthritis*

Immune function*

Overall diminished health

Source: USDHHS 2004, 2006, 2012.

Note: Each condition presented in bold text and followed by an asterisk (*) is a new disease that has been causally linked to smoking
in this report.

Slika 6. Bolesti povezane s pusenjem (16)

Tijekom odvikavanja od nikotina pojavljuju se negativna emocionalna stanja kao §to su
tjeskoba 1 povecan stres, Sto moze biti veliki 1 snazan poticaj za ponovnu konzumaciju
duhana. Dokazano je da aktivacija ekstrahipotalamusnog faktora otpustanja kortikotropina

(CRF) — CRF1 receptorski sustav doprinosi negativnim uéincima u osoba koje su na
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odvikavanju ne samo od nikotina, ve¢ i alkohola, kokaina, opijata i kanabinoida. Simptomi
ustezanja od nikotina pojavljuju se kod osoba koje prestanu pusiti (11). Osoba moze postati
razdrazljivija, upasti u depresivno raspolozenje, osjecati nemir, tjeskobu, poceti se svadati s
bliznjima, imati probleme s koncentracijom, poja¢anu potrebu za hranom i glad, nesanicu te
zudnju za duhanom. Odvikavanje od nikotina kod nelije¢enih pusaca uzrokuje poremecaje
raspolozenja koji se usporeduju po intenzitetu s onima kod psihijatrijskih ambulantnih
pacijenata. Pretpostavlja se da relativni nedostatak dopamina koji se oslobodi nakon
dugotrajne izlozenosti nikotinu uzrokuje razliCite poremecaje raspolozenja i anhedoniju,

potrebu i Zudnju za duhanom te to moze trajati dugo vremena nakon prestanka pusenja (11).

Nedavna istrazivanja otkrivaju njegovu mogucéu povezanost s tezinom bolesti COVID-

19, $to otvara pitanje o utjecaju pusenja na tijek infekcije virusom SARS-CoV-2 (2).

Godine 1992. EPA (eng. The U.S. Environmental Protection Agency) je proglasila
okolisni duhanski dim kao ljudski kancerogen te ga svrstava u grupu A u svojim smjernicama
za procjenu kancerogena. Godine 1998. izjavljuje se da je nikotin primarni uzro¢nik ovisnosti
te stvara ovisnost slicnu heroinu i1 kokainu. Implicirano je lijecenje koriStenjem nikotinske

nadomjesne terapije (16).

1.3 BIOMARKERI PUSENJA

Dva osnovna kriterija za dobre 1 valjane biomarkere su predvidanje rizika od bolesti te

promjena koncentracije metabolita proporcionalno s promjenom rizika od bolesti (12).

Istrazivanja su problemati¢na jer su potrebne godine da bi se razvile bolesti povezane s
pasivnim pusenjem, a biomarkere kao $to je kotinin moZemo mjeriti samo kao kratkotrajnu
izlozenost (12). Jedini nacin je mjeriti metabolit kroz duzi period uz kroni¢nu izloZenost
pasivnom pusenju i zatim odrediti kvantitativan odnos izmedu koncentracije biomarkera i
izlozenosti. Na primjer smanjenje porodajne tezine statisticki je povezano s trudnicama koje

su bile izloZene pasivnom pusenju (12).
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Keton nitrozamina izveden iz nikotina (eng. nicotine-derived nitrosamine ketone, NNK)
je nitrozamin i moéan kancerogen koji nastaje prvenstveno tijekom susenja duhana, kada
nikotin ili pseudooksinikotin reagira s nitritom u duhan (12). NNK se u tijelu metabolizira u
alkohol nitrozamina izveden iz nikotina, 4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanon (eng.
nicotine-derived nitrosamine alcohol, NNAL) i NNAL glukuronide (NNAL-glu), koji se
obi¢no mjere zajedno kao ukupni NNAL (eng. total NNAL, tNNAL). tNNAL ostaje u tijelu
duze od kotinina (t1/2=10 dana do 3 tjedna). Poznato je da u Stakora NNK i NNAL induciraju
tumore gusterace, a NNK takoder uzrokuje tumore nosne sluznice i jetre, no u vecoj koli¢ini
nego kod raka pluca. Kotininske koncentracije u urinu i plazmi visoko koreliraju s tNALL-
om urina, ali ne postoje podaci koji ih povezuju s ostalim biomarkerima pasivnog pusenja

(12).

Hlapljivi spoj kao Sto je nikotin apsorbira se brzo za povrSine i napusta zrak, dok neki
drugi hlapljivi spojevi mogu biti prisutni u zraku. Otkrivanje tNALL-a u urinu nepu$aca, kao
Sto su djeca, signalizira opasnost jer je karcinogen pa to povecava svijest roditelja i pruza se

veca podrska zakonodavstvu bez duhana i kontroliranju pusenja (12).

1.4 ODREPIVANJE BIOMARKERA PUSENJA

Biomarkeri za odredivanje pasivnog pusenja trebali bi biti jedinstveni za pasivno pusenje,
lako se odredivati analitickim metodama koje su ponovljive u svim laboratorijima, odrazavati
korelaciju izmedu poznate toksi¢ne izloZenosti ili visoku korelaciju s takvim izloZenostima
te bi se trebala mijenjati razina proporcionalno s odgovaraju¢om promjenom rizika od bolesti.
Ovisno o duljini izloZenosti pasivnom pusenju kod analize duzeg razdoblja biraju se uzorci

iz kose i noktiju, a manje bioloske tekucine. (12)

Kao iskljucivi marker izlaganja duhanskom dimu koristi se nikotin (19). Takoder,
kotinin i tNALL kada se pronade u urinu upucuje na izlozenost duhanu, duhanskom dimu
ili medicinskom nikotinu jer su izravni metaboliti nikotina (12). Biomonitorning kotinina u

urinu, slini ili serumu zajedno s drugim biomarkerima duhana i izbor drugih alternativnih
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uzoraka kao S$to su kosa, koza ili izdahnuti dah omogucuju bolju karakterizaciju vrste i

opseg izlozenosti duhanu, nego odredivanje samog nikotina (19). Slobodni kotinin se

preferira za mjerenje jer bolje korelira s koncentracijama kotinina u plazmi u usporedbi s

ukupnim kotininom. tNNAL u urinu moze imati znacajniji javnozdravstveni

utjecaj i bolju

prediktivnu vrijednost za negativne zdravstvene ucinke pasivnog pusenja u usporedbi s

detekcijom nikotinskih metabolita (12).

1.4.1 BioloSki uzorci

Nikotin se tijekom puSenja emitira u Cesticnoj i1 plinovitoj fazi te se brzo apsorbira u

krvotok. Bioloski uzorci iz kojih se mjeri razina nikotinskih metabolita su urin, krv, slina,

nokti, kosa i koza (Slika 6.) (19).
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Slika 7. Biomarkeri pasivnog pusenja u odredenim uzorcima (19)
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Kotinin se koristi kao biomarker za mjerenje pasivnog pusenja u urinu, krvi i slini (12).
Cak i nakon kratkotrajnog izlaganja pasivnom pusenju raste koncentracija kotinina u slini,
stoga moze sluziti kao biomarker kratkotrajne izlozenosti (19). Koncentracija kotinina visoko
korelira u krvi 1 slini, a u mokra¢i je koncentracija prosjecno cCetiri do Sest puta veca, Sto €ini
tek 10-15% kotinina nalazi u urinu pusaca jer se kotinin pretvori u druge metabolite.
Koncentracija kotinina u slini obi¢no je visa 15-40% nego u krvi jer su molekule kotinina
male, topljive u vodi te se minimalno u krvi veZzu za proteine (19). PoZeljno je da se kotinin
odreduje iz sline, krvi i da se odreduju biomarkeri za pasivno pusenje iz urina (12). Postoji
varijabilnost medu pojedincima kod tumacenja rezultata kotinina u slini ovisno o spolu, dobi,

oralnom pH, rasi, dehidraciji, dijeti i lijekovima (19).

Obzirom da na nikotin u kosi manje utjece dnevna izloZenost moguce je postaviti
grani¢nu vrijednost za razlikovanje aktivnih pusaca i onih izlozenim pasivnom pusenju. Jos
bi se kao uzorci mogli koristiti koza, posebice na rukama i prstima. Nakupljanje nikotina u
rukama nepusaca u korelaciji je s nikotinom u zraku i kotininom u urinu, $to nam omogucuje

pracenje niske izlozenosti pasivnom pusenju (19).

Jak karcinogen plu¢a NNAL ima sli¢no djelovanje kao NNK te se detektira tNNAL u

urinu pusaca izloZenih pasivnom pusenju, iako predstavlja samo 15% unesenog NNK (12).
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2 CILJ RADA

Prikazati mogu¢nost odredivanja biomarkera pasivnog pusenja kod odraslih osoba
analizom uzoraka urina.
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3 MATERIJALI | METODE

Za procjenu izloZenosti kancerogenim tvarima iz duhanskog dima, moze se myjeriti
prisutnost DNK adukata u ciljanim stanicama pluca ili se moze pratiti vezanje kancerogenih
kancerogenih spojeva i njihovih metabolita u urinu (20). Urin je prakti¢an za prikupljanje u
velikim koli¢inama, a suradnja ispitanika je obicno zadovoljavaju¢a. Najpouzdaniji
biomarkeri za procjenu izlozenosti pasivnom pusenju su NNAL i NNAL-Glu, koji su derivati
karcinogena specifi¢nog za duhanske proizvode, NNK. Posebno je vazna analiza urina kod
djece, gdje je utvrdena povezanost izmedu koncentracija kotinina i NNAL/NNAL-GIlu.
Vecina biomarkera mjeri se pomocu masene spektrometrije, ukljucujuéi plinsku i teku¢insku

kromatografiju (20).

3.1 UZIMANJE UZORAKA

U jednom od provedenih istrazivanja, koje prikazujemo kao primjer, Kkoristio se
bioloski uzorak urina, ¢ije prikupljanje spada u neinvazivne metode sakupljanja. Svakom
ispitivacu analizirao se uzorak prije odlaska u no¢ni klub, oko 1 sat iza pono¢i, i prvi jutarnji
urin, prikupljen 5-6 sati nakon izloZenosti (21). Konobarima se analizirao i treci: jedan prije
smjene, oko 21 sat, drugi na kraju smjene, oko 9 sati ujutro, i prvi jutarnji urin, 7 sati nakon
izlozenosti. Uzorci volumena 20-50ml prikupljeni su u test tubu polipropilena/polistirola s
navojnim c¢epom. Uzorci su bili pohranjeni na temperaturi do -20°C u zamrzivacu.

Konzumacija alkohola bila je dozvoljena (21).
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3.2 METODE ODREDIVANJA

Kotinin u urinu moZe se precizno mjeriti koriStenjem Vvisoko osjetljive metode
natjecateljskog enzimski povezanog imunosorbentnog testa (ELISA). lako su metode poput
plinske kromatografije, tekucinske kromatografije i radioimunoeseja takoder koristene,
kromatografija se smatra zlatnim standardom zbog svoje pouzdanosti (Slika 7.) (20).
Medutim, ova metoda je skupa i sloZzena za obradu velikog broja uzoraka odjednom. S druge
strane, metoda natjecateljskog enzimskog imunoeseja je jeftinija i prikladnija za masovno
testiranje s granicom mjerenja od 0,1 ng/ml (20). Kromatografija se koristi za mjerenje
ukupne koncentracije kotinina, koja ukljucuje kotinin i njegove metabolite. Ta ¢injenica je
bitna jer unakrsna reakcija s metabolitima moze utjecati na rezultate mjerenja. Ova metoda
uzima u obzir individualne razlike u enzimatskoj aktivnosti, §to je kljuno za to¢no

procjenjivanje izloZenosti sekundarnom duhanskom dimu (20).

Table 2 Analytical methods for measurement of biomarkers of secondhand smoke exposure (SHSe)

Method Sensitivity Specificity Cost Comments
Cofinine
Radioimmunoassay (RIA)'? '* 0.10—2.00 ng/ml Variable Low Quick and relatively low cost
(|poorest in uring) analysis of large number of samples
ELISA™ ™8 0.10—0.20 ng/ml Good Low Quick and relatively low cost analysis
of large number of samples
Gas chromatography-nitrogen- 0.10—0.20 ng/mi Good Moderate Lacks sensitivity for very low level
phosphorous detection (GC-NPD)'® of SH3e
Gas chromatography-mass 0.10—0.20 ng/mi Excellent High
spectrometry iGG-I‘n"ISII'll
Liquid chromatography-atmospheric <0.05 ng/ml Excellent Extremely high Current state-of-the-art method for
pressure chemical jonization tandem urine cotinine. It can perform 100
mass spectrometry (LC-APCI MS/MS)' samples/day
High performance liquid 0.13—1.00 ng/ml Good Moderate
chromatography {HPLC) =
Nicotine
GC-MS™ 0.02—0.25 ng/ml Excellent Moderate-high It has been used for nicotine
determination in hair and toenails
HPLC™ 2 0.10—0.32 ng/ml Good Low It has been used for nicotine

determination in hair and with
electrochemical detection for toenails
NNAL [4-[methylnitrosaming]-1-[3-pyridyl]-1-butanal)
Liguid chromatography-tandem 0.25 pg/ml Excellent Extremely high NMNAL assay of choice.
mass spectrometry (LC-MS/MS)Z°
Gas chromatography-thermal 0.15 pmoliml Excellent Moderate Difficult implementation
energy analysis (GC-TEA)"

Modified from Benowitz 1996.*

Slika 7. Prikaz osjetljivosti i specificnosti metoda za mjerenje biomarkera pasivnog pusenja
(12)

18



Ekstrakcija je klju¢ni postupak u laboratorijskim procesima, primjenjuje se za
izolaciju ciljane tvari iz tekuce ili krute smjese, kao i za proc¢is¢avanje. Proces se temelji na
razli¢itim topljivostima tvari koje se zele izdvojiti u dva otapala koja se medusobno ne
mijesaju (21). U toksikoloskoj analizi postoje dvije osnovne vrste ekstrakcije: ekstrakcija na
¢vrstom nosacu (Solid Phase Extraction, SPE) i ekstrakcija tekucée-tekuce (Liquid-Liquid
Extraction LLE). Ove metode koriste se za pripremu slozenih bioloskih uzoraka prije
kvalitativne 1 kvantitativne analize kromatografskim tehnikama kao S$to su plinska
kromatografija (Gas Chromatography, GC), tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
(High Performance Liquid Chromatography, HPLC), te kombinirane tehnike poput plinske
kromatografije-spektrometrije masa (Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS) i
teku¢inske  kromatografije-spektrometrije  masa  (Liquid  Chromatography-Mass
Spectrometry, LC-MS) (21). Bioloski uzorci su kompleksni zbog prisutnosti endogenih
komponenti koje mogu ometati analit. Procesom ekstrakcije analit se izdvaja od popratnih

primjesa te se povecava njegova koncentracija u odnosu na pocetnu otopinu (21).

Povezivanje separacijskih tehnika s masenom spektrometrijom predstavlja snazan
dvodimenzionalni pristup analizi uzoraka, omogucujué¢i simultano odvajanje visoke
rezolucije i strukturno specifi¢nu, visoko osjetljivu detekciju (21). Ovakva metoda ¢ini
identifikaciju pouzdanijom, jer uz kromatografsko retencijsko vrijeme sadrzi i podatke o
specificnim masama strukture. Plinska kromatografija u kombinaciji s masenom
spektrometrijom (Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS) standardna je tehnika
za identifikaciju, kojom se potvrduje prisutnost ciljanog spoja. Ova tehnika nasla je primjenu
u strukturnoj karakterizaciji biomolekula u podru¢jima medicinske kemije, toksikologije,

kemije okoli$a i forenzic¢ke analize lijekova (21).
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3.3 KONSTRUIRANJE BAZDARNE KRIVULJE

U istrazivanju su pripremljene referentne standardne otopine za analizu pomoc¢u
GC-MS tehnike. Iz pocetne koncentracije (1mg/mL u metanolu) za svaki standard
napravljeno je pet razrjedenja. U prethodno analiziran urin odredenog volumena, negativan
na prisustvo nikotina i njegovih metabolita, dodane su pripremljene standardne otopine
(21). Zatim su pripremljene bazdarne krivulje za nikotin i njegove metabolite, pomocu
kojih ¢e se odredivati nepoznate koncentracije uzoraka. Krivulja obuhvaca Siroki raspon
koncentracija, s obzirom da su neki ispitanici pusaci, dok drugi nisu. Mogle su se odrediti
vrlo niske do vrlo visoke koncentracije (21).
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4 REZULTATI

U posljednje vrijeme najpouzdanije metode kao $to su GC-MS/MS i LC-MS/MS Koriste
se za detekciju s granicama od 0,05 ng/mL u urinu. Takva osjetljivost je neophodna u
zemljama s niskom izloZzenos¢u pasivhom pusenju zbog regulacija Cistog zraka i nizih
koncentracija nikotina u zraku (12). Optimalna to¢ka odvajanja trebala bi minimizirati
pogresno klasificiranje osoba koje su izlozene pasivnom pusenju kao pusaca ili nepusaca.
Ova tocka ovisi o razini izlozenosti pasivnom pusSenju nepusaca i ponasanju pusaca u toj
populaciji (12).

Prosjecne koncentracije tNNAL-a u urinu nepusaca izlozenih pasivhom pusenju
variraju izmedu 18 1 90 fmol/mL urina, dok kod pusaca ta vrijednost iznosi 1000 fmol/mL
urina ili vise (Tablica 1.). Postoje iznimke i moguce je djelomi¢no preklapanje koncentracija
tNNAL-a kod pusaca i nepusaca (12). Na temelju koncentracije od 50 fmol/mL urina kod
nepusaca izlozenih pasivnom pusenju, procjenjuje se da je dnevna eliminacija tNNAL-a oko
75 pmol/dan. S obzirom da tNNAL predstavlja oko 15% ukupne doze NNK-a, izloZenost
NNK-u kod nepusaca izlozenih pasivnom pusenju procjenjuje se na oko 500 pmol/dan, ili
otprilike 1,1 mg (0,01 mg/kg) tijekom 30 godina izloZenosti pasivhom puSenju. Najmanja
ukupna doza NNK-a koja je pokazala indukciju tumora pluca kod Stakora iznosi 1,8 mg/kg,
Sto je 200 puta vise od doze kojoj je izlozen nepusac izlozen pasivhom pusenju (12). U
jednom istrazivanju, koncentracije tNNAL-a u urinu Zena izloZenih pasivhom puSenju
iznosile su otprilike 5,6% u odnosu na koncentracije u urinu njihovih partnera puSaca.
Epidemioloska istrazivanja procjenjuju da je viSak rizika od raka pluc¢a kod Zena izloZenih
pasivnom pusenju oko 20% veci u odnosu na neizlozene Zene, ili oko 1% do 2% viSeg rizika
za rak pluc¢a u usporedbi s puSacima u odnosu na ne-pusace, Sto je u skladu s relativnim
koncentracijama tNNAL-a od 5,6% (12). Jedno istrazivanje provedeno na 74 djece pokazalo
je da porast tNNAL-a od 0,05 do 0,35 pmol/ml urina dovodi do povecanja ukupnog kotinina
(zbroj kotinina i njegovog glukuronida) s 15 na 50 ng/ml urina. Ovi podaci jasno impliciraju

prisutnost tNNAL-a kod nepusaca pri ovim koncentracijama kotinina u urinu (12).

Tablica 1. Prikaz koncentracije tNALL-a u urinu
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tNALL (fmol/mL)
Nepusaci 18-19
Pusaci > 1000

Kako prolazi vrijeme od izlozenosti pasivnom pusenju, razine nikotina opadaju brzo,
ali razine NNK rastu, pa su tako prema Torresu i suradnicima prosjecne koncentracije
NNAL-a u urinu aktivnih pusaca 80,9 — 405,5 pg/mL, kod osoba koje su visoko izlozene 5,9
— 20,1 pg/mL, a kod niske izloZenosti 0,95 — 2,21 pg/mL (19). Benowitz i suradnici
procjenjuju grani¢nu vrijednost NNAL-a u urinu za razlikovanje aktivnih pusaca od nepusaca
koji su izlozeni pasivnom pusenju, pri ¢emu je za kotinin od 30 mg/L procijenjena vrijednost
NNAL-a 14,4 pg/mL (10,2 pg/mg kreatinina) s 94,6% osjetljivosti i 93,4% specificnosti
(Tablica 2.) (19).

Tablica 2. Prikaz koncentracije NNAL-a u urinu prema Torresu i suradnicima
NNAL (pg/mL)

AKktivni puSaci 80,9 — 405,5
Visoka izloZenost pasivnom puSenju 59-20,1
Niska izloZenost pasivhom puSenju 0,95-2,21
Granic¢na vrijednost 14,4

Grani¢na vrijednost kotinina u urinu iznosi 30 ng/mL. Koncentracije kotinina u urinu
pusaca variraju od 34,5 do 489 ng/mL, dok kod nepusaca izloZenih pasivnom puSenju iznose
od 0,25 do 30 ng/mL, iako se kod akutne izlozenosti pasivnom pusenju koncentracije mogu
popeti na one kod pusSaca (Tablica 3.). Primjerice, osobe koje ne puse, a rade u barovima i
restoranima u kojima se pusi dosezu koncentracije kotinina u urinu od 35,9 do 61,2 ng/mL

(19).

Tablica 3. Prikaz koncentracije kotinina u urinu

22



Kotinin (ng/mL)

Pusaci 34,5489
Nepusaci 0,25-30
Granicna vrijednost 30

Najcesce koristena granica za razlikovanje serumske razine kotinina (14 ng/mL)
temelji se na istrazivanjima iz ranih 1980-ih u Engleskoj. Nedavna istrazivanja koristenjem
podataka iz Velike Britanije od 1996. do 2004. godine postavila su novu granicu od 12
ng/mL, sugerirajuci da se izlozenost pasivnom pusenju nije znac¢ajno smanjila tijekom 20
godina (12). Istrazivanja koriStenjem podataka iz nacionalnog istrazivanja koje provodi
Nacionalni centar za zdravstvenu statistiku, dio Centara za kontrolu i prevenciju bolesti u
SAD-u (eng. National Health and Nutrition Examination Survey , NHANES), za razdoblje
od 1999. do 2004. godine sugeriraju optimalnu granicu od 3 ng/ml. Zbog razlika u ponasanju
pusenja i potencijalno u metabolizmu kotinina, optimalna granica varira ovisno o rasi i
etnickoj pripadnosti u SAD-u. Za ne-hispano bijele iznosi 5 ng/ml, za ne-hispano crne 6
ng/ml, dok je za meksi¢ko-ameri¢ku populaciju 1 ng/ml (12). Niza granica kod meksic¢ko-
americke populacije odrazava manju izloZenost pasivhom puSenju i vecu prevalenciju
laganog i povremenog pusenja. Istrazivaci trebaju takoder uzeti u obzir karakteristike ciljne
populacije pri odabiru optimalne granice za razlikovanje pusaca od nepusaca. Na primjer,
radnici u kasinima s visokom razinom izloZenosti pasivnom pusenju mogli bi zahtijevati visu
granicu od 3 ng/ml (12). Kod nepusaca izloZenih pasivhom puSenju uobicajeno se krecu
vrijednosti od 0,015 do 14,6 ng/mL, dok su kod pusaca vise za jedan red veli¢ine, odnosno
od 0,15 do 146 ng/mL (19). Intenzivna izlozenost pasivnom pusenju moze uzrokovati
povisene razine kotinina u krvi nepusaca, koje mogu dose¢i do 25 ng/mL (Tablica 4.). Ovo
moze dovesti do preklapanja koncentracija kotinina izmedu nepusaca izloZenih intenzivnom

pasivnom pusenju i laganih ili povremenih pusaca (12).

Tablica 4. Prikaz koncentracije kotinina u serumu
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Kotinin (ng/mL)

Pusaci 0,15 - 146
Visoka izloZenost pasivnom pusenju do 25
IzloZenost pasivnom puSenju 0,015-14,6
Grani¢na vrijednost 14

Kotinin iz sline ima koncentraciju vecu za 15-40% nego u krvi, a uobi¢ajena grani¢na
vrijednost kotinina u slini iznosi 13 ng/mL za razlikovanje nepusaca od aktivnih pusaca, dok
granica od 10 ng/mL sluzi za razlikovanje niske i visoke izlozenosti puSenju. Koncentracija
kotinina iz sline poveca se i nakon kratke izloZenosti pasivnom puSenju, $to ga Cini
prikladnim biomarkerom za odredivanje kratkotrajne izloZzenosti (19). Otkriveno je da je
NNN najzastupljeniji biomarker u uzorcima sline nepusaca s prosjeénom koncentracijom od
5,3 pg/mL, a omjer NNN/kotinin u slini potvrdio je relativno poveéanje NNN-a kod
izlozenosti pasivnom pusenju (Tablica 5.). S obzirom da je NNN povezan s rakom jednjaka
i usne Supljine, predlozeno je praéenje NNN-a u slini za procjenu rizika od raka povezanog

s izloZzeno§¢u pasivnom pusenju (19).

Tablica 5. Prikaz koncentracije salivarnog kotinina i NNN-a
Kotinin (ng/mL)
Granicna vrijednost za razlikovanje 13
pusaca od nepusaca
Granicna vrijednost za razlikovanje 10
visoke od niske izloZenosti
NNN (pg/mL)
Nepusaci 5,3

Vrijednosti granica za razdvajanje kotinina u kosi kod Zena, trudnica 1 djece (0,8, 0,2
i 0,2 ng/mg, redom) odredene su koristenjem podataka iz SAD-a, Kanade i Francuske.

Medutim, nedostatak reprezentativnih podataka za druge biomarkere u razli¢itim matricama
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otezava predvidanje optimalnih vrijednosti granica za te markere (12). Nikotin se u kosi moze
naé¢i u 10 do 100 puta ve¢im koncentracijama od kotinina, kod pusaca 2,01-79,3 ng/mg, a
kod osoba izlozenih pasivnom pusenju 0,08-5,02 ng/mg. Budu¢i da je manje podlozan
dnevnim varijacijama, granica od 5,68 ng/mg predlozena je za razlikovanje aktivnih pusaca
od pasivnih. Za razliku od kose, u kozi pusaca koncentracije nikotina dosezu do 1160
ng/maramici, dok u nepusaca izlozenih pasivnhom pusenju dosezu 48,9 ng/maramici, Sto

omogucuje pracenje niske izloZenosti pasivnom pusenju (Tablica 6.) (19).

Tablica 6. Prikaz koncentracije nikotina u kosi i kozi

Nikotin

Kosa pusaca 2,01 -79, 3 ng/mg
Kosa nepusaca izloZenim pasivnom 0,08 — 5,02 ng/mg
pusenju

Granicna vrijednost nikotina u kosi 5, 68 ng/mg

KozZa pusaca 1160 ng/maramica
KoZa nepusaca izloZzenim pasivnom 48,9 ng/ maramica
pusenju

4.1 ISPITANICI PRIJE I NAKON NOCNOG KLUBA

Provedeno istrazivanje, iz naSeg primjera, mjerilo je metabolite nikotina u urinu
ispitanika prije i nakon no¢nog kluba. Kod nepusaca, vrijednosti izmjerenog nikotina variraju
od 0,790 ng/mL do 42,253 ng/mL. U gotovo svih ispitanika, uzorci uzeti prije odlaska u
no¢ni klub pokazuju razine kotinina koje potvrduju pasivno pusenje i kontinuiranu izlozenost

duhanskom dimu (21).

Izmjerene koncentracije nikotina i njegovih metabolita u uzorcima nakon izlaganja
duhanskom dimu u no¢nom klubu bile su, kako se i ocekivalo, vece kod svih ispitanika u

usporedbi s vrijednostima iz prvog uzorka. Srednje vrijednosti nikotina, kotinina i 3-OHK
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nakon izlaganja kod nepusacica bile su: 123,373 ng/mL, 56,544 ng/mL i 41,501 ng/mL, dok
su kod nepusaca iznosile: 21,366 ng/mL, 65,234 ng/mL i 14,941 ng/mL (21). Prosjecni porast
koncentracija nikotina, kotinina i 3-OHK kod nepusacica iznosio je 115,176 ng/mL, 28,172
ng/mL 1 29,198 ng/mL, dok je kod nepusaca bio 10,131 ng/mL, 37,763 ng/mL i 11,262
ng/mL. Uzimajuci u obzir vrijeme izlozenosti, porast koncentracija kod konobara, nepusaca
za nikotin, kotinin i 3-OHK bio je ve¢i nego kod muskih ispitanika koji su bili u klubu kao
posjetitelji, te je iznosio 44,745 ng/mL, 61,266 ng/mL i 45,549 ng/mL (21).

Koncentracije nikotina i njegovih metabolita kod pusaca, prije i nakon izlozenosti, bile
su znatno vece u usporedbi s pasivnim pusSacima. Srednje vrijednosti nikotina i njegovih
metabolita prije izlaganja iznosile su 74,299 ng/mL, 126,722 ng/mL i 175,948 ng/mL, §to je
u skladu s podacima iz upitnika o broju popusenih cigareta. Nakon izlaganja, srednje
koncentracije porasle su na 285,141 ng/mL, 391,697 ng/mL i 1832,257 ng/mL (Tablica 7.)
(22).

Tablica 7. Prikaz koncentracija nikotina, kotinina i 3-OHK nakon no¢nog kluba

Nikotin (ng/mL) Kotinin (ng/mL) 3-OHK (ng/mL)

Srednja vrijednost u 123,373 56,544 41,501
nepusacica

Srednja vrijednost u 21, 366 65, 234 14,941
nepusaca

Prosjecan porast 115,176 28,172 29,198
koncentracije u nepusacica

Prosjecan porast 10,131 37,763 11,262
koncentracije u nepusaca

Prosjec¢an porast 44,745 61,266 45 549
koncentracije u konobara

Srednja vrijednost u pusaca 285,141 391,697 1832,257
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Nakon izlaganja duhanskom dimu u noénom klubu, razina kotinina u urinu bila je
znacajno visa, s najviSom vrijednos¢u od 190.551 ng/mL, pri ¢emu je polovina ispitanika

premasila grani¢nu vrijednost aktivnog pusenja od 50 ng/mL (21).
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5 RASPRAVA

Prednosti odredivanja izlozenosti pasivhom puSenju putem urina ukljucuju vece
koncentracije kotinina i drugih metabolita u odnosu na druge bioloske tekucine; predstavlja
relativno akutnu izlozenost prikupljanje je neinvazivno (12). Nedostaci ukljucuju potrebu za
privatnosc¢u tijekom prikupljanja, teSkoce pri prikupljanju u studijama na populacijskoj razini
ili kod djece, varijabilnost faktora konverzije kotinina i potrebu za prilagodbom za klirens
kreatinina. lako je lakSe i jeftinije mjeriti nikotin nego NNK metabolite, istice se da bi
mjerenje NNK metabolita u urinu moglo imati veéi javnozdravstveni utjecaj i bolju
prediktivnu korist za negativne zdravstvene ucinke pasivnog pusenja (12). Otkrivanje NNK
metabolita, kao Sto je tNNAL, u urinu nepusaca koji su izlozeni pasivhom puSenju moze
signalizirati opasnost i potaknuti daljnje napore u suzbijanju pusenja i promicanju zdravijih
okolisa. Takoder se treba istaknuti vaznost razumijevanja ¢imbenika koji mogu utjecati na
koncentracije biomarkera, poput dobi, stanja bolesti i drugih izvora izloZenosti nikotinu, kako

bi se pravilno interpretirali rezultati mjerenja (12).

Uzimajuéi u obzir da puSaci reguliraju unos nikotina kako bi odrzali odredene razine
nikotina u tijelu tijekom dana, osobe koje brze metaboliziraju nikotin oc¢ekivano ¢e unijeti
vise dima cigareta dnevno u usporedbi s onima koji sporije metaboliziraju (4). Genetski losi
metabolizatori (npr. osobe s varijantnim CYP2A6 genima koji su povezani sa znacajno
smanjenom enzimskom aktivno$¢u) u prosjeku puSe manje cigareta dnevno 1 imaju
tendenciju postici vise razine uglji¢cnog monoksida nego normalni metabolizatori (4). Uz to,
genetski spori metabolizatori ¢ini se da su manje ovisni, na temelju promatranja da udio
sporih metabolizatora u populaciji puSaca opada s povecanjem starosti puSackog kohorta, §to
sugerira da su spori metabolizatori skloniji prestanku pusenja. U populaciji azijskih i bijelih
pusaca, klirens nikotina procijenjen intravenskom infuzijom nikotina oznacenog deuterijem
bio je pozitivno koreliran s brojem popusenih cigareta dnevno i unosom nikotina po cigareti,

Sto podrzava ideju da klirens utjece na puSacko ponasanje (4).

Prema pregledu literature autora Torresa 1 suradnika, koji obuhvaca studije od 2012. do
ozujka 2018., grani¢na vrijednost kotinina u urinu za razlikovanje pusaca od pasivnih pusaca

smanjena je na 30 ng/mL u odnosu na prethodnu vrijednost SRNT-a iz 2002, koja je postavila
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grani¢nu vrijednost od 50 ng/mL. U skladu s tom nizom granicnom vrijednos$¢u, 70%
ispitanika u provedenom istrazivanju premasilo je grani¢nu vrijednost kotinina u urinu nakon
izlaganja u no¢nom klubu, ukljucujué¢i i konobare (21). Prema pregledu literature,
koncentracije kotinina u urinu kretale su se od 34,5 do 489 ng/mL za pusace i od 0,25 do 30
ng/mL za nepuSace izlozene duhanskom dimu, pri ¢emu akutno izlaganje moze rezultirati
povecanim koncentracijama kotinina u urinu na razinu slicnu onoj kod pusaca. Prosjecne
vrijednosti kotinina prije izlaganja nepuSaCa u istrazivanju poklapaju se s rasponom
vrijednosti iz pregleda literature, no koncentracije nakon izlaganja premasuju taj raspon, $to
odrazava akutno izlaganje (21). Konobari i nepusaci izlozeni duhanskom dimu tijekom cijele
no¢i predstavljaju primjer akutnog izlaganja. Prema pregledu literature, radnici nepuSaci u
kafi¢ima i restoranima bez zabrane pusenja imali su prosje¢ne koncentracije kotinina u urinu

od 35,9 do 61,2 ng/mL, §to se u potpunosti podudara s rezultatima naseg primjera istrazivanja

(21).

Studija provedena u Italiji dokazala je varijabilnost u postotku nikotina koji se pretvara
u kotinin (izmedu 50% i 90%) zbog razli¢ite brzine metaboliziranja nikotina, a kretala se od
20 do 75 mL/min. Istrazivanje sugerira koriStenje 95. percentila koncentracije kotinina u
urinu skupine nepusSaca, Sto iznosi 24 png/g kreatinina za muskarce 1 35 pg/g kreatinina za
zene (22). Grani¢na vrijednost od 30 ng/mL, dobivena u studiji Campo i suradnici provedena
u Italiji, blizu je vrijednosti 95. percentila koncentracije kotinina u urinu nepusaca koja je u
studiji iznosila 28 pg/g kreatinina. Medutim, medijan razine kotinina u urinu kod puSaca u
studiji Campo i sur. bio je 883 ng/mL, §to je niza vrijednost od medijana pronadenog u ovoj
studiji (22).
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6 ZAKLJUCAK

Urin se Cesto koristi zbog prakti¢nosti, ali se za dublje uvide ponekad koriste i druge
matrice poput krvi. Za kratkotrajnu izlozenost, proucavaju se slina i izdahnuti zrak, dok se

kosa koristi za dugotrajnu izlozenost.

Kotinin, kao metabolit nikotina, tradicionalno je biomarker za mjerenje pasivnog
pusenja u urinu, krvi i slini. Medutim, NNK metaboliti, poput tNNAL-a, takoder mogu biti
korisni u pruzanju dodatnih informacija o $tetnim uéincima pasivnog pusenja. Kod mjerenja
kotinina vazno je uzeti u obzir individualne varijacije u genskom polimorfizmu CYP2A6,
enzima koji pretvara nikotin u kotinin. Varijacije u aktivnosti CYP2A6 mogu pomo¢i u
objasnjenju rasnih razlika u riziku od raka pluca, ali nisu dovoljni da objasne sve promatrane
razlike. Ovi nalazi naglaSavaju vaznost personaliziranih pristupa u razumijevanju i tretiranju

pusackih navika i povezanih zdravstvenih rizika .

U bliskoj buduénosti, bit ¢e kljuéno provesti visoko osjetljivo i specifi¢no odredivanje
urinarnih metabolita specifiénih za duhan kako bi se procijenila veza izmedu izloZenosti

pasivnom pusenju i razvoja karcinoma organa.
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